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DESCRIPCION
Acido nucleico que codifica NS3/4A de HCV
CAMPO DE LA INVENCION

La presente invencion se refiere a composiciones para aumentar el efecto de vacunas en animales, tales como especies
domésticas, deportivas o mascotas, y en seres humanos. Se realiza la divulgacion del uso de ribavirina como adyuvante
y de composiciones que tienen ribavirina y un antigeno.

ANTECEDENTES DE LA INVENCION

El uso de vacunas para prevenir enfermedades en seres humanos, animales de granja, animales deportivos y mascotas
domeésticas es una practica comun. Sin embargo, con frecuencia el antigeno usado en una vacuna no es suficientemente
inmunogeénico para elevar el titulo de anticuerpos a niveles que sean suficientes para proporcionar proteccion contra una
exposicion posterior o para mantener el potencial de disponer de esos niveles durante periodos de tiempo prolongados.
Ademas, muchas vacunas son completamente incapaces de inducir inmunidad mediada por células, que es una defensa
inmune primaria contra infecciones bacterianas y viricas. Actualmente se esta centrando una cantidad considerable de
investigacion en el desarrollo de vacunas mas potentes y de formas de mejorar la inmunogenicidad de preparaciones
que contienen antigenos. (Véanse, por ejemplo, las Patentes de Estados Unidos N° 6.056.961, 6.060.068, 6.063.380, y
Liy col., Science 288:2219-2222(2000)).

Entre estas vacunas “débiles” son muy conocidas las vacunas de la hepatitis B. Por ejemplo, vacunas recombinantes
contra el virus de la hepatitis B tales como Genhevacb (Pasteur Merieux Serums et Vaccines, 58, Avenue Leclerc 69007
Lyon, Francia), Engerixb (Smith, Kline and Symbol French) y Recombivaxhb (Merck, Sharp, and Dhome) son eficaces
s6lo después de al menos tres inyecciones en los dias 0, 30 y 60 6 180, seguidas de una dosis de refuerzo obligatoria
después de un afio. (Chedid y col., Patente de Estados Unidos N° 6.063.380). Ademas, muchos sujetos que reciben
estas vacunas responden de manera deficiente, en caso de hacerlo. Como muchas regiones del mundo son endémicas
para la infeccion por HBV, el poco caracter inmunogénico de las vacunas de HBV existentes se ha convertido en un
problema extremadamente grave.

Para obtener una respuesta celular y/o humoral més fuerte, es comun administrar la vacuna en un material que aumente
la respuesta inmune del paciente al antigeno presente en la vacuna. Los adyuvantes usados mas cominmente para
protocolos de vacunas son preparaciones de aceite y alumbre. (Chedid y col., Patente de Estados Unidos N° 6.063.380).
Se necesita un mayor repertorio de adyuvantes seguros y eficaces.

En terapias antivirales se han usado mucho anélogos de nucledsidos debido a su capacidad de reducir la replicacion viral
(Hosoya y col., J. Inf. Dis. 168:641-646 (1993)). La ribavirina (1-B-D-ribofuranosil-1,2,4-triazol-3-carboxamida) es un
analogo de guanosina sintético que se ha usado para inhibir la replicacion de virus de ARN y ADN. (Huffman y col.,
Antimicrob Agents. Chemother., 3:235(1973; Sidwell y col., Science, 177:705 (1972)). Se ha demostrado que la ribavirina
es un inhibidor competitivo de la inositol mono-fosfato (IMP) deshidrogenasa (IMPDH), que convierte el IMP en IMX (que
después se convierte en GMP). De Clerqc, Anti viral Agents: characteristic activity spectrum depending on the molecular
target with which they interact, Academia press, Inc., New York N.Y., paginas 1-55 (1993). Como resultado del
tratamiento a largo plazo con ribavirina se han agotado reservas intracelulares de GTP.

Ademas de la actividad antiviral, los investigadores han observado que algunos analogos de guanosina tienen un efecto
sobre el sistema inmune (Patentes de Estados Unidos N° 6.063.772 y 4.950.647). Se ha demostrado que la ribavirina
inhibe las respuestas inmunes humorales funcionales (Peavy y col., J. Immunol., 126:861-864, (1981); Powers y col.,
Antimicrob. Agents. Chemother. 22: 108-114 (1982)) y la modulacién mediada por IgE de la secrecion de mastocitos.
(Marquardt y col., J. Pharmacol. Exp. Therapeutics, 240:145-149 (1987)). Algunos investigadores han indicado que una
terapia oral diaria de ribavirina tiene un efecto modulador inmune en seres humanos y ratones (Hultgren y col., J. Gen.
Virol., 79:2381-2391 (1998) y Cramp y col., Gastron. Enterol., 118:346-355 (2000)). La comprension actual de los efectos
de la ribavirina sobre el sistema inmune esta en sus primeras fases.

SUMARIO DE LA INVENCION
La invencién es como sigue:
1. Un acido nucleico purificado o aislado constituido por la SEQ ID NO 16 o el complemento del mismo;

2. Un acido nucleico purificado o aislado que codifica la secuencia peptidica de SEQ ID NO 17;
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3. Un acido nucleico purificado o aislado que comprende la SEQ ID NO 16;

4. Un acido nucleico purificado o aislado que comprende un acido nucleico que codifica la secuencia peptidica de SEQ
ID NO 17;

5. Un acido nucleico purificado o aislado que comprende al menos 100, 200, 500 o 1000 nucleétidos consecutivos del
acido nucleico purificado o aislado de uno cualquiera de 1-4;

6. Un vector que comprende el acido nucleico purificado o aislado de uno cualquiera de 1-5;

7. Una célula aislada que comprende el acido nucleico purificado o aislado de uno cualquiera de 1-5;

8. Una composicion inmunogénica que comprende el acido nucleico purificado o aislado de uno cualquiera de 1-5;
9. Una composicion que comprende el &cido nucleico purificado o aislado de uno cualquiera de 1-5;

10. Una célula aislada que comprende el vector de 6;

11. Una composicién inmunogénica que comprende el vector de 6;

12. Una composicién que comprende el vector de 6;

13. La composicion inmunogénica de 8 u 11 que comprende ademas un adyuvante.

BREVE DESCRIPCION DE LOS DIBUJOS

La FIGURA 1 es un grafico que muestra la respuesta humoral a 10 y 100 ug de proteina 3 no estructural (NS3) del virus
de la hepatitis C (HCV) recombinante, determinada por medio de titulos como criterio de valoracién, cuando se
coadministré una sola dosis de 1 mg de ribavirina.

La FIGURA 2 es un grafico que muestra la respuesta humoral a 20 pg de proteina 3 no estructural (NS3) del virus de la
hepatitis C (HCV) recombinante, determinada por medio de titulos como criterio de valoracion, cuando se coadministrd
una sola dosis de 0,1, 1,0 6 10 mg de ribavirina

La FIGURA 3 es un grafico que muestra los efectos de una sola dosis de 1 mg de ribavirina sobre respuestas
proliferativas de ganglios linfaticos especificas de NS3, determinados por respuestas de rellamada in vitro.

La FIGURA 4 es un grafico que muestra el titulo de anticuerpos en ratones H-2¢ contra NS3 en funcion del tiempo
después de la primera inmunizacion. Los rombos indican el titulo de anticuerpos en ratones inmunizados con NS3/4A-
pVAXy los cuadrados indican el titulo de anticuerpos en ratones inmunizados con NS3-pVaX.

La FIGURA 5A es un grafico que muestra el porcentaje de lisis mediada por CTL especificos de células diana SP2/0 en
funcion de la relacion entre efector y diana. Como inmundégeno de control se usé solucién salina tamponada con fosfato
(PBS).

La FIGURA 5B es un grafico que muestra el porcentaje de lisis mediada por CTL especificos de células diana SP2/0 en
funcion de la relacion entre el efector y la diana. Como inmundgeno se uso el plasmido NS3/4A-pVAX.

DESCRIPCION DETALLADA DE LA INVENCION Y OTROS ASPECTOS DE LA DIVULGACION

Se ha descubierto que las composiciones que comprenden ribavirina y un antigeno (por ejemplo, una molécula que
contiene un epitopo de un patdgeno tal como un virus, bacteria, moho, levadura o parasito) aumentan y facilitan la
respuesta inmune de un animal al antigeno. Es decir, se descubrié que la ribavirina es un “adyuvante” eficaz que, para
los fines de esta descripcion, se refiere a un material que tiene la capacidad de aumentar o facilitar una respuesta inmune
a un antigeno particular. La actividad adyuvante de la ribavirina se manifesté por un aumento significativo de la
proteccion mediada por el sistema inmune contra el antigeno, un aumento en el titulo de anticuerpo inducido contra el
antigeno y un aumento en las respuestas de células T proliferativas.

En este documento se describen varias composiciones (por ejemplo, vacunas) que comprenden ribavirina y un antigeno
o epitopo. Las formulaciones de vacuna que contienen ribavirina, por ejemplo, pueden variar de acuerdo con la cantidad
de ribavirina, la forma de ribavirina y el tipo de antigeno. El antigeno puede ser un péptido o un acido nucleico (por
ejemplo, un ARN que codifica un antigeno peptidico o una construccién que expresa un antigeno peptidico cuando se
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introduce en un sujeto). Las composiciones pueden comprender ribavirina y un antigeno viral de hepatitis (por ejemplo,
antigeno de HAV, antigeno de HBV, antigeno de HCV, un acido nucleico que codifica estas moléculas o cualquier
combinacion de los mismos). Se desea al menos un antigeno de HCV o un epitopo presente en la SEQ ID NO: 1 o un
acido nucleico que codifica dicho antigeno de HCV para mezclar con ribavirina para obtener composiciones. Se dan a
conocer composiciones que comprenden ribavirina y un péptido que comprende la SEQ ID NO: 1, o un fragmento del
mismo que tiene al menos 2500, 2000, 1600, 1200, 800, 400, 200, 100, 50, 10 6 3 aminoacidos consecutivos de la SEQ
ID NO: 1. Se dan a conocer también composiciones que comprenden ribavirina y un acido nucleico que codifica la SEQ
ID NO: 13 o un fragmento del mismo que tiene al menos 9, 12, 15, 20, 30, 50, 75, 100, 200 6 500 nucledtidos
consecutivos de la SEQ ID NO: 13.

Las composiciones (por ejemplo, una vacuna) pueden comprender ribavirina y un fragmento especifico de la SEQ ID
NO: 1, donde dicho fragmento corresponde a un dominio particular de HCV. Se dan a conocer fragmentos de HCV que
corresponden a los aminoacidos 1-182, 183-379, 380-729, 730-1044, 1045-1657, 1658-1711, 1712-1971 6 1972-3011 de
la SEQ ID NO: 1 y composiciones que comprenden ribavirina y un acido nucleico que codifica uno o mas de estos
fragmentos.

En el trabajo que condujo a la presente invencion se ha descubierto una nueva secuencia de HCV. Se clon6 un nuevo
acido nucleico y proteina correspondiente al dominio NS3/4A de HCV a partir de un paciente infectado con HCV (SEQ ID
NO: 16). Una busqueda en el Genebank revel6 que la secuencia clonada tenia la mayor homologia con secuencias de
HCV, pero solo tenia una homologia del 93% con el pariente de HCV mas préximo (n° de acceso AJ 278830). Esta
secuencia se da a conocer en J. Viral. Hepat., 7 (6), 2000, 459-465. Se dan a conocer este nuevo péptido (SEQ ID NO:
17) y fragmentos del mismo de al menos 3, 4, 6, 8, 10, 12, 15 6 20 aminoacidos de longitud, acidos nucleicos que
codifican estas moléculas, vectores que tiene dichos acidos nucleicos y células que tienen dichos vectores, acidos
nucleicos o péptidos. Los aspectos descritos en este documento comprenden ribavirina y este nuevo péptido NS3/4A o
un fragmento del mismo de al menos 3, 4, 6, 8, 10, 12, 15 6 20 aminoacidos de longitud (por ejemplo, SEQ ID NO: 25) o
un acido nucleico que codifica una 0 mas de estas moléculas. La presente invencion es la materia en cuestion de las
reivindicaciones.

También se crearon mutantes del nuevo péptido NS3/4A. Se descubrié que los mutantes truncados (por ejemplo, SEQ
ID NO: 29) y los mutantes que carecen de un sitio de escision proteolitica son muy inmunogénicos. Se dan a conocer
nuevos péptidos (SEQ ID NO: 29-32 y 43-49) y fragmentos de los mismos de al menos 3, 4, 6, 8, 10, 12, 15 6 20
aminoécidos de longitud (por ejemplo SEQ ID NO: 26, 27 y 33-42), acidos nucleicos que codifican estas moléculas,
vectores que tienen dichos acidos nucleicos y células que tienen dichos vectores, acidos nucleicos o péptidos. Algunas
de las composiciones descritas en este documento comprenden ribavirina y al menos uno de los péptidos mutantes de
HCV descritos anteriormente o un fragmento de los mismos de al menos 3, 4, 6, 8, 10, 12, 15 é 20 aminoacidos de
longitud. Se dan a conocer vacunas que comprenden ribavirina y un acido nucleico (por ejemplo, ADN) que codifica uno
0 mas de los péptidos descritos anteriormente.

Se dan a conocer procedimientos para fabricar y usar las composiciones anteriores. Por ejemplo, las composiciones
descritas anteriormente pueden obtenerse proporcionando ribavirina, proporcionando un antigeno (por ejemplo, un
péptido que comprende un antigeno de HCV o un acido nucleico que codifica dicho péptido) y mezclando dicha ribavirina
y dicho antigeno para formular una composicién que pueda usarse para mejorar o facilitar una respuesta inmune en un
sujeto a dicho antigeno. Los procedimientos incluyen la mezcla de un antigeno o epitopo preferido (por ejemplo, un
péptido que comprende la SEQ ID NO: 1, 6, 7 6 17 o fragmentos especificos de los mismos, tales como los aminoacidos
1-182, 183-379, 380-729, 730-1044, 1045-1657, 1658-1711, 1712-1971 6 1972-3011 de la SEQ ID NO: 1 y acidos
nucleicos que codifican estas moléculas) con ribavirina. Otros antigenos o epitopos también pueden mezclarse con
ribavirina, incluyendo pero sin limitacion, fragmentos de la SEQ ID NO: 1 que tienen al menos 2500, 2000, 1600, 1200,
800, 400, 200, 100, 50, 10 6 3 aminoacidos consecutivos y acidos nucleicos que codifican estos fragmentos. Los
procedimientos particularmente preferidos se refieren a la obtencion de composiciones de vacuna de la invencion que
contienen ribavirina y el fragmento NS3/4A descubierto recientemente o un mutante de NS3/4A (por ejemplo, un mutante
truncado o un mutante que carece del sitio de escision proteolitica), o un fragmento del mismo de al menos 4
aminoacidos de longitud o un acido nucleico que codifica una o mas de estas moléculas.

Se dan a conocer procedimientos para aumentar o facilitar la respuesta inmune de un animal, incluyendo seres
humanos, a un antigeno. Dichos procedimientos pueden ponerse en practica, por ejemplo, identificando a un animal que
necesite una potente respuesta inmune a un antigeno/epitopo y proporcionando a dicho animal una composiciéon que
comprende el antigeno/epitopo y una cantidad de ribavirina que sea eficaz para mejorar o facilitar una respuesta inmune
al antigeno/epitopo. La ribavirina y el antigeno pueden administrarse separadamente, en lugar de en una sola mezcla.
Preferiblemente, se administra la ribavirina en este caso poco tiempo antes o poco tiempo después de administrar el
antigeno. Los procedimientos pueden implicar proporcionar al animal necesitado ribavirina y un antigeno de hepatitis (por
ejemplo, un antigeno de HAV, un antigeno de HBV, un antigeno de HCV o un &acido nucleico que codifica estas
moléculas, o cualquier combinacién de los mismos). Algunos de estos procedimientos implican antigenos de HCV, tal
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como un péptido que comprende la SEQ ID NO: 1, o un fragmento del mismo que tiene al menos 2500, 2000, 1600,
1200, 800, 400, 200, 100, 50, 10 6 3 amino&cidos consecutivos de las SEQ ID NO: 1. Procedimientos adicionales
implican composiciones que comprenden ribavirina y un acido nucleico que codifica la SEQ ID NO: 13 o un acido
nucleico que codifica uno o mas de los fragmentos descritos anteriormente.

Los procedimientos pueden referirse al uso de una composicion (por ejemplo una vacuna) que comprende ribavirina y un
péptido que comprende la SEQ ID NO: 1 o un fragmento especifico del mismo, que corresponde a un dominio de HCV
que incluye, pero sin limitacion, un péptido que comprende los aminoacidos 1-182, 183-379, 380-729, 730-1044, 1045-
1657, 1658-1711, 1712-1971 6 1972-3011 de las SEQ ID NO: 1. Los procedimientos pueden referirse al uso de una
composicion de vacuna que comprende el fragmento NS3/4A de la SEQ ID NO: 17 o el mutante NS3/4A (por ejemplo,
SEQ ID NO: 29-32 y 43-49), que carecen de un sitio de escision proteolitica, o un fragmento del mismo de al menos 3, 4,
6, 8, 10, 12, 15 6 20 aminoacidos de longitud (por ejemplo las SEQ ID NO: 26, 27 y 33-42). También pueden usarse
composiciones que comprenden ribavirina y un acido nucleico que codifica estos fragmentos.

Se dan a conocer procedimientos de tratamiento y prevencion de una infeccion por HCV. En una estrategia, se usan
ribavirina y un antigeno o epitopo de HCV para preparar un medicamento para el tratamiento y/o la prevencion de
infeccion por HCV. En ofra estrategia, se identifica un individuo que necesita un medicamento que previene y/o trata la
infeccion por HCV y a dicho individuo se le administra un medicamento que comprende ribavirina y un antigeno o epitopo
de HCV, preferiblemente un epitopo presente en la SEQ ID NO: 1, mas preferiblemente un fragmento de la SEQ ID NO:
1 que tiene al menos 2500, 2000, 1600, 1200, 800, 400, 200, 100, 50, 10 6 3 aminoacidos consecutivos 0, mas
preferiblemente, un fragmento de la SEQ ID NO: 1 tal como 1-182, 183-379, 380-729, 730-1044, 1045-1657, 1658-1711,
1712-1971 6 1972-3011 o un acido nucleico que codifica la SEQ ID NO: 1 o dichos fragmentos indicados anteriormente.
Los procedimientos pueden referirse al uso de una composicién de vacuna que comprende ribavirina y el fragmento
NS3/4A de la SEQ ID NO: 17 o el mutante NS3/4A que carece de un sitio de escision proteolitica (por ejemplo, las SEQ
ID NO: 29-32 y 43-49) o un fragmento del mismo de al menos 3, 4, 6, 8, 10, 12, 15 6 20 aminoacidos de longitud (por
ejemplo las SEQ ID NO: 25-27 y 32-42) o un &cido nucleico que codifica una 0 mas de estas moléculas. La seccion
proporcionada a continuacion describe el uso de ribavirina como adyuvante con mayor detalle.

Ribavirina

Las composiciones descritas en este documento pueden fabricarse de acuerdo con procedimientos convencionales de
farmacia galénica para producir agentes medicinales para administracion a animales, por ejemplo mamiferos, incluyendo
seres humanos. La ribavirina puede obtenerse a partir de proveedores comerciales (por ejemplo, Sigma e ICN). La
ribavirina y/o el antigeno pueden formularse en la vacuna con y sin modificacién. Por ejemplo, la ribavirina y/o el antigeno
pueden modificarse o derivatizarse para obtener una molécula mas estable y/o un adyuvante mas potente. Por medio de
una estrategia, la estabilidad de la ribavirina y/o un antigeno puede mejorarse acoplando las moléculas a un soporte tal
como un polimero hidrdfilo (por ejemplo, polietilenglicol).

Pueden generase muchos mas derivados de ribavirina usando técnicas convencionales en el disefio racional de
farmacos y en quimica combinatoria. Por ejemplo, Molecular Simulations Inc. (MSI), asi como muchos otros proveedores,
proporcionan un software que permite a un experto construir una biblioteca combinatoria de moléculas organicas. El
programa C2.Analog Builder, por ejemplo, puede integrase con un juego de MSI de software de diversidad molecular
Cerius2 para desarrollar una biblioteca de derivados de ribavirina que pueda usarse con las realizaciones descritas en
este documento. (Véase por ejemplo, http://msi.com/life/products/cerius2/index.html).

Por medio de una estrategia, la estructura quimica de la ribavirina se registra en un medio legible por ordenador y se
accede a la misma por medio de uno o mas programas de aplicacién de software de creacién de modelos. Por ejemplo,
el programa C2.Analog Builder junto con el programa C2Diversity permite al usuario generar una biblioteca virtual muy
grande basada en la diversidad de grupos R para cada posicion de sustituyente. Después se preparan compuestos que
tienen la misma estructura que el derivado de ribavirina modelado creado en la biblioteca virtual usando la quimica
convencional o pueden obtenerse a partir de una fuente comercial.

Los derivados de ribavirina fabricados recientemente después se someten a una seleccién en ensayos que determinan el
grado de actividad adyuvante de la molécula y/o la medida de su capacidad de modular una respuesta inmune. Algunos
ensayos pueden implicar el software de seleccion de farmacos virtual, tal como C2.Ludi. C2.Ludi es un programa de
software que permite al usuario explorar bases de datos de moléculas (por ejemplo, derivados de ribavirina) para
determinar su capacidad de interaccionar con el sitio activo de una proteina de interés (por ejemplo, RAC2 u otra
proteina de union a GTP). Basandose en las interacciones previstas descubiertas con el software de selecciéon de
farmacos virtual, los derivados de ribavirina pueden priorizarse para una caracterizacion adicional en ensayos
convencionales que determinan la actividad adyuvante y/o el grado en el que una molécula modula una respuesta
inmune. En la medida en que las siguientes secciones marcadas como “ejemplos” pertenecen a la materia en cuestion
de las reivindicaciones, en particular a la materia en cuestion de las reivindicaciones independientes 1-5, dichas son
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ilustrativas de la invencién. Todos los demas aspectos designados se proporcionan con fines de informacion solo. El
Ejemplo 1 describe varios ensayos que se usaron para evaluar la actividad adyuvante de la ribavirina.

EJEMPLO 1

Los siguientes ensayos pueden usarse con cualquier derivado de ribavirina o combinaciones de derivados de ribavirina
para determinar el grado de actividad adyuvante de la composicién particular. En una primera serie de experimentos, se
inmunizaron de tres a cinco ratones Balb/c (BK Universal, Uppsala, Suecia) i.p o s.c (por ejemplo, en la base de la cola)
con 10 pg o 100 g de proteina 3 no estructural recombinante (rNS3) del virus de la hepatitis C en las semanas cero y
cuatro. La rNS3 se disolvié en solucion salina tamponada con fosfato (PBS) sola o PBS que contenia 1 mg de ribavirina
(obtenida a partir de ICN, Costa Mesa, CA). A los ratones se les inyecté un volumen total de 100 pl por inyeccion.

Dos, cuatro y seis semanas después de la primera inmunizacion i.p, se extrajo sangre de todos los ratones por medio de
extraccion de muestras retro-orbital. Se recogieron muestras de suero y se analizaron con respecto a la presencia de
anticuerpos contra rNS3. Para determinar el titulo de anticuerpos, se realizé un inmunoensayo enzimatico (EIA). (Véase,
por ejemplo, Hultgren y col., J Gen Virol. 79:2381-91 (1998) y Hultgren y col., Clin. Diagn. Lab. Immunol. 4:630-632
(1997)). Los niveles de anticuerpos se registraron como la mayor diluciéon en suero que proporcionaba una densidad
Optica a 405 nm dos veces mayor que la de los ratones no inmunizados.

Los ratones que recibieron 10 ug 6 100 ug de rNS3 mezclado con 1 mg de ribavirina en PBS presentaron uniformemente
niveles superiores de anticuerpos contra NS3. El titulo de anticuerpo que se detectd por EIA dos semanas después de la
inmunizacion se muestra en la FIGURA 1. Las formulaciones de vacuna que tenian 1 mg de ribavirina'y 10 ug o 100 ug
de rNS3 indujeron un titulo de anticuerpos significativamente mayor que las formulaciones de vacuna compuestas
Unicamente por rNS3.

En una segunda serie de experimentos, grupos de ocho ratones Balb/c en las semanas cero y cuatro se inmunizaron por
via intraperitoneal con 10 6 50 ug de rNS3 en 100 pl de solucién salina tamponada con fosfato que contenia 0 mg, 1 mg,
3 mg 6 10 mg de ribavirina (Sigma). A las cuatro, seis y ocho semanas, se extrajo sangre de los ratones y se separé y
congeld el suero. Después de completar el estudio, los sueros se ensayaron con respecto a los niveles de anticuerpos
contra NS3 recombinante, como se ha descrito anteriormente. Se compararon los niveles medios de anticuerpo contra
rNS3 entre los grupos usando un ensayo t de Student (analisis paramétrico) o Mann-Whitney (analisis no paramétrico) y
el paquete de software StatView 4.5 (Abacus Concepts, Berkely, CA). En la TABLA 1 se proporciona el efecto adyuvante
de ribavirina cuando se afiadié en tres dosis a 10 pg de rNS3. En la TABLA 2 se proporciona el efecto adyuvante de
ribavirina cuando se afiade en tres dosis a 50 yg de rNS3. En las TABLAS 3 y 4 se proporcionan, respectivamente,
comparaciones paramétricas de los titulos medios de anticuerpo contra rNS3 en ratones que recibian diferentes dosis de
10 pg o 50 pg de rNS3 y deferentes dosis de ribavirina. En las TABLAS 5 y 6 se proporcionan, respectivamente,
comparaciones no parameétricas de titulos medios de anticuerpo contra NS3 en ratones que recibieron diferentes dosis
de 10 pg o 50 pg de rNS3 y diferentes dosis de ribavirina. Los valores proporcionados representan titulos contra rNS3
recombinantes como criterios de valoracion.

TABLA 1
Cantidad de Cantidad de ID de Titulo de anticuerpo contra rNS3 en la semana indicada
ribavirina (mg/dosis) inmundgenos ratén
(ug/dosis)
Semana 4 Semana 6 Semana 8
Ninguna 10 5:1 300 1500 1500
Ninguna 10 5:2 <60 7500 1500
Ninguna 10 5:3 <60 1500 300
Ninguna 10 5:4 60 1500 1500
Ninguna 10 5:5 <60 1500 nt
Ninguna 10 5:6 60 1500 1500
Ninguna 10 5:7 <60 7500 7500
Ninguna 10 5:8 300 37500 7500
Titulo medio de grupo (mediaDT) 180+139 7500+£12421 3042+3076

1 10 6:1 300 37500 37500

1 10 6:2 <60 1500 1500

1 10 6:3 300 37500 187500

1 10 6:4 300 37500 7500

1 10 6:5 60 nt nt

1 10 6:6 <60 37500 7500

1 10 6:7 <60 37500 7500

1 10 6:8 300 7500 7500
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Cantidad de Cantidad de ID de Titulo de anticuerpo contra rNS3 en la semana indicada
ribavirina (mg/dosis) inmundgenos ratén
(ug/dosis)
Titulo medio de grupo (media+DT) 252+107 28071+16195 36642167565
3 10 7:1 60 37500 7500
3 10 7:2 60 37500 37500
3 10 7:3 300 7500 7500
3 10 74 300 37500 7500
3 10 7:5 300 37500 37500
3 10 7:6 300 37500 37500
3 10 7.7 60 7500 7500
3 10 7:8 60 37500 37500
Titulo medio de grupo (media+DT) 180+128 30000+13887 22500+34637
10 10 8:1 300 37500 37500
10 10 8:2 300 37500 37500
10 10 8:3 <60 300 300
10 10 8:4 60 7500 7500
10 10 8:5 <60 300 300
10 10 8:6 <60 37500 37500
10 10 8.7 <60 7500 7500
10 10 8:8 <60 nt nt
Titulo medio de grupo (mediaDT) 220+139 18300+18199 18300+18199
TABLA 2
Cantidad de Cantidad de ID de Titulo de anticuerpo contra rNS3 en la semana indicada
ribavirina (mg/dosis) inmundgenos raton
(ug/dosis)
Semana 4 Semana 6 Semana 8
Ninguna 50 1:1 60 7500 7500
Ninguna 50 1:2 60 7500 7500
Ninguna 50 1:3 60 7500 7500
Ninguna 50 1:4 <60 1500 300
Ninguna 50 1:5 300 37500 37500
Ninguna 50 1.6 60 7500 7500
Ninguna 50 1.7 60 37500 7500
Ninguna 50 1:8 . . .
Titulo medio de grupo (media+DT) 100498 15214415380 10757+12094
1 50 2:1 60 7500 7500
1 50 2:2 300 37500 7500
1 50 2:3 60 187500 7500
1 50 2:4 60 37500 187500
1 50 2:5 60 37500 7500
1 50 2:6 60 37500 37500
1 50 2.7 300 37540 7500
1 50 2:8 300 37500 37500
Titulo medio de grupo (media+DT) 150+124 52500+55549 37500462105
3 50 3:1 60 37500 7500
3 50 3:2 300 37500 37500
3 50 3:3 300 37500 7500
3 50 34 60 37500 7500
3 50 3:5 300 37500 7500
3 50 3:6 60 37500 7500
3 50 3.7 - 7500 37500
3 50 3:8 1500 7500 37500
Titulo medio de grupo (media+DT) 3874513 30000+13887 18750115526
10 50 4:1 300 7500 7500
10 50 4:2 300 37500 37500
10 50 4:3 60 7500 7500
10 50 4:4 60 7500 7500
10 50 4:5 60 1500 1500
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Cantidad de Cantidad de ID de Titulo de anticuerpo contra rNS3 en la semana indicada
ribavirina (mg/dosis) inmundgenos ratén
(ug/dosis)
10 50 4:6 60 7500 37500
10 50 4.7 - 7500 7500
10 50 4:8 60 37500 7500
Titulo medio de grupo (mediaDT) 1401124 10929+11928 15214+15380
TABLA 3
Grupo Semana | MediazDT Grupo MediazDT Analisis Valor de
-p
10ug NS3/sin 4 180+139 10ug  NS3/1  mg | 252107 Ensayo-t de | 0,4071
ribavirina ribavirina Student
6 7500+12421 28071+16195 | Ensayo-t de | 0,0156
Student
8 3042+3076 36642167565 | Ensayo-t de | 0,2133
Student
10ug NS3/sin 4 180+139 10ug  NS3/3 mg | 180+128 Ensayo-t de | 1,000
ribavirina ribavirina Student
6 7500+12421 30000+13887 | Ensayo-t de | 0,0042
Student
8 3042+3076 22500434637 | Ensayo-t de | 0,0077
Student
10ug NS3/sin 4 180139 10ug NS3/10 mg | 220+139 Ensayo-t de | 0,7210
ribavirina ribavirina Student
6 7500+12421 18300+£18199 | Ensayo-t de | 0,1974
Student
8 3042+3076 1830018199 | Ensayo-t de | 0,0493
Student
TABLA 4
Grupo Semana | MediatDT Grupo MediazDT Andlisis Valor-p
50ug  NS3/sin 4 100498 50ug NS3/1 mg | 150+124 Ensayo-t de | 0,4326
ribavirina ribavirina Student
6 15214+15380 52500+55549 Ensayo-t de | 0,1106
Student
8 10757+12094 37500+62105 Ensayo-t de | 0,2847
Student
50ug  NS3/sin 4 100498 50ug NS3/3 mg | 38741513 Ensayo-t de | 0,2355
ribavirina ribavirina Student
6 15214+15380 30000+13887 Ensayo-t de | 0,0721
Student
8 10757+12094 18750115526 Ensayo-t de | 0,2915
Student
50ug  NS3/sin 4 100498 50ug  NS3/10 | 1401124 Ensayo-t de | 0,5490
ribavirina mg ribavirina Student
6 15214+15380 10929+11928 Ensayo-t de | 0,5710
Student
8 10757+12094 15214+15380 Ensayo-t de | 0,5579
Student
Niveles significado: NS = no significativo; * = p<0,05; **= p<0,01; ***=p<0,001
TABLA S
Grupo Semana | MediazDT Grupo Media+DT Andlisis Valor-p
10ug  NS3/sin 4 180139 10ug NS3/1 mg | 252+107 Mann- 0,4280
ribavirina ribavirina Whitney
6 7500112421 28071+16195 Mann- 0,0253
Whitney
8 3042+3076 36642167565 Mann- 0,0245
Whitney
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Grupo Semana | MediatDT Grupo MediazDT Andlisis Valor-p
10ug  NS3/sin 4 1801139 10ug NS3/3 mg | 180+£128 Mann- 0,0736
ribavirina ribavirina Whitney
6 7500412421 30000+13887 Mann- 0,0050
Whitney
8 3042+3076 2250034637 Mann- 0,0034
Whitney
10ug  NS3/sin 4 180139 10ug  NS3/10 | 220+139 Mann- 0,8986
ribavirina mg ribavirina Whitney
6 7500412421 18300+18199 Mann- 0,4346
Whitney
8 3042+3076 18300+18199 Mann- 0,2102
Whitney
TABLA 6
Grupo Semana | MediatDT Grupo MediazDT Andlisis Valor-p
50ug  NS3/sin 4 100198 50ug NS3/1 mg | 1504124 Mann- 0,1128
ribavirina ribavirina Whitney
6 15214+15380 52500+55549 Mann- 0,0210
Whitney
8 10757+12094 37500162105 Mann- 0,1883
Whitney
50ug  NS3/sin 4 100198 50ug NS3/3 mg | 3874513 Mann- 0,1400
ribavirina ribavirina Whitney
6 15214+15380 30000+13887 Mann- 0,0679
Whitney
8 10757+12094 18750115526 Mann- 0,2091
Whitney
50ug  NS3/no 4 100498 50ug  NS3/10 | 140+124 Mann- 0,4292
ribavirina mg ribavirina Whitney
6 15214+15380 10929+11928 Mann- 0,9473
Whitney
8 10757+12094 15214115380 Mann- 0,6279
Whitney

Niveles significacion: NS = no significativo; * = p<0,05; **= p<0,01; ***= p<0,001

Los datos anteriores demuestran que la ribavirina facilita 0 mejora una respuesta inmune a un antigeno de HCV o a
epitopos de HCV. Se indujo una potente respuesta inmune a rNS3 después de la inmunizacion con una composicion de
vacuna que comprendia Unicamente 1 mg de ribavirina y 10 ug de antigeno de rNS3. Los datos anteriores también
proporcionan pruebas de que la cantidad de ribavirina que es suficiente para facilitar una respuesta inmune a un antigeno
estd comprendida entre 1 y 3 mg por inyeccion para un ratén Balb/c de 25-30 g. Sin embargo, debe tenerse en cuenta
que estas cantidades estan destinadas a utilizarse Unicamente como guia y de ninguna manera deben considerarse
limitantes del alcance de la invencion. Sin embargo, los datos demuestran que composiciones de vacuna que
comprenden dosis de aproximadamente 1 a 3 mg de ribavirina inducen una respuesta inmune que es mas de 12 veces
mayor que la respuesta inmune inducida en ausencia de ribavirina (TABLAS 3 y 4). De esta manera, la ribavirina tiene
un efecto adyuvante significativo sobre la respuesta inmune humoral de un animal y, de esta manera, aumenta o facilita
la respuesta inmune al antigeno. El ejemplo indicado a continuacidon describe experimentos que se realizaron para
comprender mejor la cantidad de ribavirina necesaria para aumentar o facilitar una respuesta inmune a un antigeno.

EJEMPLO 2

Para determinar la dosis de ribavirina que es suficiente para proporcionar un efecto adyuvante, se realizaron los
siguientes experimentos. En una primera serie de experimentos se inmunizaron grupos de ratones (tres por grupo) con
20 pg de rNS3 solo 0 una mezcla de 20 ug de rNS3 y 0,1 mg, 1 mg o 10 mg de ribavirina. Después se determinaron los
niveles de anticuerpo contra el antigeno por EIA. Se representaron los titulos medios como criterios de valoracion en las
semanas 1y 3 y se muestran en la FIGURA 2. Se descubrié que el efecto adyuvante proporcionado por la ribavirina
tenia diferentes cinéticas dependiendo de la dosis de ribavirina proporcionada. Por ejemplo, se descubrié que incluso
bajas dosis (< 1 mg) de ribavirina aumentaba los niveles de anticuerpo en la semana uno pero no en la semana tres,
mientras que se descubrié que a mayores dosis (1-10 mg) aumentaban los niveles de anticuerpo en la semana tres.

También se realizd una segunda serie de experimentos. En estos experimentos, a grupos de ratones se les inyectaron
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composiciones de vacuna que comprendian diversas cantidades de ribavirina y rNS3 y se control6 la respuesta de I1gG
en estos animales. Las composiciones de vacuna comprendian aproximadamente 100 ul de solucién salina tamponada
con fosfato y 20 ug de rNS3 con o sin 0,1 mg, 1,0 mg o 10 mg de ribavirina (Sigma). Se extrajo sangre de los ratones en
la semana seis y se determinaron los niveles de IgG especificos de rNS3 por EIA como se ha descrito previamente.
Como se muestra en la TABLA 7, los efectos adyuvantes sobre los niveles de anticuerpos sostenidos fueron mas
evidentes en el intervalo de dosificacion de 1-10 mg por inyeccion para un ratén de 25-30 g.

TABLA 7
Inmundgeno Cantidad (mg) de ribavirina ID de Titulo de punto final de IgG de rNS3 en la semana
mezclada con el inmunégeno ratén indicada
Semana 1 Semana 2 Semana 3
20 pg rNS3 Ninguna 1 60 360 360
20 pyg rNS3 Ninguna 2 360 360 2160
20 g rNS3 Ninguna 3 360 2160 2160
media 260173 960+£1039 1560+£1039
20 pg rNS3 0,1 4 2160 12960 2160
20 g rNS3 0,1 5 60 60 60
20 pg rNS3 0,1 6 <60 2160 2160
111041484 506046921 1460+1212
20 ug rNS3 1,0 7 <60 60 12960
20 ug rNS3 1,0 8 <60 2160 2160
20 g rNS3 1,0 9 360 2160 2160
media 360 1460+£1212 5760+6235
20 pg rNS3 10,0 10 360 12960 77760
20 pg rNS3 10,0 11 <60 2160 12960
20 pg rNS3 10,0 12 360 2160 2160
media 360 576016235 30960+40888

En una tercera serie de experimentos, se investigod el efecto adyuvante de la ribavirina después de inyecciones primarias
y de refuerzo. En estos experimentos, a ratones se les administraron dos inyecciones intraperitoneales de una
composicion de vacuna que comprendia 10 pg de rNS3 con o sin ribavirina y se controlaron las respuestas de subclase
de IgG al antigeno, como se ha indicado anteriormente. Por consiguiente, los ratones se inmunizaron con 100 pl de
solucion salina tamponada con fosfato que contenia 10 pg de NS3 recombinante solo, con o sin 0,1 6 1,0 mg de
ribavirina (Sigma) en las semanas 0 y 4. Se extrajo sangre de los ratones en la semana seis y se determinaron las
subclases de IgG especificas de NS3 por EIA como se ha descrito previamente. Como se muestra en la TABLA 8, la
adicion de ribavirina al inmundgeno antes de la inyeccién no cambia la respuesta de subclase de IgG en la respuesta
inmune especifica de NS3. De esta manera, el efecto adyuvante de una composiciéon de vacuna que comprende
ribavirina y un antigeno no puede explicarse por un cambio en el equilibrio de Th1-Th2. Parece ser que otro mecanismo
puede ser responsable del efecto adyuvante de la ribavirina.
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TABLA 8
Inmundégeno Cantidad (mg) ID de ratén Titulo de punto final de subclase de IgG de NS3 indicada
de ribavirina
mezclada con el
inmundégeno
1gG1 IgG2a IgG2b 1gG3
10 ug rNS3 Ninguna 1 360 60 <60 60
10 ug rNS3 Ninguna 2 360 <60 <60 60
10 ug rNS3 Ninguna 3 2160 60 <60 360
media 960+£1039 60 - 160+173
10 pg rNS3 0,1 4 360 <60 <60 60
10 pg rNS3 0,1 5 60 <60 <60 <60
10 pg rNS3 0,1 6 2160 60 60 360
860+1136 60 60 210212
10 pg rNS3 1,0 7 2160 <60 <60 60
10 pg rNS3 1,0 8 360 <60 <60 <60
10 pyg rNS3 1,0 9 2160 <60 <60 60
media 1560+1039 - - 60

Los datos presentados en este ejemplo verifican adicionalmente que la ribavirina puede administrarse como un
adyuvante y establecen que la dosis de ribavirina puede modular la cinética del efecto adyuvante. El ejemplo
proporcionado a continuacién describe otro ensayo que se realizé para evaluar la capacidad de la ribavirina de aumentar
o facilitar una respuesta inmune a un antigeno.

EJEMPLO 3

Este ensayo puede usarse con cualquier derivado de ribavirina o combinaciones de derivados de ribavirina para
determinar el grado en el que una formulacién de vacuna particular modula una respuesta inmune celular. Para
determinar las respuestas de células T CD4+ a una vacuna que contiene ribavirina, se inmunizaron grupos de ratones s.c
con 100 pg de rNS3 en PBS o 100 ug de rNS3 y 1 mg de ribavirina en PBS. Los ratones se sacrificaron 10 dias después
de la inmunizacién y se recogieron sus ganglios linfaticos y se drenaron. Después se realizaron ensayos de rellamada in
vitro. (Véase, por ejemplo, Hultgren y col., J Gen Virol. 79:2381-91 (1998) y Hultgren y col., Clin. Diagn. Lab. Immunol.
4:360-632 (1997). La cantidad de proliferacion de células T CD4+ se determin6 a las 96 horas de cultivo por medio de la
incorporacién de [°H] timidina.

Como se muestra en la FIGURA 3, los ratones que se inmunizaron con 100 pug de rNS3 mezclados con 1 mg de
ribavirina tuvieron una respuesta proliferativa de células T mucho mayor que los ratones que se inmunizaron con 100 ug
de rNS3 en PBS. Estos datos proporcionan indicios adicionales de que la ribavirina aumenta o facilita una respuesta
inmune celular (por ejemplo, promoviendo el cebado eficaz de células T). La seccién proporcionada a continuacion
describe algunos de los antigenos y epitopos que pueden usarse con las realizaciones descritas en este documento.

Antigenos y epitopos

Practicamente cualquier antigeno que pueda usarse para generar una respuesta inmune en un animal, puede
combinarse con ribavirina para preparar las composiciones descritas en este documento. Es decir, los antigenos que
pueden incorporarse en estas composiciones (por ejemplo, vacunas) comprenden antigenos o epitopos bacterianos,
antigenos o epitopos flingicos, antigenos o epitopos vegetales, antigenos o epitopos de mohos, antigenos o epitopos
virales, antigenos o epitopos de células cancerosas, antigenos o epitopos de toxinas, antigenos o epitopos quimicos y
autoantigenos o autoepitopos. Aunque muchas de estas moléculas inducen una respuesta inmune significativa sin un
adyuvante, la ribavirina puede administrase junto o combinada con antigenos o epitopos "fuertes" o "débiles" para
aumentar o facilitar la respuesta inmune a dicho antigeno o epitopo. Ademas, el uso de ribavirina como adyuvante puede
permitir el uso de menores cantidades de antigenos mientras se mantiene la inmunogenicidad.

Ademas de antigenos peptidicos, en las composiciones de vacuna descritas en este documento pueden usarse
antigenos basados en acidos nucleicos. Se conocen diversas vacunas basadas en acidos nucleicos y se contempla que
estas composiciones y estrategias de inmunoterapia pueden aumentarse por medio de la reformulacion con ribavirina
(véanse, por ejemplo, las Patentes de Estados Unidos N° 5.589.466 y 6.235.888). Por medio de una estrategia, por
ejemplo, un gen que codifica un antigeno polipeptidico de interés se clona en un vector de expresiéon capaz de expresar
el polipéptido cuando se introduce en un sujeto. La construccién de expresion se introduce en el sujeto en una mezcla de
ribavirina o junto con ribavirina (por ejemplo, la ribavirina se administra poco después de la construccion de expresion en

1"




10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

ES 2371936 T3

el mismo sitio). Como alternativa, al sujeto se le proporciona un ARN que codifica un antigeno polipeptidico de interés en
una mezcla con ribavirina o junto con ribavirina.

Cuando el antigeno va a ser un ADN (por ejemplo, la preparacién de una composicién de vacuna de ADN), los
promotores adecuados incluyen promotores del virus de simio 40 (SV40), un promotor del virus de tumor mamario de
raton (MMTV), un promotor del virus de la inmunodeficiencia humana (HIV) tal como el promotor de la repeticion terminal
larga (LTR) de HIV, del virus de Moloney, de ALV, de citomegalovirus (CMV) tal como el promotor temprano inmediato de
CMV, del virus de Epstein Barr (EBV), del virus del sarcoma de Rous (RSV), asi como promotores de genes humanos
tales como la actina humana, la miosina humana, la hemoglobina humana, la creatina del musculo humano y la
metalotioneina humana. Los ejemplos de sefiales de poliadenilacion Utiles con algunas realizaciones, especialmente en
la produccién de una vacuna genética para seres humanos incluyen, pero sin limitacién, sefiales de poliadenilacion de
SV40 y seiiales de poliadenilacién de LTR. En particular, se usa la sefial de poliadenilacién de SV40, que esta en el
plasmido pCEP4 (Invitrogen, San Diego, Calif.), denominada sefial de poliadenilaciéon de SV40.

Ademas de los elementos reguladores requeridos para la expresion génica, en una construccion génica también pueden
incluirse otros elementos. Estos elementos adicionales incluyen potenciadores. El potenciador puede seleccionarse entre
el grupo que incluye, pero sin limitacion: actina humana, miosina humana, hemoglobina humana, creatina de musculo
humano y potenciadores virales tales como los de CMV, RSV y EBV. Pueden proporcionarse construcciones génicas con
un origen de replicacién de mamifero para mantener la construccion extracromosémicamente y producir multiples copias
de la construccién en la célula. Los plasmidos pCEP4 y pREP4 de Invitrogen (San Diego, CA) contienen el origen de
replicacion del virus de Epstein Barr y la region codificante del antigeno nuclear EBNA-1, que produce un alto nimero de
copias de replicacion episomal sin integracion. Pueden usarse todas las formas de ADN, ya sean replicantes o no
replicantes, que no se integran en el genoma y que son expresables. El ejemplo proporcionado a continuacion describe
el uso de una composicién que comprende un antigeno basado en acido nucleico y ribavirina.

EJEMPLO 4

A continuacion se describe la inmunizacion de un animal con una vacuna que comprende un antigeno basado en acido
nucleico y ribavirina. Se anestesian ratones Balb/c hembras y machos de cinto a seis semanas de edad por medio de la
inyeccion intraperitoneal de 0,3 ml de Avertina al 2,5%. Se realiza una incision de 1,5 cm en el muslo anterior y se
visualiza directamente el muasculo cuadriceps. A un grupo de ratones se les inyectan aproximadamente 20 yg de una
construccién de expresion que tiene el gen de gp-120, dirigido por un promotor de citomegalovirus (CMV), y un a
segundo grupo de ratones se les inyectan aproximadamente 5 pg de ARN transcrito in vitro protegido terminalmente (por
ejemplo, SP6, T7 o T3 (Ambion)) que codifica gp-120. Estos dos grupos son controles. A un tercer grupo de ratones se
les inyectan aproximadamente 20 ug del vector de expresion que tiene el gen de gp-120 y el promotor de CMV mezclado
con 1 mg de ribavirina y a un cuarto grupo de ratones se les inyectan aproximadamente 5 ug de ARN transcrito in vitro
protegido terminalmente, mezclado con 1 mg de ribavirina. Las vacunas se inyectan en 0,1 ml de solucién (PBS) en una
jeringa de 1 cc a través de una aguja de calibre 27 durante un minuto, a aproximadamente 0,5 cm del sitio de insercién
distal del musculo dentro de la rodilla y a una profundidad de aproximadamente 0,2 cm. Se pone una sutura sobre el sitio
de inyeccion para poder localizarlo en el futuro y después se cierra la piel con grapas de acero inoxidable.

Se obtienen muestras de sangre antes de la inyeccion (Dia 0) y hasta mas de 40 dias después de la inyeccion. El suero
de cada muestra se diluye en serie y se evalla en un ensayo de técnica ELISA convencional para la deteccion de
anticuerpos, usando proteina gp-120 recombinante preparada en levadura como antigeno. En todas las muestras se
detectaran tanto anticuerpos IgG como IgM especificos para gp-120, sin embargo, los grupos 3 y 4, que contenian la
ribavirina, presentaran una mayor respuesta inmune a la gp-120 medida por la cantidad y/o titulo de anticuerpo detectado
en los sueros.

La divulgacion realizada comprende ribavirina y un antigeno viral o un epitopo presente en un virus, preferiblemente un
virus de la hepatitis. Las composiciones comprenden, por ejemplo, ribavirina y un antigeno de HAV, un antigeno de HBV,
un antigeno de HCV o cualquier combinacion de estos antigenos o epitopos presentes en uno 0 mas de estos virus. Los
antigenos de la hepatitis pueden ser péptidos o acidos nucleicos. Las composiciones que pueden usarse para vacunar
contra la infeccién por HAV, por ejemplo, comprenden ribavirina y un péptido de HAV con una longitud de al menos 3-10
aminoacidos consecutivos, 10-50 aminoacidos consecutivos, 50-100 aminoacidos consecutivos, 100-200 aminoacidos
consecutivos, 200-400 aminoacidos consecutivos, 400-800 aminoacidos consecutivos, 800-1200 aminoacidos
consecutivos, 1200-1600 aminoacidos consecutivos, 1600-2000 aminoacidos consecutivos, y 2000-2227 aminoacidos
consecutivos de la SEQ ID NO: 12.

Ademas, pueden usarse composiciones que comprenden ribavirina y un acido nucleico que codifica uno 0 mas de los
péptidos de HAV descritos anteriormente para tratar o prevenir la infeccion por HAV. Los antigenos basados en acidos
nucleicos preferidos incluyen una secuencia de nucleétidos de al menos 9 nucleétidos consecutivos de una secuencia de
HAV (por ejemplo, la SEQ ID NO: 15). Es decir, un antigeno basado en un acido nucleico puede comprender al menos 9-
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25 nucledtidos consecutivos, 25-50 nucleétidos consecutivos, 50-100 nucledtidos consecutivos, 100-200 nucledtidos
consecutivos, 200-500 nucledtidos consecutivos, 500-1000 nucleétidos consecutivos, 1000-2000 nucledtidos
consecutivos, 2000-4000 nucledtidos consecutivos, 4000-8000 nucledtidos consecutivos, y 8000-9416 nucledtidos
consecutivos de la SEQ ID NO: 15 o un ARN que corresponde a esas secuencias.

De forma similar, las realizaciones de vacuna de HBV preferidas comprende ribavirina y un péptido de HBV de al menos
3 aminoacidos consecutivos de HBsAg (SEQ ID NO: 10) o HBcAg y HBeAg (SEQ ID NO: 11). Es decir, algunas
realizaciones tienen ribavirina y un péptido de HBV con una longitud de al menos 3-10 aminoacidos consecutivos, 10-50
aminoacidos consecutivos, 50-100 aminoacidos consecutivos, 100-150 aminoacidos consecutivos, 150-200 aminoacidos
consecutivos y 200-226 aminoacidos consecutivos de la SEQ ID NO: 10 o la SEQ ID NO: 11.

Ademas, para tratar o prevenir una infeccién por HBV pueden usarse composiciones que comprenden ribavirina y un
acido nucleico que codifica uno o mas de los péptidos HBV descritos anteriormente. Los antigenos basados en acidos
nucleicos incluyen una secuencia de nucleétidos de al menos 9 nucleétidos consecutivos de un HBV (por ejemplo, SEQ
ID NO: 14). Es decir, un antigeno basado en acido nucleico puede comprender al menos 9-25 nucleétidos consecutivos,
25-50 nucledtidos consecutivos, 50-100 nucledtidos consecutivos, 100-200 nucledtidos consecutivos, 200-500
nucledtidos consecutivos, 500-1000 nucledtidos consecutivos, 1000-2000 nucledtidos consecutivos, 2000-4000
nucledtidos consecutivos, 4000-8000 nucledtidos consecutivos y 8000-9416 nucledtidos consecutivos de la SEQ ID NO:
14 o un ARN que corresponde a estas secuencias. El ejemplo proporcionado a continuacion describe el uso de ribavirina
junto con una preparacién de vacuna de HBV comercial.

EJEMPLO 5

El ejemplo adyuvante de la ribavirina se ensayé cuando se mezclé con dos dosis de una vacuna disponible en el
mercado que contenia HBsAg y alumbre. (Engerix, SKB). Se mezclaron aproximadamente 0,2 ug o 2 ug de vacuna
Engerix con PBS o con 1 mg de ribavirina en PBS y las mezclas se inyectaron por via intraperitoneal en grupos de
ratones (tres por grupo). Se administré un refuerzo que contenia la misma mezcla en la semana cuatro y se
extrajeron muestras de sangre todos los ratones en la semana seis. Las muestras de suero se diluyeron de 1:60 a
1:37500 y las diluciones se ensayaron por EIA, como se ha descrito anteriormente, con la excepcion de que se us6
HBsAg humano purificada como antigeno de la fase sdélida. Como se muestra en la tabla 9, las formulaciones de
vacuna que tenian ribavirina aumentaron la respuesta a 2 ug de una vacuna existente a pesar del hecho de que la
vacuna ya contenia alumbre. Es decir, afiadiendo ribavirina a una dosis de vacuna subdptima (es decir, una que no
induce anticuerpos detectables solos), los anticuerpos se volvieron detectables, demostrando que la adicién de
ribavirina permite el uso de menores cantidades de antigeno en una formulacién de vacuna sin comprometer la
respuesta inmune.

TABLA 9
Semana | Titulo de anticuerpo contra HBsAg en EIA como criterio de valoracion

0,02 pg de Engerix 0,2 pg de Engerix

Sin ribavirina |1 mg de ribavirina | Sin ribavirina |1 mg de ribavirina
N°1 |N°2 |N°3 [N°1 [N°2 [N°3 |N°1 [N°2 [N°3 |N°1 |N°2 [N°3
6 <60 | <60 |<60 | <60 | <60 | <60 |<60 |<60 |<60 (300 [ 60 |<60

Algunas composiciones de vacuna de HCV comprenden ribavirina y un péptido de HCV de al menos 3 aminoacidos
consecutivos de la SEQ ID NO: 1 o un acido nucleico que codifica dicho péptido de HCV. Es decir, una composicion
de vacuna puede comprender ribavirina y uno o mas péptidos de HCV con una longitud de al menos 3-10
aminoacidos consecutivos, 10-50 aminoacidos consecutivos, 50-100 aminoacidos consecutivos, 100-200
aminoacidos consecutivos, 200-400 aminoacidos consecutivos, 400-800 aminoacidos consecutivos, 800-1200
aminoacidos consecutivos, 1200-1600 aminoacidos consecutivos, 1600-200 aminoacidos consecutivos, 2000-2500
aminoacidos consecutivos y 2500-3011 aminoacidos consecutivos de la SEQ ID NO: 1 o un acido nucleico que
codifica uno o mas de dichos fragmentos.

Las composiciones de HCV pueden comprender ribavirina y un péptido de al menos 3 aminoacidos consecutivos de
la proteina nuclear de HCV (SEQ ID NO: 2), la proteina E1 de HCV (SEQ ID NO: 3), la proteina E2 de HCV (SEQ
ID NO: 4), NS2 de HCV (SEQ ID NO: 5), NS3 de HCV (SEQ ID NO: 6), NS4A de HCV (SEQ ID NO: 7), NS4B de
HCV (SEQ ID NO: 8) o NS5A/B de HCV (SEQ ID NO: 9) o péptidos consistentes en combinaciones de estos
dominios. Las vacunas de HCV pueden comprender ribavirina y un péptido con una longitud de al menos 3-10
aminoacidos consecutivos, 10-50 aminoacidos consecutivos, 50-100 aminoacidos consecutivos, 100-200
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aminoacidos consecutivos, 200-400 aminoacidos consecutivos, 400-800 aminoacidos consecutivos y 800-1040
aminoacidos consecutivos de una cualquiera o mas de las SEQ ID NO: 2-9. Estos dominios corresponden a los
restos aminoacidicos 1-182, 183-379, 380-729, 730-1044, 1045-1657, 1658-1711, 1712-1971 6 1972-3011 de la
SEQ ID NO: 1. La divulgacion incluye uno o mas de 1-182, 183-379, 380-729, 730-1044, 1045-1657, 1658-1711,
1712-1971 6 1972-3011 de la SEQ ID NO: 1 o fragmentos de los mismos.

También se dan a conocer composiciones de vacuna que comprenden ribavirina y un acido nucleico que codifica
uno o mas de los péptidos descritos anteriormente. Los antigenos basados en acidos nucleicos preferidos incluyen
una secuencia de nucleétidos de al menos 9 nucledtidos consecutivos de HCV (SEQ ID NO: 13). Es decir, un
antigeno basado en acido nucleico puede comprender al menos 9-25 nucleétidos consecutivos, 25-50 nucledtidos
consecutivos, 50-100 nucledtidos consecutivos, 100-200 nucledtidos consecutivos, 200-500 nucledtidos
consecutivos, 500-1000 nucleétidos consecutivos, 1000-2000 nucleétidos consecutivos, 2000-4000 nucledétidos
consecutivos, 4000-8000 nucleétidos consecutivos y 8000-9416 nucledtidos consecutivos de una cualquiera de la
SEQ ID NO: 13 o un ARN que corresponde a esas secuencias. La seccion presentada a continuacion describe
algunas composiciones que contienen ribavirina y un antigeno.

Composiciones que contienen ribavirina y un antigeno

Las composiciones (por ejemplo, vacunas) que comprenden ribavirina y un antigeno o epitopo de un patégeno (por
ejemplo, virus, bacteria, moho o levadura) pueden contener otros ingredientes que incluyen, pero sin limitacion,
adyuvantes, agentes aglutinantes, excipientes tales como estabilizadores (para promover el almacenamiento a largo
plazo), emulsionantes, agentes espesantes, sales, conservantes, disolventes, medios de dispersion, recubrimientos,
agentes antibacterianos y antifungicos, agentes isotonicos y para retrasar la absorcion y similares. Estas
composiciones son adecuadas para el tratamiento de animales como una medida preventiva para evitar una
enfermedad o afeccidon o como una medida terapéutica para tratar a animales que ya padecen una enfermedad o
trastorno.

En la vacuna pueden estar presentes muchos otros ingredientes. Por ejemplo, la ribavirina y el antigeno pueden
emplearse mezclados con excipientes convencionales (por ejemplo, vehiculos organicos o inorganicos
farmacéuticamente aceptables adecuados para aplicacion parenteral, entérica (por ejemplo, oral) o tépica, que no
reaccionan de forma perjudicial con la ribavirina y/o el antigeno). Los vehiculos farmacéuticamente aceptables
adecuados incluyen, pero sin limitacion, agua, soluciones de sales, alcoholes, goma arabiga, aceites vegetales,
alcoholes bencilicos, polietilenglicoles, gelatina, carbohidratos tales como lactosa, amilosa o almidén, estearato de
magnesio, talco, acido silicico, parafina viscosa, aceite de perfume, monoglicéridos y diglicéridos de acidos grasos,
ésteres de acidos grasos de pentaeritritol, hidroxi metilcelulosa, polivinil pirrolidona, etc. En Remmington’s
Pharmaceutical Sciences, 152 Edicion, Easton; Mack Publishing Company, paginas 1405-1412 y 1461-1487 (1975)
y The National Formulary XIV, 142 Edicion, Washington, American Pharmaceutical Association (1975), se describen
muchos mas vehiculos adecuados.

Las construcciones génicas descritas en este documento pueden formularse o administrarse junto con agentes que
aumentan la captacion y/o expresion de la construccidn génica por las células con respecto a la captaciéon y/o
expresion de la construccion génica por las células que tiene lugar cuando se administra una vacuna genética
idéntica en ausencia de estos agentes. En los documentos WO 14/16737 y WQ095/26718 se describen estos
agentes y los protocolos para administrarlos junto con construcciones génicas. Los ejemplos de estos agentes
incluyen: CaPO., DEAE dextrano, lipidos anidnicos; enzimas activas en la matriz extracelular; saponinas; lectinas;
compuestos estrogénicos y hormonas esteroideas; alquilos inferiores hidroxilados; dimetil sulféxido (DMSO); urea; y
anilidas de ésteres del acido benzoico, amidinas, uretanos y las sales clorhidrato de los mismos tales como las de la
familia de los anestésicos locales. Ademas, las construcciones génicas se encapsulan dentro/administran junto con
lipidos/complejos policationicos.

Las vacunas pueden esterilizarse y, si se desea, mezclarse con agentes auxiliares, por ejemplo lubricantes,
conservantes, estabilizadores, agentes humectantes, emulsionantes, sales para influir en la presiéon osmoética,
tampones, sustancias colorantes, aromatizantes y/o aromaticas y similares, que no reaccionen de forma perjudicial
con la ribavirina o el antigeno.

La dosis eficaz y el procedimiento de administracion de una formulacién de vacuna particular pueden variar
basandose en el paciente individual y el tipo y estadio de la enfermedad, asi como en otros factores conocidos para
el experto en la materia. La eficacia terapéutica y la toxicidad de las vacunas pueden determinarse por
procedimientos farmacéuticos convencionales en cultivos celulares o animales experimentales, por ejemplo, por la
DEso (la dosis terapéuticamente eficaz en el 50% de la poblacion). Los datos obtenidos a partir de ensayos en
cultivos de células y estudios animales pueden usarse para formular un intervalo de dosificacion para uso en seres
humanos. La dosificacién de las vacunas esta preferiblemente dentro de un intervalo de concentraciones circulantes
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que incluyen la DEs sin toxicidad. La dosificacion varia dentro de este intervalo dependiendo del tipo de derivado
de ribavirina y antigeno, la forma de dosificacion empleada, la sensibilidad del paciente y la via de administracion.

Como la ribavirina se ha comercializado durante varios afios, se conocen muchas formas de dosificacion y vias de
administracion. Todas las formas de dosificacion y vias de administracion conocidas pueden proporcionarse dentro
del contexto de las realizaciones descritas en este documento. Preferiblemente, una cantidad de ribavirina que es
eficaz para mejorar una respuesta inmune a un antigeno en un animal puede considerarse una cantidad suficiente
para conseguir un nivel en suero sanguineo de antigeno de aproximadamente 0,25-12,5 ug/ml en el animal,
preferiblemente aproximadamente 2,8 ug/ml. En algunas realizaciones, la cantidad de ribavirina se determina de
acuerdo con el peso corporal del animal que va a recibir la vacuna. Por consiguiente, la cantidad de ribavirina en
una formulacion de vacuna puede ser de aproximadamente 0,1-1,0 mg/kg de peso corporal. Es decir, algunas
realizaciones tienen una cantidad de ribavirina que corresponde a aproximadamente 0,1-1,0 mg/kg, 1,1-2,0 mg/kg,
2,1-3,0 mg/kg, 3,1-4,0 mg/kg, 4,1-5,0 mg/kg, 5,1, y 6,0 mg/kg de peso corporal de un animal. Mas
convencionalmente, las vacunas contienen aproximadamente 0,25 mg-2000 mg de ribavirina. Es decir, algunas
realizaciones tienen aproximadamente 250 ug, 500 pg, 1 mg, 25 mg, 50 mg, 100 mg, 150 mg, 200 mg, 250 mg, 300
mg, 350 mg, 400 mg, 450 mg, 500 mg, 550 mg, 600 mg, 650 mg, 700 mg, 750 mg, 800 mg, 850 mg, 900 mg, 1 g,
1,19,1,29,1,39,149,159,1,649,1,79,1,89, 1,99y 2 g de ribavirina.

Las preparaciones de vacuna convencionales pueden modificarse afiadiendo una cantidad de ribavirina que sea
suficiente para mejorar una respuesta inmune al antigeno. Es decir, las formulaciones de vacuna convencionales
existentes pueden modificarse afiadiendo simplemente ribavirina a la preparacién o administrando la vacuna
convencional junto con ribavirina (es decir, poco antes o después de proporcionar el antigeno). Como apreciara un
experto en la materia, la cantidad de antigenos en una vacuna puede variar dependiendo del tipo de antigeno y de
su inmunogenicidad. La cantidad de antigenos en las vacunas puede variar de acuerdo con esto. Sin embargo,
como pauta general, las vacunas pueden tener aproximadamente 0,25 mg-5 mg, 5-10 mg, 10-100 mg, 100-500 mg,
y hasta 2000 mg de un antigeno (por ejemplo, un antigeno del virus de la hepatitis).

En algunas estrategias descritas en este documento, el médico individual elige la cantidad exacta de ribavirina y/o
antigeno dependiendo del paciente a tratar. Ademas, las cantidades de ribavirina pueden afiadirse en combinacion
o por separado de la misma cantidad o de una cantidad equivalente de antigeno, y estas cantidades pueden
ajustarse durante un protocolo de vacunacién particular para proporcionar niveles suficientes a la luz de
consideraciones especificas del paciente o especificas del antigeno. A este respecto, los factores especificos del
paciente y especificos del antigeno que pueden tenerse en cuenta incluyen, pero sin limitacion, la gravedad del
estado de enfermedad del paciente, la edad y el peso del paciente, la dieta, el momento y la frecuencia de
administracion, combinaciones de farmacos, reacciones de sensibilidad y tolerancia/respuesta a la terapia. La
siguiente seccion describe el descubrimiento de un nuevo gen de HCV y la creaciéon de secuencias mutantes de
HCV que pueden usarse con las realizaciones descritas en este documento.

EJEMPLO 6
Nuevas secuencias de NS3/4A y secuencias NS3/4A mutantes

Se clond un nuevo acido nucleico y la proteina correspondiente al dominio NS3/4A de HCV a partir de un paciente
infectado con HCV (SEQ ID NO: 16 y 17). Una busqueda en el Genebank revel6 que la secuencia clonada tenia la
mayor homologia con secuencias de HCV pero soélo tenia una homologia del 93% con el pariente de HCV mas
proximo (n° de acceso AJ 278830). También se crearon un mutante truncado del nuevo péptido NS3/4A y mutantes
de NS3/4A que carecen del sitio de escision proteolitica. Se descubrid que estos nuevos péptidos y los acidos
nucleicos que codificaban dichos péptidos eran potentes inmundgenos que pueden mezclarse con ribavirina para
obtener una composiciéon que proporciona a un receptor una potente respuesta inmune a HCV. La clonacion del
nuevo dominio NS3/4A y la creacién de los diversos mutantes de NS3/4A se describen ahora.

La secuencia de NS3/4A se amplificd a partir del suero de un paciente infectado con HCV (genotipo 1a de HCV)
usando la reaccion en cadena de la polimerasa (PCR). Se extrajo el ARN total del suero, se realizé la sintesis de
ADNCc vy se realizé una PCR de acuerdo con protocolos convencionales (Chen M y col., J. Med Virol. 43:223-226
(1995)). La sintesis de ADNc se inicié usando el cebador antisentido "NS4KR" (5-CCG TCT AGA TCA GCA CTC
TTC CAT TTC ATC-3’ (SEQ ID NO: 18)). A partir de este ADNc, se amplifico un fragmento de ADN de 2079 pares
de bases de HCV, correspondiente a los aminoacidos 1007 a 1711, que incluye los genes NS3 y NS4A. Se usé una
polimerasa de alta fidelidad (Expand High Fidelity PCR, Boehringer-Mannheim, Mannheim, Alemania) con el
cebador "NS3KF" (5-CCT GAA TTC ATG GCG CCT ATC ACG GCC TAT-3’ (SEQ ID NO: 19) y el cebador NS4KR.
El cebador NS3KF contenia un sitio de escision de la enzima de restriccion EcoR/ y un coddn de iniciacion, y el
cebador NS4KR contenia un sitio de escisidon de la enzima de restriccion Xbal y un codén de parada.
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El fragmento amplificado después se secuencié (SEQ ID NO: 16). El analisis de comparacion de secuencias reveld
que el fragmento génico efectivamente se habia amplificado a partir de una cepa viral de genotipo 1a. Una
busqueda BLAST computarizada frente a la base de datos del Genbank usando la pagina web NCBI revel6 que el
homologo de HCV mas proximo tenia una identidad del 93% en la secuencia de nucleétidos.

El fragmento de ADN amplificado después se digirié con EcoRl 'y Xbal, y se inserté en un pldsmido pcDNA3.1/His
(Invitrogen) digerido con las mismas enzimas. El plasmido NS3/4A-pcDNA3.1 después se digirié con EcoRl'y Xbal y
el inserto se purifico usando el kit QiaQuick (Qiagen, Hamburg, Alemania) y se uni6é a un vector pVAX digerido con
EcoRl 'y Xbal (Invitrogen) para generar el plasmido NS3/4A-pVAX.

El mutante truncado rNS3 se obtuvo delecionando la secuencia de NS4A del ADN de NS3/4A. Por consiguiente, la
secuencia del gen NS3 de NS3/4A-pVAX se amplifico por PCR usando los cebadores NS3KF y 3’Not/ (5-CCA CGC
GGC CGC GAC GAC CTA CAG-3' (SEQ ID NO: 20)) que contenian sitios de restriccion de EcoRl y Notl,
respectivamente. El fragmento NS3 (1850 pb) después se uni6 a un plasmido pVAX digerido con EcoRl'y Notl para
generar el vector NS3-pVAX. Los plasmidos se cultivaron en células E. coli BL21. Los plasmidos se secuenciaron y
se verificaron por escision de restriccion y los resultados fueron los esperados basandose en la secuencia original.

Para cambiar el sitio de escision proteolitica entre NS3 y NS4A, el plasmido NS3/4A-pVAX se mutagenizé usando el
kit de mutagénesis QUICKCHANGE™ (Stratagene), siguiendo las recomendaciones del fabricante. Para generar la
mutacion "TPT", el plasmido se amplificd usando los cebadores 5-
CTGGAGGTCGTCACGCCTACCTGGGTGCTCGTT-3 (SEQ ID NO: 21) y 5'-
ACCGAGCACCCAGGTAGGCGTGACGACCTCCAG-3' (SEQ ID NO: 22) dando como resultado NS3/4A-TPT-
pVAX. Para generar la mutacién "RGT", el pldsmido se amplific6 usando los cebadores 5-CTGGAGGTCGTC-
CGCGGTACCTGGGTGCTCGTT-3' (SEQ ID NO: 23) y 5-ACCGAGCACCCAGGTACC-GCGGACGACCTCCAG-¥
(SEQ ID NO: 24) dando como resultado NS3/4A-RGT-pVAX.

Todas las construcciones mutagenizadas se secuenciaron para verificar que las mutaciones se habian realizado
correctamente. Los plasmidos se cultivaron en células E. coli BL21 competentes. EI ADN plasmidico usado para la
inyeccién in vivo se purificé usando columnas de purificacion de ADN Qiagen, de acuerdo con las instrucciones de
los fabricantes (Qiagen GmbH, Hilden, FRG). La concentracion del ADN plasmidico resultante se determino
espectrofotométricamente (Dynaquant, Pharmacia Biotech, Uppsala, Suecia) y el ADN purificado se disolvié en
solucion salina tamponada con fosfato (PBS) estéril a concentraciones de 1 mg/ml. Las secuencias de aminoacidos
de las uniones de tipo natural y mutadas se muestran en la TABLA 10. La siguiente seccion describe varios acidos
nucleicos que codifican péptidos de HCV.

TABLA 10
Plasmido Secuencia de aminoacidos deducida
*NS3/4A-pVAX TKYMTCMSADLEVVTSTWVLVGGVL (SEQ ID NO:25)
NS3/4A-TGT-pVAX TKYMTCMSADLEVVTIGTWVLVGGVL (SEQ ID NO:26)
NS3/4A-RGT-pVAX TKYMTCMSADLEVVRGTWVLVGGVL (SEQ ID NO:27)
NS3/4A-TPT-pVAX TKYMTCMSADLEVVTPTWVLVGGVL (SEQ ID NO:33)
NS3/4A-RPT-pVAX TKYMTCMSADLEVVRPTWVLVGGVL (SEQ ID NO:34)
NS3/4A-RPA-pVAX TKYMTCMSADLEVVRPAWVLVGGVL (SEQ ID NO:35)
NS3/4A-CST-pVAX TKYMTCMSADLEVVCSTWVLVGGVL (SEQ ID NO:36)
NS3/4A-CCST-pVAX TKYMTCMSADLEVCCSTWVLVGGVL (SEQ ID NO:37)
NS3/4A-SSST-pVAX TKYMTCMSADLEVSSSTWVLVGGVL (SEQ ID NO:38)
NS3/4A-SSSSCST-pVAX TKYMTCMSADSSSSCSTVWLVGGVL (SEQ ID NO:39)
NS3A/4A-VVVVTST-pVAX TKYMTCMSADVVVVTSTM+ILVGGVL (SEQ ID.NO:40)
NS5-pVAX ASEDVVCCSMSYTWTG (SEQ ID NO:41)
NS5A/B-pVAX SSEDVVCCSMWVLVGGVL (SEQ ID NO:42)

*La secuencia de tipo natural para el fragmento NS3/4A es NS3/4A-pVAX. El punto de rotura de NS3/4A se
identifica por un subrayado, donde la posicion P1 corresponde a la primera Thr (T) y la posicién P1’ corresponde al
siguiente aminoacido de la secuencia de NS3/4A-pVAX. En la secuencia de NS3/4A de tipo natural la proteasa NS3
escinde entre las posiciones P1y P1’.

Acidos nucleicos que codifican péptidos de HCV

Las realizaciones de acido nucleico incluyen nucleétidos que codifican los péptidos de HCV descritos en este
documento (por ejemplo, SEQ ID NO: 17, 29, 31, 32, y 43-49) o fragmentos de los mismos de al menos 4, 6, 8, 10,
12, 15 6 20 aminoacidos de longitud (por ejemplo, las SEQ ID NO: 25-27 y 33-42). La divulgacion realizada incluye
ADN genomico, ARN y ADNc que codifica estos péptidos de HCV. Los nucleétidos de HCV no sélo incluyen las
secuencias de ADN mostradas en la lista de secuencias (por ejemplo, SEQ ID NO: 16) sino que también incluyen
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secuencias de nucleotidos que codifican las secuencias de aminoacidos mostradas en la lista de secuencias (por
ejemplo, SEQ ID NO: 17) y cualquier secuencia de nucleétidos que hibride con las secuencias de ADN mostradas
en la lista de secuencias en condiciones rigurosas (por ejemplo, hibridacién con ADN unido al filtro en NaHPO4 0,5
M, dodecil sulfato sodico (SDS) al 7,0%, EDTA 1 mM a 50°C) y lavado en 0,2 X SSC/SDS al 0.2% a 50°C y
cualquier secuencia de nucledtidos que hibride con las secuencias de ADN que codifican una secuencia de
aminoacidos proporcionada en la lista de secuencias (SEQ ID NO: 17) en condiciones menos rigurosas (por
ejemplo, hibridacion en NaHPO04 0,5 M, dodecil sulfato sédico (SDS) al 7,0%, EDTA 1 mM a 37°C y lavado en 0,2X
SSC/SDS al 0.2% a 37°C).

Los acidos nucleicos también incluyen fragmentos, modificaciones, derivados y variantes de las secuencias
descritas anteriormente. Pueden desearse acidos nucleicos que tienen al menos 12 bases consecutivas de una de
las nuevas secuencias de HCV o una secuencia complementaria a la misma y los fragmentos preferidos incluyen al
menos 12 bases consecutivas de un acido nucleico que codifica la molécula de NS3/4A de la SEQ ID NO: 17 o una
secuencia complementaria a la misma.

Los acidos nucleicos pueden tener de 12 a aproximadamente 2079 nucledtidos consecutivos. Algunos fragmentos
de ADN, por ejemplo, incluyen acidos nucleicos que tienen al menos 12-15, 15-20, 20-30, 30-50, 50-100, 100-200,
200-500, 500-1000, 1000-1500, 1500-2079 nucledtidos consecutivos de la SEQ ID NO: 16 o un complemento de los
mismos. Los acidos nucleicos también pueden alterarse por mutaciéon tales como sustituciones, adiciones o
deleciones. Debido a la degeneracion de las secuencias codificantes de nucleétidos, pueden usarse, por ejemplo,
otras secuencias de ADN que codifican sustancialmente la misma secuencia de aminoacidos de HCV representada
en la SEQ ID NO: 17. Estas incluyen, pero sin limitacion, secuencias de acido nucleico que codifican la totalidad o
partes de NS3/4A (SEQ ID NO: 16) o acidos nucleicos que complementan la totalidad o parte de esta secuencia
que se han alterado por la sustitucion de codones diferentes que codifican un resto aminoacidico equivalente
funcionalmente dentro de la secuencia, produciendo de esta manera un cambio silencioso, o un resto aminoacidico
no equivalente funcionalmente dentro de la secuencia, produciendo de esta manera un cambio detectable.

Usando las secuencias de acido nucleico descritas anteriormente, pueden disefiarse sondas que complementan
estas moléculas y fabricarse por sintesis de oligonucleétidos. Las sondas deseables comprenden una secuencia de
acido nucleico de la SEQ ID NO: 16 que es Unica para este aislado de HCV. Estas sondas pueden usarse para
seleccionar ADNc de pacientes para aislar fuentes naturales de HCV, de las que algunas pueden ser nuevas
secuencias de HCV por si mismas. La seleccion puede realizarse, por ejemplo, por hibridacion en filtro o por PCR.
Por hibridacion en filtro, la sonda marcada preferiblemente contiene al menos 15-30 pares de bases de la secuencia
de acido nucleico de la SEQ ID NO: 16 que es Unica para este péptido NS3/4A. Las condiciones de lavado de
hibridacion usadas preferiblemente son de una rigurosidad media a alta. La hibridacion puede realizarse en NaHPO,4
0,5 M, dodecil sulfato sédico (SDS) al 7,0% y EDTA 1 mM a 42°C durante una noche y el lavado puede realizarse
en 0,2X SSC/SDS al 0.2% a 42°C. Como pauta con respecto a estas condiciones véase, por ejemplo, Sambrook y
col., 1989, Molecular Cloning, A Laboratory Manual, Cold Springs Harbor Press, N.Y.; y Ausubel y col., 1989,
Current Protocols in Molecular Biology, Green Publishing Associates and Wiley Interscience, N.Y.

También pueden aislarse acidos nucleicos de HCV de pacientes infectados con HCV usando los acidos nucleicos
descritos en este documento. (Véase también el Ejemplo 6). Por consiguiente, el ARN obtenido a partir de un
paciente infectado con HCV se transcribe de forma inversa y el ADNc resultante se amplifica usando PCR u otra
técnica de amplificacion. Los cebadores preferiblemente se obtienen a partir de la secuencia de NS3/4A (SEQ ID
NO: 16).

Como revisiéon de la tecnologia de PCR, véase Molecular Cloning to Genetic Engineering, White, B.A. Ed. en
Methods in Molecular Biology 67: Humana Press, Totowa (1997) y la publicacion titulada "PCR Methods and
Applications" (1991, Cold Spring Harbor Laboratory Press). Para la amplificacion de ARNm, esta dentro del alcance
la invencion transcribir de forma inversa ARNm en ADNc seguido por PCR (RT-PCR); o usar una sola enzima para
las dos etapas como se describe en la Patente de Estados Unidos N° 5.322.770. Otra técnica implica el uso de la
reaccion en cadena de la ligasa con huecos asimétricos mediante la transcriptasa inversa (RT-AGLCR), como se
describe por Marshall R.L. y col. (PCR Methods and Applications 4:80-84, 1994).

En resumen, se aisla ARN siguiendo procedimientos convencionales. Se realiza una reacciéon de transcripcion
inversa sobre el ARN usando un cebador oligonucleotidico especifico para el extremo mas 5 del fragmento
amplificado como cebador de sintesis de la primera cadena. Después se afiade “una cola” al hibrido de ARN/ADN
resultante con guaninas usando una reaccion de transferasa terminal convencional. El hibrido después se digiere
con ARNasa H, y la sintesis de la segunda cadena se ceba con un cebador poli-C. De esta manera se aislan
facilmente secuencias de ADNc cadena arriba del fragmento amplificado. Como revisiéon de las estrategias de
clonacién que pueden usarse, véase, por ejemplo, Sambrook y col., 1989, supra.
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En cada uno de estos procedimientos de amplificacién se afiaden cebadores de cada lado de la secuencia a
amplificar a una muestra de acido nucleico preparada de forma conveniente junto con dNTP y una polimerasa
termoestable, tal como la Taq polimerasa, la Pfu polimerasa o la Vent polimerasa. El acido nucleico de la muestra
se desnaturaliza y los cebadores se hibridan especificamente con secuencias de acido nucleico complementarias
de la muestra. Después se extienden los cebadores hibridados. Posteriormente se inicia otro ciclo de
desnaturalizacion, hibridacion y extension. Los ciclos se repiten multiples veces para producir un fragmento
amplificado que contiene la secuencia de acido nucleico entre los sitios cebadores. En varias patentes, incluyendo
las Patentes de Estados Unidos N° 4.683.195, 4.683.202 y 4.965.188 se ha descrito adicionalmente la PCR.

Los cebadores se seleccionan de manera que sean sustancialmente complementarios a una parte de la secuencia
de acido nucleico de la SEQ ID NO: 16 que es unica para esta molécula de NS3/4A, permitiendo de esta manera
amplificar las secuencias entre los cebadores. Preferiblemente, los cebadores tienen una longitud de al menos 16-
20, 20-25 o 25-30 nucledtidos. La formacion de hibridos estables depende de la temperatura de fusiéon (Tm) del
ADN. La Tm depende de la longitud del cebador, la fuerza iénica de la solucién y el contenido de G+C. Cuanto
mayor es el contenido de G+C del cebador, mayor es la temperatura de fusion porque los pares G:C se mantienen
por tres enlaces de H mientras que los pares A:T tienen sélo dos. El contenido de G+C de los cebadores de
amplificacion descritos en este documento preferiblemente varia entre el 10 y el 75%, mas preferiblemente entre el
35y el 60%, y aun mas preferiblemente entre el 40 y el 55%. La longitud apropiada para los cebadores en una serie
particular de condiciones de ensayo puede determinarse empiricamente por un experto en la materia.

La separacion de los cebadores se refiere a la longitud del segmento a amplificar. Los segmentos amplificados que
llevan una secuencia de acido nucleico que codifica péptidos de HCV pueden variar en tamafio desde al menos
aproximadamente 25 pb a la longitud entera del genoma de HCV. Son tipicos fragmentos de amplificacién de 25-
1000 pb, se prefieren los fragmentos de 50-1000 pb y son més preferidos los fragmentos de 100-600 pb. Se
apreciara que los cebadores de amplificacion pueden ser de cualquier secuencia que permita la amplificacion
especifica de la regidon NS3/4A vy, por ejemplo, pueden incluir modificaciones tales como sitios de restriccion para
facilitar la clonacion.

El producto de PCR puede subclonarse y secuenciarse para asegurarse de que las secuencias amplificadas
representan las secuencias de un péptido de HCV. El fragmento de PCR después puede usarse para aislar un clon
de ADNCc de longitud completa por una diversidad de procedimientos. Por ejemplo, el fragmento amplificado puede
marcarse y usarse para seleccionar una biblioteca de ADNc tal como una biblioteca de ADNc de bacteriéfago.
Como alternativa, el fragmento marcado puede usarse para aislar clones gendmicos a través de la seleccion de una
biblioteca gendémica. Ademas, puede construirse una biblioteca de expresion utilizando ADNc sintetizado, por
ejemplo, a partir de ARN aislado de un paciente infectado. De esta manera, pueden aislarse productos génicos de
HCV usando técnicas de seleccidon de anticuerpos convencionales junto con anticuerpos inducidos contra el
producto génico de HCV. (Como técnicas de seleccion véase, por ejemplo, Harlow, E. y Lane, eds., 1988,
Antibodies: A Laboratory Manual, Cold Spring Harbor Press, Cold Spring Harbor.)

La divulgacion también incluye (a) vectores de ADN que contienen cualquiera de las secuencias de acido nucleico
anteriores y/o sus complementos (es decir, antisentido); (b) vectores de expresién de ADN que contienen cualquiera
de las secuencias de acido nucleico anteriores asociadas operativamente con un elemento regulador que dirige la
expresion del acido nucleico; y (c) células hospedadoras modificadas por ingenieria genética que contienen
cualquiera de las secuencias de acido nucleico anteriores asociada operativamente con un elemento regulador que
dirige la expresion de las secuencias codificantes en la célula hospedadora. Estas construcciones recombinantes
pueden replicarse de forma auténoma en una célula hospedadora. Como alternativa, las construcciones
recombinantes pueden integrarse en el ADN cromosémico de una célula hospedadora. Estos polinucleétidos
recombinantes tipicamente comprenden un polinucleétido de HCV gendmico o de ADNc de origen semisintético o
sintético, gracias a la manipulacion humana. Por lo tanto, se proporcionan &cidos nucleicos recombinantes que
comprenden estas secuencias y complementos de las mismas que no son de origen natural.

Aunque pueden emplearse acidos nucleicos que codifican un péptido de HCV o acidos nucleicos que tienen
secuencias complementarias a un gen de HCV segun aparecen en la naturaleza, a menudo se alteraran, por
ejemplo, por delecién, sustitucion o insercion y pueden ir acompafiados por una secuencia no presente en seres
humanos. Como se usan en este documento, los elementos reguladores incluyen, pero sin limitaciéon, promotores
inducibles y no inducibles, potenciadores, operadores y otros elementos conocidos por los expertos en la materia
que dirigen y regulan la expresion. Estos elementos reguladores incluyen, pero sin limitacion, el gen temprano
inmediato de citomegalovirus hCMV, los promotores tempranos o tardios de adenovirus SV40, el sistema lac, el
sistema trp, el sistema TAC, el sistema TRC, las regiones principales del operador y promotor del fago A, las
regiones de control de la proteina de la cubierta fd, el promotor para la 3-fosfoglicerato quinasa, los promotores de
la fosfatasa acida y los promotores de los factores de apareamiento de levadura.
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Ademas, pueden modificarse por ingenieria genética secuencias de acido nucleico que codifican el péptido de HCV
recombinante y sus secuencias complementarias para modificar su procesamiento o expresién. Por ejemplo, y no a
modo de limitacién, los acidos nucleicos de HCV descritos en este documento pueden combinarse con una
secuencia promotora y/o sitio de unién a ribosomas, o puede insertarse una secuencia sefial cadena arriba de las
secuencias que codifican el péptido de HCV para permitir la secrecion del péptido y de esta forma facilitar la
recoleccion o biodisponibilidad. Ademas, un &cido nucleico de HCV dado puede mutarse in vitro o in vivo para crear
y/o destruir secuencias de traduccion, iniciacién y/o terminacion o para crear variaciones en regiones codificantes
y/o formar nuevos sitios de restriccion o destruir sitios de restriccion preexistentes, o para facilitar adicionalmente la
modificacion in vitro. (Véase el Ejemplo 6). Puede usarse cualquier técnica para mutagénesis conocida en la
técnica, incluyendo pero sin limitacion mutagénesis dirigida in vitro. (Hutchinson y col., J. Biol. Chem., 253:6551
(1978)).

Ademas, pueden unirse acidos nucleicos que codifican otras proteinas o dominios de otras proteinas a acidos
nucleicos que codifican un péptido de HCV para crear una proteina de fusién. Los nucledtidos que codifican
proteinas de fusion pueden incluir, pero sin limitacion, una secuencia de NS3/4A de longitud completa (SEQ ID NO:
16), una secuencia de NS3/4A truncada o un fragmento peptidico de una secuencia de NS3/4A fusionada a una
proteina o péptido no relacionado, tal como por ejemplo poli-histidina, hemaglutinina, una enzima, una proteina
fluorescente o una proteina luminiscente, como se describe mas adelante.

Sorprendentemente se descubri6 que los vectores NS3-pVAX y NS3/4A-pVAX pueden inducir una potente
respuesta inmune cuando se inyectan en un mamifero inmunocompetente. El siguiente ejemplo describe estos
experimentos con mayor detalle.

EJEMPLO 7 [no ilustrativo de la presente invencion]

Para determinar si se indujo una respuesta inmune humoral por los vectores NS3-pVAX y NS3/4A-pVAX, las
construcciones de expresion descritas en el Ejemplo 6 se purificaron usando el sistema de purificacion de ADN
Qiagen de acuerdo con las instrucciones del fabricante y los vectores de ADN purificados se usaron para inmunizar
grupos de cuatro a diez ratones Balb/c. Los plasmidos se inyectaron directamente en musculos tibialis anterior (TA)
en regeneracion como se ha descrito previamente (Davis y col., Human Gene Therapy 4(6):733 (1993)). En
resumen, a los ratones se les inyectaron por via intramuscular 50 pl/TA de cardiotoxina 0,01 mM (Latoxan, Rosans,
Francia) en NaCl estéril al 0,9%. Cinco dias después, en cada musculo TA se inyectaron 50 pl de PBS que contenia
rNS3 o ADN.

Se obtuvieron cepas de raton endogamicas C57/BL6 (H-2b) Balb/C (H-2d) y CBA (H-2k) a partir de la instalacion de
cria de Mollegard Dinamarca, Charles River Uppsala, Suecia, o B&K Sollentuna, Suecia. Todos los ratones eran
hembras y se usaron a las 4-8 semanas de edad. Para controlar las respuestas humorales, todos los ratones
recibieron una inyeccion de refuerzo de 50 pl/TA de ADN plasmidico cada cuatro semanas. Ademas, algunos
ratones recibieron proteina NS3 recombinante (rNS3), que se purific6 como se describe en este documento. Los
ratones que recibieron rNS3 no se inmunizaron més de dos veces. Se extrajeron muestras de todos los ratones dos
veces al mes.

Se usaron ensayos enzimaticos de inmunoabsorbente (EIA) para detectar la presencia de anticuerpos murinos
contra NS3. Estos ensayos se realizaron esencialmente como se describe en Chen y col., Hepatology 28(1): 219
(1998)). En resumen, se adsorbi6é pasivamente rNS3 durante una noche a 4°C en placas de microtitulacion de 96
pocillos (Nunc, Copenhagen, Dinamarca) a 1 pyg/ml en tampén carbonato sédico 50 mM (pH 9,6). Las placas
después se bloquearon por incubacién con tampén de dilucién que contenia PBS, suero de cabra al 2% y albdmina
de suero bovino al 1% durante una hora a 37°C. Después se incubaron diluciones seriadas de sueros de raton
empezando a 1:60 en las placas durante una hora. Los anticuerpos de suero murino unidos se detectaron por
medio de una IgG de cabra anti-ratén conjugada con fosfatasa alcalina (Sigma Cell Products, Saint Louis, MO)
seguido de la adicion del sustrato pNPP (1 comprimido/5 ml de tampoén de dietanolamina 1 M con MgCl; 0,5 mM).
La reaccion se detuvo por la adiccion de NaOH 1 M y la absorbancia se ley6 a 405 nm.

Después de cuatro semanas, cuatro de cinco ratones inmunizados con NS3/4A-pVAX habian desarrollado
anticuerpos NS3, mientras que uno de cinco inmunizados con NS3-pVAX habian desarrollado anticuerpos (FIGURA
4). Después de seis semanas, cuatro de cinco ratones inmunizados con NS3/4A-pVAX habian desarrollado altos
niveles (>1O4) anticuerpos NS3 (niveles medios 10800+4830) y uno tenia un titulo de 2160. Aunque todos los
ratones inmunizados con NS3-pVAX desarrollaron anticuerpos contra NS3, ninguno de ellos desarroll6 niveles tan
elevados como los producidos por la construccion de NS3/4A-pVAX (niveles medios 1800+805). Los niveles de
anticuerpo inducidos por la construccion de fusién NS3/4A fueron significativamente mayores que los inducidos por
los NS3-pVAX a las seis semanas (rangos medios 7,6 frente a 3, 4, p<0,05, ensayo de suma de rangos de Mann-
Whitney, y p<0,01, ensayo t de Student). De esta manera, la inmunizacién con NS3-pVAX o NS3/4A-pVAX dio
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como resultado la produccion de anticuerpos anti-NS3, pero el gen de fusién NS3/4A fue un inmundégeno mas
potente. El siguiente ejemplo describe experimentos que se realizaron para determinar si la construccién NS3/4A-
TPT-pVAX podia inducir una respuesta inmune potente.

EJEMPLO 8 [no ilustrativo de la presente invencion]

Para ensayar si la mayor inmunogenicidad de NS3/4A podia atribuirse Unicamente a la presencia de NS4A, o si la
proteina de fusion NS3/4A ademas tenia que escindirse en la unién NS3/4A, se realizaron nuevos experimentos. En
un primer experimento, se comparo la inmunogenicidad de los vectores NS3-pVAX, NS3/4A-pVAX y NS3/4A-TPT-
pVAX en ratones Balb/c. Los ratones se inmunizaron en la semana cero como se ha descrito anteriormente vy,
después de dos semanas, se extrajeron muestras de sangre de todos los ratones y se determind la presencia de
anticuerpos contra NS3 a una dilucion de suero de 1:60 (TABLA 11). De nuevo se extrajeron muestras de sangre
de los ratones en la semana 4. Aunque el vector NS3/4A-TPT-pVAX era comparable al vector NS3-pVAX (4/10
frente a 0/10; NS, ensayo exacto de Fisher), el vector NS3/4A pVAX seguia siendo el inmundgeno mas potente. De
esta manera, todas las construcciones de HCV que se habian introducido en los ratones podian inducir una
respuesta inmune contra NS3, sin embargo, la secuencia de NS4A y un sitio de escision proteolitica funcional entre
las secuencias de NS3 y NS4A proporcion6 una respuesta inmune mas potente.

TABLA 11
Semanas desde la N° de respondedores con anticuerpos al inmundgeno respectivo después
primera inmunizacion de una inmunizacién de 100 ug i.m
NS3-pVAX NS3/4A-pVAX NS3/4A-TPT-pVAX
2 0/10 17/20 4/10
4 0/10 20/20 10/10
(<60) (2415£3715) (390+639)
55% > 10° 50% > 10°
10% > 10* 10% > 10°

Durante la fase cronica de infeccion, HCV se replica en hepatocitos y se propaga dentro del higado. Un factor
importante para combatir las infecciones virales cronicas y persistentes es el sistema de defensa inmune mediado
por células. Los linfocitos CD4+ y CD8+ se infiltran en el higado durante la fase crénica de la infeccion por HCV,
pero no pueden eliminar el virus o prevenir la lesidon hepatica. Ademas, una infeccion persistente por HCV esta
asociada con el inicio del carcinoma hepatocelular (HCC). Los siguientes ejemplos describen experimentos que se
realizaron para determinar si las construcciones NS3 y NS3/4A podian inducir una respuesta inmune mediada por
células T contra NS3.

EJEMPLO 9 [no ilustrativo de la presente invencion]

Para estudiar si las construcciones descritas anteriormente podian inducir una respuesta mediada por células contra
NS3, se realizd un ensayo del crecimiento tumoral in vivo. Para este fin, se obtuvo una linea de células tumorales
SP2/0 transfectada de forma estable con el gen NS3/4A. El plasmido pcDNA3.1 que contenia el gen NS3/4A gene
se linealizé por digestion con Bglll. Se mezclaron un total de 5 yg de ADN plasmidico linealizado con 60 pg de
reactivo de transfeccion (Superfect, Qiagen, Alemania) y la mezcla se afiadié a una capa con una confluencia del
50% de células SP2/0 en una placa de 35 mm. Las células SP2/0 transfectadas (NS3/4ASP2/0) se cultivaron
durante 14 dias en presencia de 800 pg/ml de geneticina y se aislaron los clones individuales. Se identificé un clon
de SP2/0 que expresaba NS3/4A estable usando PCR y RTPCR. La linea celular clonada se mantuvo en DMEM
que contenia suero bovino fetal al 10%, L-glutamina y penicilina-estreptomicina.

Después se evalué la cinética de crecimiento in vivo de las lineas celulares SP2/0 y NS3/4A-SP2/0 en ratones
Balb/c. A los ratones se les inyectaron por via subcutanea 2 x 10° células tumorales en el costado derecho. Cada
dia se determind el tamafio del tumor a través de la piel. Las cinéticas de crecimiento de las dos lineas celulares
fueron comparables. Por ejemplo, los tamafios medios del tumor no diferian entre las dos lineas celulares en ningun
punto de tiempo (Véase la TABLA 12). El siguiente ejemplo describe experimentos que se realizaron para
determinar si los ratones inmunizados con las construcciones NS3/4A habian desarrollado una respuesta de células
T contra NS3.

TABLA 12
ID de Linea Tamano maximo del tumor in vivo en el punto de tiempo indicado
ratén celular
de tumor
5 6 7 8 11 12 13 14 15
1 SP2/0 1,6 2,5 4,5 6,0 10,0 10,5 11,0 12,0 12,0
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ID de Linea Tamafio maximo del tumor in vivo en el punto de tiempo indicado
raton celular

de tumor

2 SP2/0 1,0 1,0 2,0 3,0 7,5 7,5 8,0 11,5 11,5

3 SP2/0 2,0 50 7,5 8,0 11,0 11,5 12,0 12,0 13,0

4 SP2/0 4,0 7,0 8,0 10,0 13,0 15,0 16,5 16,5 17,0

5 SP2/0 1,0 1,0 3,0 4,0 5,0 6,0 6,0 6,0 7,0

Media de grupo 1,92 3,3 5,0 6,2 9,3 10,1 10,7 11,6 12,1

6 NS3/4A- 1,0 2,0 3,0 3,5 4,0 55 6,0 7,0 8,0
SP2/0

7 NS3/4A- 2,0 2,5 3,0 5,0 7,0 9,0 9,5 9,5 11,0
SP2/0

8 NS3/4A- 1,0 2,0 3,5 3,5 9,5 11,0 12,0 14,0 14,0
SP2/0

9 NS3/4A- 1,0 1,0 2,0 6,0 11,5 13,0 14,5 16,0 18,0
SP2/0

10 NS3/4A- 3,5 6,0 7,0 10,5 15,0 15,0 15,0 15,5 20,0
SP2/0

Media de grupo 1,7 2,7 3,7 5,7 94 10,7 11,4 12,4 14,2

Valor de p de la 0,7736 0,6918 0,4027 0,7903 | 0,9670 | 0,7986 0,7927 | 0,7508 | 0,4623

comparacion con
ensayo t de
Student entre
medias de grupos

EJEMPLO 10 [no ilustrativo de la presente invencion]

Para examinar si se induce una respuesta de células T por la inmunizaciéon con NS3/4A, se ensayé la capacidad de
un sistema de defensa inmune de ratén inmunizado para atacar la linea celular de tumor que expresa NS3. El
protocolo para ensayar la inhibicion in vivo del crecimiento tumoral de la linea celular de mieloma SP2/0 en ratones
Balb/c se ha descrito con detalle previamente (Encke y col., J. Immunol. 161:4917 (1998)). La inhibicién del
crecimiento tumoral en este modelo depende del cebado de los linfocitos T citotdxicos (CTL). En resumen, se
inmunizaron grupos de diez ratones i.m. cinco veces con intervalos de un mes con 100 ug de NS3-pVAX o 100 pg
de NS3/4A-pVAX. Dos semanas después de la uUltima inmunizacidn, se inyectaron 2 x 10° células SP2/0 o NS3/4A-
SP2/0 en el costado derecho de cada raton. Dos semanas después, los ratones se sacrificaron y se midieron los
tamafios maximos de los tumores. No hubo diferencia entre los tamafios medios de los tumores SP2/0 y NS3/4A-
SP2/0 en los ratones inmunizados con NS3-pVAX (véase la TABLA 13).
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TABLA 13

ID de | Inmundgeno Dosis Linea de células Crecimiento tumoral Tamafio maximo
ratén (Mg) tumorales del tumor
1 NS3-pVAX 100 SP2/0 Si 5
2 NS3-pVAX 100 SP2/0 Si 15
3 NS3-pVAX 100 SP2/0 No -
4 NS3-pVAX 100 SP2/0 Si 6
5 NS3-pVAX 100 SP2/0 Si 13
Total de grupo 4/5 9,75+4,992
6 NS3-pVAX 100 NS3/4A-SP2/0 Si 9
7 NS3-pVAX 100 NS3/4A-SP2/0 Si 8
8 NS3-pVAX 100 NS3/4A-SP2/0 Si 7
9 NS3-pVAX 100 NS3/4A-SP2/0 No -
10 NS3-pVAX 100 NS3/4A-SP2/0 No -

3/5 8,00+1,00

Nota: andlisis estadistico (StatView): ensayo t de Student sobre el tamafio méaximo del tumor. Los valores de p <

0,05 se consideran significativos.

Ensayo t no pareado para el diametro maximo
Variable de agrupamiento: columna 1
Diferencia hipotetizada = 0
Exclusion de filas: NS3DNA-Tumor-001213

Dif. Media DF Valor de t Valor de p
NS3-sp2, NS3-spNS3 1,750 5 0,58 0,584
Info de grupo para el diametro maximo
Variable de agrupamiento: columna 1
Exclusion de filas: NS3DNA-Tumor-001213

Recuento Media Varianza Desviacion tipica Error tipico

NS3-sp2 4 9,750 24,917 4,992 2,496
NS3-spNS3 3 8,000 1,000 1,000 0,57

En la siguiente serie de experimentos, se evalud la inhibicion del crecimiento tumoral de SP2/0 o NS3/4A-SP2/0 en
ratones Balb/c inmunizados con NS3/4A-pVAX. En ratones inmunizados con el plasmido NS3/4A-pVAX, el
crecimiento del tumor NS3/4A-SP2/0 se inhibié significativamente en comparacion con el crecimiento de las células
SP2/0 no transfectadas (Véase la TABLA 14). De esta manera, la inmunizacién con NS3/4A-pVAX induce CTL que
inhiben el crecimiento de células que expresan NS3/4A in vivo. El siguiente ejemplo describe experimentos que se
realizaron para analizar la eficacia de diversas composiciones que contenian NS3 en la induccién de una respuesta
mediada por células a NS3.

TABLA 14
ID de raton Inmundégeno Dosis (ug) Linea de | Crecimiento Tamafio maximo
células tumoral del tumor (mm)
tumorales
11 NS3/4A-pVAX 100 SP2/0 No -
12 NS3/4A-pVAX 100° SP2/0 Si 24
13 NS3/4A-pVAX 100 SP2/0 Si 9
14 NS3/4A-pVAX 100 SP2/0 Si 11
15 NS3/4A-pVAX 100 SP2/0 Si 25
4/5 17,25+8,421
16 NS3/4A-pVAX 100 NS3/4A-SP2/0 No -
17 NS3/4A-pVAX 100 NS3/4A-SP2/0 Si 9
18 NS3/4A-pVAX 100 NS3/4A-SP2/0 Si 7
19 NS3/4A-pVAX 100 NS3/4A-SP2/0 Si 5
20 NS3/4A-pVAX 100 NS3/4A-SP2/0 Si 4
4/5 6,252,217

Nota: analisis estadistico (StatView): ensayo t de Student sobre el tamafio maximo del tumor.
0,05 se consideran significativos.

Los valores de p <
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Ensayo t no pareado para el diametro maximo
Variable de agrupamiento: columna 1

Diferencia hipotetizada = 0

Exclusion de filas: NS3DNA-Tumor-001213

Diferencia media DF Valordet Valordep
NS3/4-sp2, NS3/4-spNS3 | 11,000 | 6 | 2526 | 0,044
Info de grupo para el diametro maximo
Variable de agrupamiento: columna 1
Exclusion de filas: NS3DNA-Tumor-001213

Recuento Media Varianza Desviacion Error tipico
tipica

NS3/4-sp2 4 70,917 8,421 4,211
NS3/4- 4 17,250 6,250 4,917 2,217 1,109
spNS3

EJEMPLO 11 [no ilustrativo de la presente invencion]

Para analizar si la administracion de diferentes composiciones que contenian NS3 afectaba a la induccion de una
respuesta inmune mediada por células, los ratones se inmunizaron con PBS, rNS3, ADN irrelevante o la
construccion NS3/4A, y se determinaron los tamafios de los tumores como se ha descrito anteriormente. Sélo la
construccion NS3/4A pudo inducir una respuesta de células T suficiente para producir una reduccion
estadisticamente significativa en el tamafio del tumor (véase la TABLA 15). El siguiente ejemplo describe
experimentos que se realizaron para determinar si la reduccion en el tamafio tumoral puede atribuirse a la
generacion de linfocitos T especificos de NS3.

TABLA 15
ID de | Inmundgeno Dosis Linea Anti-NS3 Crecimiento Tamafo maximo
ratén (Mg) celular del tumoral del tumor (mm)
tumor
1 NS3-pVAX 10 NS3/4A- <60 + 12,0
SP2/0
2 NS3-pVAX 10 NS3/4A- <60 + 20,0
SP2/0
3 NS3-pVAX 10 NS3/4A- 60 + 18,0
SP2/0
4 NS3-pVAX 10 NS3/4A- <60 + 13,0
SP2/0
5 NS3-pVAX 10 NS3/4A- <60 + 17,0
SP2/0
Media de grupos 60 5/5 16,043,391
6 NS3-pVAX 100 NS3/4A- 2160 + 10,0
SP2/0
7 NS3-pVAX 100 NS3/4A- <60 - -
SP2/0
8 NS3-pVAX 100 NS3/4A- <60 - -
SP2/0
9 NS3-pVAX 100 NS3/4A- 360 - -
SP2/0
10 NS3-pVAX 100 NS3/4A- <60 + 12,5
SP2/0
Media de grupos 1260 2/5 11,25+1,768
11 NS3/4A-pVAX 10 NS3/4A- <60 + 10,0
SP2/0
12 NS3/4A-pVAX 10 NS3/4A- <60 - -
SP2/0
13 NS3/4A-pVAX 10 NS3/4A- <60 - -
SP2/0
14 NS3/4A-pVAX 10 NS3/4A- <60 + 13,0
SP2/0
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ID de | Inmunégeno Dosis Linea Anti-NS3 Crecimiento Tamafio maximo
ratén (Mg) celular del tumoral del tumor (mm)
tumor
15 NS3/4A-pVAX 10 NS3/4A- <60 + 13,5
SP2/0
Media de grupos <60 3/5 12,167+1,893
16 NS3/4A-pVAX 100 NS3/4A- 60 + 10,0
SP2/0
17 NS3/4A-pVAX 100 NS3/4A- 360 - -
SP2/0
18 NS3/4A-pVAX 100 NS3/4A- 2160 + 8,0
SP2/0
19 NS3/4A-pVAX 100 NS3/4A- 2160 + 12,0
SP2/0
20 NS3/4A-pVAX 100 NS3/4A- 2160 + 7,0
SP2/0
Media de grupos 1380 4/5 9,252,217
36 P17-pcADN3 100 NS3/4A- <60 + 20,0
SP2/0
37 P17-pcADN3 100 NS3/4A- <60 + 7,0
SP2/0
38 P17-pcADN3 100 NS3/4A- <60 + 11,0
SP2/0
39 P17-pcADN3 100 NS3/4A- <60 + 15,0
SP2/0
40 P17-pcADN3 100 NS3/4A- <60 + 18,0
SP2/0
Media de grupos <60 5/5 14,20+5,263
41 rNS3/CFA 20 NS3/4A- >466560 + 13,0
SP2/0
42 rNS3/CFA 20 NS3/4A- >466560 - -
SP2/0
43 rNS3/CFA 20 NS3/4A- >466560 + 3,5
SP2/0
44 rNS3/CFA 20 NS3/4A- >466560 + 22,0
SP2/0
45 rNS3/CFA 20 NS3/4A- >466560 + 17,0
SP2/0
Media de grupos 466560 4/5 17,333+4,509
46 PBS - NS3/4A- <60 + 10,0
SP2/0
47 PBS - NS3/4A- <60 + 16,5
SP2/0
48 PBS - NS3/4A- 60 + 15,0
SP2/0
49 PBS - NS3/4A- <60 + 21,0
SP2/0
50 PBS - NS3/4A- <60 + 15,0
SP2/0
51 PBS - NS3/4A- <60 - -
SP2/0
Media de grupos 60 5/6 15,50+3,937

Nota: andlisis estadistico (StatView): ensayo t de Student sobre el tamafio méaximo del tumor. Los valores de p <
0,05 se consideran significativos.

Ensayo t no pareado para el tamafno del tumor mas grande
Variable de agrupamiento: grupo
Diferencia hipotetizada = 0

Dif. Media DF Valor de t Valor de P

p17-sp3-4, NS3-100-sp3-4 [ 2950 [ 5 | 0,739 | 0,4933
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Dif. Media DF Valor de t Valor de P
p17-sp3-4, NS3/4-10-sp3-4 2,033 6 0,628 0,5532
p17-sp3-4, NS3-10-sp3-4 -1,800 8 -0,643 0,5383
p17-sp3-4, NS3/4-100-sp3-4 4,950 7 1,742 0,1250
p17-sp3-4, PBS-sp3-4 -1,300 8 -0,442 0,6700
p17-sp3-4, INS3-sp3-4 -3,133 6 -0,854 0,4259
NS3-100-sp3-4, NS3/4-10-sp3-4 -0,917 3 -0,542 0,6254
NS3-100-sp3-4, NS3-10-sp3-4 -4,750 5 -1,811 0,1299
NS3-100-sp3-4, NS3/4-100-sp3-4 2,000 4 1,092 0,3360
NS3-100-sp3-4, PBS-sp3-4 -4,250 5 -1,408 0,2183
NS3-100-sp3-4, INS3-sp3-46 -6,083 3 -1,744 0,1795
NS5/4-10-sp3-4, NS3-10-sp3-4 -3,833 6 -1,763 0,1283
NS3/4-10-sp3-4, NS3/4-100-sp3-4 2,917 5 1,824 0,1277
NS3/4-10-sp3-4, PBS-sp3-4 -3,333 6 -1,344 0,2274
NS3/4-10-sp3-4, INS3-sp3-4 -5,167 4 -1,830 0,1412
NS3-10-sp3-4, NS3/4-100-sp3-4 6,750 7 3,416 0,0112
NS3-10-sp3-4, PBS-sp3-4 .500 8 0,215 0,8350
NS3-10-sp3-4, NS3-sp3-4 -1,333 6 -0,480 0,6480
NS3/4-100-sp3-4, PBS-sp3-4 -6,250 7 -2,814 0,0260
NS3/4-100-sp3-4, INS3-sp3-4 -8,083 5 -3,179 0,0246
PBS-sp3-4, INS3-sp3-4 -1,833 6 -0,607 0,5662

EJEMPLO 12 [no ilustrativo de la presente invencion]

Para determinar si se indujeron células T especificas de NS3 por las inmunizaciones con NS3/4A, se emple6 un
ensayo de lisis de células tumorales mediada por células T in vitro. El ensayo se ha descrito con detalle
previamente (Townsend y col., J. Virol. 71:3365 (1997)). En resumen, se inmunizaron grupos de cinco ratones
Balb/c tres veces con 100 ug NS3/4A-pVAX i.m. Dos semanas después de la Ultima inyeccion, los ratones se
sacrificaron y se recogieron los esplenocitos. Se establecieron cultivos de reestimulacion con 3 x 10° esplenocitos y
3 x 10° células NS3/4A-SP2/0. Después de cinco dias, se realizé un ensayo de liberacién de cr®! convencional
usando células NS3/4A-SP2/0 o SP2/0 como dianas. El porcentaje de lisis especifica se calculé6 como la relacion
entre la lisis de células NS3/4A-SP2/0 y la lisis de células SP2/0. Sélo los ratones inmunizados con NS3/4A-pVAX
presentaron una lisis especifica mayor del 10% en cuatro de cinco ratones ensayados, usando una relacion entre
efector y diana de 20:1 (véanse las FIGURAS 5A y B). Por consiguiente, los ratones inmunizados con NS3/4A
presentaron una reduccion en la proliferacion de células cancerosas y/o NS3/4A produjo la lisis de las células
cancerosas. La siguiente seccién describe con mas detalle varios de los polipéptidos de HCV incorporados en las
presentes realizaciones.

Péptidos de HCV

Los &cidos nucleicos que codifican los péptidos de HCV descritos en la seccidn previa pueden manipularse usando
técnicas convencionales en biologia molecular para crear construcciones recombinantes que expresan los péptidos
de HCV. Los péptidos de HCV o sus derivados incluyen, pero sin limitacion, los que contienen como secuencia de
aminoacidos primaria toda la secuencia de aminoacidos sustancialmente representada en la lista de secuencias
(SEQ ID NO: 17, 29-32 y 43-49) y fragmentos de la misma de al menos cuatro aminoacidos de longitud (por
ejemplo, SEQ ID NO: 25-27 y 33-42) incluyendo secuencias alteradas en las que restos aminoacidicos
funcionalmente equivalentes sustituyen a restos dentro de la secuencia dando como resultado un cambio silencioso.
Los fragmentos de una secuencia de la SEQ ID NO: 17, 29-32 y 43-49 pueden ser de al menos cuatro aminoacidos
y comprenden una secuencia de aminoacidos Unica para el péptido NS3/4A descubierto (SEQ ID NO: 17),
incluyendo secuencias alteradas en las que restos aminoacidicos funcionalmente equivalentes sustituyen a restos
dentro de la secuencia dando como resultado un cambio silencioso. Los péptidos de HCV pueden tener una
longitud, por ejemplo, de al menos 12-15, 15-20, 20-25, 25-50, 50-100, 100-150, 150-250, 250-500 o 500-704
aminoacidos. Se dan a conocer también en este documento otros fragmentos (por ejemplo, SEQ ID NO: 25-27, y
33-42).

Se dan a conocer también en este documento péptidos de HCV que son sustancialmente idénticos a los descritos
anteriormente. Es decir, péptidos de HCV que tienen uno o mas restos aminoacidicos dentro de la SEQ ID NO: 17 y
fragmentos de los mismos que se sustituyen por otro aminoacido de una polaridad similar que actia como un
equivalente funcional, dando como resultado una alteracion silenciosa. Los sustitutos de un aminoacido dentro de la
secuencia pueden seleccionarse entre otros miembros de la clase a la que pertenece el aminoacido. Por ejemplo,
los aminoacidos no polares (hidréfobos) incluyen alanina, leucina, isoleucina, valina, prolina, fenilalanina, triptéfano
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y metionina. Los aminoacidos polares neutros incluyen glicina, serina treonina, cisteina, tirosina, asparagina y
glutamina. Los aminoacidos cargados positivamente (basicos) incluyen arginina, lisina e histidina. Los aminoacidos
cargados negativamente (acidos) incluyen acido aspartico y acido glutamico. Los aminoacidos aromaticos incluyen
fenilalanina, triptéfano y tirosina.

Los péptidos de HCV descritos en este documento pueden preparase por procedimientos de sintesis quimica (tales
como sintesis de péptidos en fase solida) usando técnicas conocidas en esta materia tales como las indicadas por
Merrifield y col., J. Am. Chem. Soc. 85: 2149 (1964), Houghten y col., Proc. Natl. Acad Sci. USA, 82:51:32 (1985),
Stewart y Young (Solid phase peptide synthesis, Pierce Chem Co., Rockford, IL (1984), y Creighton, 1983, Proteins:
Structures and Molecular Principles, W. H. Freeman & Co., N.Y. Estos polipéptidos pueden sintetizarse con o sin
una metionina en el extremo amino. Los péptidos de HCV sintetizados quimicamente pueden oxidarse usando
procedimientos indicados en estas referencias para formar enlaces disulfuro.

Aunque los péptidos de HCV descritos en este documento pueden sintetizarse quimicamente, puede ser mas eficaz
producir estos polipéptidos por tecnologia de ADN recombinante. Estos procedimientos pueden usarse para
construir vectores de expresion que contienen las secuencias de nucleétidos de HCV descritas anteriormente, por
ejemplo, y sefiales de control de la transcripcidon y la traduccién apropiadas. Estos procedimientos incluyen, por
ejemplo, técnicas de ADN recombinante in vitro, técnicas sintéticas y recombinacion genética in vivo. Como
alternativa, el ARN capaz de codificar secuencias de nucleétidos de HCV puede sintetizarse quimicamente usando,
por ejemplo, sintetizadores. Véanse, por ejemplo, las técnicas descritas en Oligonucleotide Synthesis, 1984, Gait,
M. J. ed., IRL Press, Oxford. Por consiguiente, varias realizaciones se refieren a lineas celulares que se han
modificado por ingenieria genética para expresar los péptidos de HCV incorporados en las realizaciones. Por
ejemplo, algunas células se obtienen para expresar los péptidos de HCV de las SEQ ID NO: 17, 29-32 y 43-49) o
fragmentos de estas moléculas.

Para expresar los péptidos de HCV incorporados en las realizaciones, pueden utilizarse varios sistemas de
hospedador-vector de expresién. Los sistemas de expresion adecuados incluyen, pero sin limitacion,
microorganismos tales como bacterias (por ejemplo, E. coli o B. subtilis) transformados con vectores de expresion
de ADN de bacteriéfago recombinante, ADN plasmidico o ADN cosmidico, que contienen secuencias de nucleétidos
de HCV; levaduras (por ejemplo, Saccharomyces, Pichia) transformadas con vectores de expresiéon de levaduras
recombinantes que contienen las secuencias de nucleétidos de HCV; sistemas de células de insecto infectados con
vectores de expresion de virus recombinantes (por ejemplo, baculovirus) que contienen las secuencias de HCV;
sistemas de células vegetales infectados con vectores de expresion de virus recombinantes (por ejemplo, el virus
del mosaico de la coliflor, CaMV; el virus del mosaico del tabaco, TMV) o transformados con vectores de expresion
plasmidicos recombinantes (por ejemplo, el plasmido Ti) que contienen secuencias de HCV; o sistemas de células
de mamifero (por ejemplo, COS, CHO, BHK, 293, 3T3) que llevan construcciones de expresién recombinantes que
contienen promotores derivados del genoma de células de mamifero (por ejemplo, el promotor de metalotioneina) o
de virus de mamiferos (por ejemplo, el promotor tardio de adenovirus; o el promotor 7.5K de virus vaccinia).

En los sistemas bacterianos, pueden seleccionarse ventajosamente varios vectores de expresion dependiendo del
uso deseado del producto génico de HCV que se va a expresar. Por ejemplo, cuando se va a producir una gran
cantidad de dicha proteina para la generacion de composiciones farmacéuticas de péptidos de HCV o para producir
anticuerpos contra el péptido de HCV, por ejemplo, pueden ser deseables vectores que dirigen la expresion de altos
niveles de productos de proteinas de fusién que se purifican facilmente. Estos vectores incluyen, pero sin limitacion,
el vector de expresion de E. coli pUR278 (Ruther y col., EMBO J., 2: 1791 (1983), en el que la secuencia codificante
de HCV puede unirse individualmente al vector en fase con la regién codificante de lacZ de forma que se produzca
una proteina de fusion; vectores pIN (Inouye & Inouye, Nucleic Acids Res., 13:3101-3109 (1985); Van Heeke &
Schuster, J. Biol. Chem., 264:5503-5509 (1989)); y similares. También pueden usarse vectores pVEX para expresar
polipéptidos extrafios como proteinas de fusién con glutation S-transferasa (GST). En general, estas proteinas de
fusion son solubles y pueden purificarse a partir de células lisadas por adsorcién en perlas de glutation-agarosa
seguido de elucion en presencia de glutation libre. Los vectores PGEX se disefian para incluir sitios de escision de
la proteasa de trombina o del factor Xa de forma que el producto génico diana clonado pueda liberarse del resto
GST.

En un sistema de insectos, se usa el virus de la polihedrosis nuclear de Autographa californica (AcNPV) como
vector para expresar genes extranos. El virus crece en células de Spodoptera frugiperda. La secuencia codificante
de HCV puede clonarse individualmente en regiones no esenciales (por ejemplo, el gen de la polihedrina) del virus y
ponerse bajo el control de un promotor de virus AcNPV (por ejemplo, el promotor de la polihedrina). La insercion
satisfactoria de una secuencia codificante del gen de HCV dara como resultado la inactivacion del gen de la
polihedrina y la produccion de virus recombinantes no ocluidos (es decir, el virus que carece de la cubierta proteica
codificada por el gen de la polihedrina). Estos virus recombinantes después se usan para infectar células de
Spodoptera frugiperda en las que se expresa el gen insertado. (Véase, por ejemplo, Smith y col., J. Virol. 46: 584
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(1983); y Smith, Patente de Estados Unidos N° 4.215.051).

En células hospedadoras de mamifero, pueden utilizarse varios sistemas de expresion basados en virus. En casos
en los que se usa un adenovirus como vector de expresioén, la secuencia de nucleétidos de HCV de interés puede
unirse a un complejo de control de la transcripcién/traduccion de adenovirus, por ejemplo, el promotor tardio y la
secuencia lider ftripartita. Este gen quimérico después puede insertarse en el genoma de adenovirus por
recombinacion in vitro o in vivo. La inserciéon en una region no esencial del genoma viral (por ejemplo, region E1 o
E3) dara como resultado un virus recombinante que es viable y capaz de expresar el producto del gen de HCV en
hospedadores infectados. (Véase, por ejemplo, Logan & Shenk, Proc. Natl. Acad Sci. USA 81:3655-3659 (1984)).
También pueden requerirse sefiales de iniciacion especificas para la traduccion eficaz de secuencias de nucleétidos
de HCV insertadas. Estas sefales incluyen el codén de iniciacion ATG y secuencias adyacentes.

Sin embargo, en casos en los que solo se inserta una parte de la secuencia codificante de HCV, pueden
proporcionarse sefiales de control de la traduccidon exdgenas, incluyendo, quizas, el codon de iniciacion ATG.
Ademas, el codon de iniciacion puede estar en fase con la fase de lectura de la secuencia codificante deseada para
asegurar la traduccién del inserto entero. Estas sefiales de control de la traduccion exdgenas y codones de
iniciacién pueden ser de una diversidad de origenes, tanto naturales como sintéticos. La eficacia de expresion
puede mejorarse por medio de la inclusion de elementos potenciadores de la transcripcion apropiados,
terminadores de la transcripcion, etc. (Véase Bittner y col., Methods in Enzymol., 153:516-544 (1987)).

Ademas, puede elegirse una cepa de células hospedadoras que module la expresion de las secuencias insertadas
o modifique y procese el producto génico de la forma especifica deseada. Estas modificaciones (por ejemplo,
glicosilacion) y procesamiento (por ejemplo, escision) de productos proteicos son importantes para la funcién de la
proteina. Las diferentes células hospedadoras tienen mecanismos caracteristicos y especificos para el
procesamiento postraduccional y la modificacion de proteinas y productos génicos. Pueden elegirse lineas celulares
o sistemas hospedadores apropiados para asegurar la modificacion y el procesamiento correctos de la proteina
extrafia expresada. Para este fin, pueden usarse células hospedadoras eucariotas que poseen la maquinaria celular
para el procesamiento apropiado del transcrito primario, glicosilacién y fosforilacion del producto génico. Estas
células hospedadoras de mamifero incluyen, pero sin limitacion, CHO, VERO, BHK, HelLa, COS, MDCK, 293, 3T3 y
WI38.

Para la produccion de alto rendimiento a largo plazo de proteinas recombinantes, se prefiere la expresién estable.
Por ejemplo, pueden obtenerse por ingenieria genética lineas celulares que expresan de forma estable los péptidos
de HCV descritos anteriormente. En lugar de usar vectores de expresidon que contienen origenes de replicacion
virales, las células hospedadoras pueden transformarse con ADN controlado por elementos de control de la
expresion apropiados (por ejemplo, promotores, secuencias potenciadotas, terminadores de la transcripcion, sitios
de poliadenilacion, etc.), y un marcador selectivo. Después de la introduccion del ADN extrafio, las células
modificadas por ingenieria genética se dejan crecer durante 1-2 dias en un medio enriquecido; y después se
cambian a un medio selectivo. El marcador selectivo en el plasmido recombinante confiere resistencia a la seleccion
y permite que las células integren de forma estable el plasmido en su cromosoma y se desarrollen para formar focos
que a su vez se clonan y expanden en lineas celulares. Este procedimiento se usa ventajosamente para obtener por
ingenieria genética lineas celulares que expresan el producto génico de HCV.

Pueden usarse varios sistemas de seleccion incluyendo, pero sin limitacidn, los genes de la timidina quinasa del
virus del herpes simple (Wigler, y col., Cell 11:223 (1977), la hipoxantina-guanina fosforribosiltransferasa (Szybalska
& Szybalski, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 48:2026 (1962), y la adenina fosforribosiltransferasa (Lowy, y col., Cell
22:817 (1980)) en células tk’, hgprt o aprt, respectivamente. Ademas, puede usarse resistencia a antimetabolitos
como base de la seleccién para los siguientes genes: dhfr, que confiere resistencia a metotrexato (Wigler, y col.,
Proc. Natl. Acad Sci. USA 77:3567 (1980); O’Hare, y col., Proc. Natl. Acad. Sci. USA 78:1527 (1981); gpt, que
confiere resistencia al acido micofendlico (Mulligan & Berg, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 78:2072 (1981); neo, que
confiere resistencia al aminoglicésido G-418 (Colberre-Garapin, y col., J. Mol. Biol. 150:1 (1981); y hygro, que
confiere resistencia a higromicina (Santerre, y col., Gene 30:147 (1984)).

Como alternativa, puede purificarse facilmente cualquier proteina de fusién utilizando un anticuerpo especifico para
la proteina de fusion que se expresa. Por ejemplo, un sistema descrito por Janknecht y col. permite la facil
purificacion de proteinas de fusidon no desnaturalizadas expresadas en lineas celulares humanas. (Janknecht, y col.,
Proc. Natl. Acad. Sci. USA 88: 8972-8976 (1991)). En este sistema, el gen de interés se subclona en un plasmido
de recombinacion de vaccinia de tal forma que la fase de lectura abierta del gen se fusione traduccionalmente con
una sefial amino-terminal compuesta por seis restos de histidina. Se cargan extractos de células infectadas con el
virus vaccinia recombinante en columnas de Ni**-acido nitriloacético-agarosa y se eluyen selectivamente proteinas
con sefal de histidina con tampones que contienen imidazol. El siguiente ejemplo describe un procedimiento que se
us6 para expresar los péptidos de HCV codificados por los acidos nucleicos incorporados en las presentes
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realizaciones.
EJEMPLO 13 [no ilustrativo de la presente invencion]

Para caracterizar la proteina de fusién NS3/4A y las versiones truncadas y mutadas de la misma, las construcciones
del vector, descritas en el Ejemplo 6, se transcribieron y tradujeron in vitro y los polipéptidos resultantes se
visualizaron por electroforesis en gel de dodecil sulfato sédico-poliacrilamida (SDS-PAGE). La transcripcion y la
traduccion in vitro se realizaron usando el sistema de lisado de reticulocitos acoplado a T7 (Promega, Madison, WI)
de acuerdo con las instrucciones del fabricante. Todas las reacciones de traduccion in vitro de las construcciones de
expresion se realizaron a 30°C con metionina marcada con % (Amersham International, Plc, Buckinghamshire,
UK). Las proteinas marcadas se separaron en geles de SDS-PAGE al 12% y se visualizaron para exponer la
pelicula de rayos X (Hyper Film-MP, Amersham) durante 6-18 horas.

El analisis in vitro revelé que todas las proteinas se expresaban en altas cantidades a partir de sus construcciones
de expresion respectivas. La construccién rNS3 (vector NS3-pVAX) produjo un solo péptido de aproximadamente
61 kDa, mientras que la construccion TPT (NS3/4A-TPT-pVAX) y la construccion RGT (NS3/4A-RGT-pVAX)
produjeron un solo polipéptido de aproximadamente 67 kDa, que es idéntico al peso molecular del péptido NS3/4A
no escindido producido a partir de la construccion NS3/4A-pVAX. El producto escindido producido a partir del
péptido NS3/4A expresado tenia aproximadamente 61 kDa, que era idéntico en tamafio al rNS3 producido a partir
del vector NS3-pVAX. Estos resultados demostraron que las construcciones de expresion eran funcionales, la
construccion NS3/4A era enzimaticamente activa, el rINS3 produjo un péptido del tamafio previsto y las mutaciones
TPT y RGT anularon completamente la escision en la union NS3-NS4A.

Las secuencias, construcciones, vectores, clones y otros materiales que comprenden los acidos nucleicos de HCV y
péptidos incorporados en las presentes realizaciones pueden estar en forma enriquecida o aislada. Como se usa en
este documento, “enriquecida” significa que la concentracion del material es al menos aproximadamente 2, 5, 10,
100 6 1000 veces su concentracion natural (por ejemplo), ventajosamente del 0,01% en peso, preferiblemente de al
menos aproximadamente el 0,1% en peso. También se contemplan preparaciones enriquecidas de
aproximadamente el 0,5%, 1%, 5%, 10% y 20% en peso. El término “aislado” requiere que el material se retire de su
entorno original (por ejemplo, el entorno natural si se produce de forma natural). Por ejemplo, un polinucleétido
natural presente en un animal vivo no esta aislado, pero el mismo polinucleétido separado de alguno o todos los
materiales coexistentes en el sistema natural esta aislado. También es ventajoso que las secuencias estén en forma
purificada. El término “purificado” no requiere la pureza absoluta; sino que pretende ser una definicion relativa. Las
proteinas aisladas se han purificado convencionalmente hasta la homogeneidad electroforética por tincion con
Coomassie, por ejemplo. Se contempla expresamente la purificacion del material de partida o el material natural en
al menos un orden de magnitud, preferiblemente dos o tres érdenes y mas preferiblemente cuatro o cinco 6rdenes
de magnitud.

El producto del gen de HCV descrito en este documento también puede expresarse en plantas, insectos y animales
para crear un organismo transgénico. Los sistemas vegetales transgénicos deseables que tienen un péptido de
HCV incluyen Arabidopsis, maiz y Chlamydomonas. Los sistemas de insecto deseables que tienen un péptido de
HCV incluyen, pero sin limitacion, D. melanogaster y C. elegans. Pueden usarse animales de cualquier especie
incluyendo, pero sin limitacién, anfibios, reptiles, aves, ratones, hamsteres, ratas, conejos, cobayas, cerdos, cerdos
enanos, cabras, perros, gatos y primates no humanos, por ejemplo, babuinos, monos y chimpancés, para generar
animales transgénicos que tengan una molécula de HCV incorporada en las presentes realizaciones. Estos
organismos transgénicos deseablemente presentan transferencia de linea germinal de los péptidos de HCV
descritos en este documento.

Preferiblemente se usa cualquier técnica conocida en esta materia para introducir el transgen de HCV en animales
para producir las lineas fundadoras de animales transgénicos o para inactivar o reemplazar genes de HCV
existentes. Estas técnicas incluyen, pero sin limitacion, la microinyeccién pronuclear (Hoppe, P. C. y Wagner, T. E.,
1989, Patente de Estados Unidos N° 4.873.191); la transferencia de genes mediados por retrovirus en lineas
germinales (Van der Putten y col., Proc. Natl. Acad. Sci., USA 82:6148-6152 (1985); la direccion de genes en
células madre embrionarias (Thompson y col., Cell 56:313-321 (1989); electroporacién de embriones (Lo, Mol Cell.
Biol. 3: 1803-1814 (1983); y transferencia de genes mediada por esperma (Lavitrano y col., Cell 57:717-723 (1989);
véase también Gordon, Transgenic Animals, Intl. Rev. Cytol. 115:171-229 (1989). La siguiente seccién describe la
fabricacién de anticuerpos que interaccionan con los péptidos de HCV descritos en este documento.

Anticuerpos Anti-HCV

Después de la sintesis, expresion y aislamiento o purificacion de los péptidos de HCV, el péptido aislado o
purificado puede usarse para generar anticuerpos. Dependiendo del contexto, el término “anticuerpos” puede incluir

28



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

ES 2371936 T3

anticuerpos policlonales, monoclonales, quiméricos, monocatenarios, fragmentos Fab y fragmentos producidos por
una biblioteca de expresién de Fab. Los anticuerpos que reconocen los péptidos de HCV tienen muchos usos
incluyendo, pero sin limitacién, aplicaciones biotecnolégicas, aplicaciones terapéuticas/profilacticas y aplicaciones
de diagndstico.

Para la produccion de anticuerpos pueden inmunizarse varios hospedadores no humanos, incluyendo cabras,
conejos, ratas y ratones, por inyeccién con un péptido de HCV. Dependiendo de la especie de hospedador, pueden
usarse diversos adyuvantes para aumentar la respuesta inmunoldgica. Estos adyuvantes incluyen, pero sin
limitacion, ribavirina, adyuvante de Freund, geles minerales tales como hidréxido de aluminio y sustancias
tensioactivas tales como lisolecitina, polioles pluronic, polianiones, péptidos, emulsiones de aceite, hemocianina de
lapa californiana y dinitrofenol. También son adyuvantes potencialmente utiles BCG (Bacillus Calmette-Guerin) y
Corynebacterium parvum.

Los péptidos usados para inducir anticuerpos especificos pueden tener una secuencia de aminoacidos consistente
en al menos cuatro aminoécidos, y preferiblemente de al menos 10 a 15 aminoacidos. Por medio de una estrategia,
se fusionan tramos cortos de aminoacidos que codifican fragmentos de NS3/4A con los de otra proteina tal como la
hemocianina de lapa californiana de tal forma que se produzca un anticuerpo contra la molécula quimérica.
Ademas, a un animal se le administra una composicién que comprende ribavirina y NS3/4A (SEQ ID NO: 17), un
fragmento de la misma de al menos 4, 6, 8, 10, 12, 15 6 20 aminoacidos de longitud o un acido nucleico que
codifica una o mas de estas moléculas. Aunque pueden generarse anticuerpos capaces de reconocer
especificamente HCV por inyeccion de péptidos sintéticos de 3, 10 y 15 unidades que corresponden a un péptido de
HCV en ratones, puede generase una serie mas diversa de anticuerpos usando péptidos de HCV recombinantes
preparados como se ha descrito anteriormente.

Para generar anticuerpos contra un péptido de HCV, se aisla el péptido sustancialmente puro a partir de una célula
transfectada o transformada. La concentraciéon del péptido en la preparacion final se ajusta, por ejemplo, por
concentracion en un dispositivo de filiro Amicon, al nivel de unos pocos microorganismos/mililitro. Después pueden
preparase anticuerpos monoclonales o policlonales contra el péptido de interés como se indica a continuacion:

Pueden prepararse anticuerpos monoclonales contra un péptido de HCV usando cualquier técnica que proporcione
la produccién de moléculas de anticuerpo por lineas celulares continuas en cultivo. Estas incluyen, pero sin
limitacion, la técnica de hibridoma descrita originalmente por Koehler y Milstein (Nature 256:495-497 (1975), la
técnica de hibridoma de células B humanas (Kosbor y col. Immunol Today 4:72 (1983); Cote et al Proc Natl Acad
Sci 80:2026-2030 (1983)), y la técnica de hibridoma de EBV (Cole y col. Monoclonal Antibodies and Cancer
Therapy, Alan R. Liss Inc, New York N.Y., pag. 77-96 (1985)). Ademas, pueden usarse técnicas desarrolladas para
la produccién de “anticuerpos quiméricos”, el corte y empalme de genes de anticuerpo de ratén con genes de
anticuerpo humano para obtener una molécula con la especificidad antigénica y la actividad biolégica apropiada.
(Morrison y col. Proc Natl Acad Sci 81:6851-6855 (1984); Neuberger y col. Nature 312:604-608(1984); Takeda y col.
Nature 314:452-454 (1985)). Como alternativa, pueden adaptarse técnicas descritas para la produccion de
anticuerpos monocatenarios (Patente de Estados Unidos N° 4.946.778) para producir anticuerpos monocatenarios
especificos de HCV. También pueden producirse anticuerpos por induccién de la produccion in vivo de la poblacién
de linfocitos o por seleccién de bibliotecas de inmunoglobulinas recombinantes o paneles de reactivos de union de
alta especificidad como es describe en Orlandi y col., Proc Natl Acad Sci 86: 3833-3837 (1989), y Winter G. y
Milstein C; Nature 349:293-299 (1991).

También pueden generarse fragmentos de anticuerpo que contienen sitios de unién especifica para un péptido de
HCV. Por ejemplo, estos fragmentos incluyen, pero sin limitacion, los fragmentos F(ab’). que pueden producirse por
digestién con pepsina de la molécula de anticuerpo y los fragmentos Fab que pueden generarse reduciendo los
enlaces disulfuro de los fragmentos F(ab’),. Como alternativa, pueden construirse bibliotecas de expresion de Fab
para permitir una identificacion rapida y facil de fragmentos Fab monoclonales con la especificidad deseada. (Huse
W. D. y col. Science 256:1275-1281 (1989)).

Por medio de una estrategia, se preparan anticuerpos monoclonales contra un péptido de HCV como se indica a
continuacién. En resumen, en un ratén se inoculan repetidamente unos pocos microgramos de la proteina
seleccionada o péptidos derivados de la misma durante un periodo de unas pocas semanas. Después se sacrifica el
ratdn y se aislan las células productoras de anticuerpos del bazo. Las células del bazo se fusionan en presencia de
polietilenglicol con células de mieloma de ratén, y las células no fusionadas sobrantes se destruyen por medio del
desarrollo del sistema en un medio selectivo que comprende aminopterina (medio HAT). Las células fusionadas
satisfactoriamente se diluyen y se ponen alicuotas de la dilucidon en pocillos de una placa de microtitulacion en la
que se continia el desarrollo del cultivo. Se identifican clones productores de anticuerpo por deteccion de
anticuerpos en el liquido sobrenadante de los pocillos por procedimientos de inmunoensayo tales como ELISA,
como describié originalmente Engvall, E., Meth. Enzymol. 70:419 (1980), y procedimientos derivados de los
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mismos. Los clones positivos seleccionados pueden expandirse y su producto de anticuerpo monoclonal puede
recogerse para el uso. En Davis, L. y col. Basic Methods in Molecular Biology Elsevier, Nueva York, Seccién 21-2 se
describen procedimientos detallados para la produccién de anticuerpos monoclonales.

Pueden prepararse antisueros policlonales que contienen anticuerpos contra epitopos heterogéneos de una sola
proteina por inmunizacion de animales adecuados con la proteina expresada o péptidos derivados de la misma
como se ha descrito anteriormente, que pueden estar sin modificar o modificados para aumentar la
inmunogenicidad. La produccion eficaz de anticuerpos policlonales se ve afectada por muchos factores
relacionados tanto con el antigeno como con la especie hospedadora. Por ejemplo, las moléculas pequefias tienden
a ser menos inmunogénicas que otras y pueden requerir el uso de vehiculos y adyuvantes. Ademas, los animales
hospedadores varian en respuesta al sitio de las inoculaciones y la dosis, dando las dosis inadecuadas o excesivas
de antigeno un antisuero de bajo titulo. Lo mas fiable parece ser administrar pequefias dosis (del nivel de ng) de
antigeno en multiples sitios intradérmicos. Puede encontrarse un protocolo de inmunizacién eficaz para conejos en
Vaitukaitis, J. y col. J. Clin. Endocrinol. Metab. 33:988-991 (1971).

Se administran inyecciones de refuerzo a intervalos regulares y se recoge el antisuero cuando empieza a reducirse
su titulo de anticuerpo, determinado semicuantitativamente, por ejemplo, por inmunodifusion doble en agar contra
concentraciones conocidas del antigeno. Véase, por ejemplo, Ouchterlony, O. y col., Capitulo 19 en: Handbook of
Experimental Immunology D. Wier (ed) Blackwell (1973). La concentracion estacionaria de anticuerpo normalmente
esta en el intervalo de 0,1 a 0,2 mg/ml de suero (aproximadamente 12 uM). La afinidad del antisuero por el antigeno
se determina preparando curvas de unién competitiva, como se describe, por ejemplo, por Fisher, D., Capitulo 42
en: Manual of Clinical Immunology, 22 Ed. (Rose y Friedman, Eds.) Amer. Soc. For Microbiol., Washington, D.C.
(1980)). Las preparaciones de anticuerpo preparadas de acuerdo con cualquier protocolo son utiles en
inmunoensayos cuantitativos que determinan las concentraciones de sustancias que llevan antigeno en muestras
bioldgicas; también se usan semicuantitativa o cualitativamente (por ejemplo, en realizaciones de diagnéstico que
identifican la presencia de HCV en muestras bioldgicas). La seccion proporcionada a continuacion describe con mas
detalle algunas de las realizaciones de diagndstico.

Diagnésticos

En general, los diagndsticos se clasifican de acuerdo con si se usa un ensayo basado en acido nucleico o en
proteinas. Algunos ensayos de diagnéstico detectan la presencia o ausencia de una secuencia de acido nucleico de
HCV incorporada en las realizaciones de la presente invencion en una muestra obtenida a partir de un paciente,
mientras que otros ensayos pretenden identificar si un péptido de HCV incorporado en las realizaciones de la
presente invencion esta presente en una muestra biolégica obtenida a partir de un paciente. Ademas, también se
incorpora en las realizaciones de la presente invencién la fabricacién de kits que incorporan los reactivos y
procedimientos descritos en este documento que permiten la rapida deteccion e identificacion de HCV. Estos kits de
diagnodstico pueden incluir, por ejemplo, una sonda de &cido nucleico o anticuerpo incorporado, que detecta
especificamente HCV. El componente de deteccion de estos kits tipicamente se suministrard en combinacién con
uno o mas de los siguientes reactivos. A menudo se proporcionara un soporte capaz de absorber o unirse de otra
manera al ADN, al ARN o las proteinas. Los soportes disponibles incluyen membranas de nitrocelulosa, nylon, o
nylon modificado que puede caracterizarse por llevar una serie de sustituyentes cargados positivamente. En estos
kits pueden suministrarse una o mas enzimas de restriccion, reactivos de control, tampones, enzimas de
amplificacion y polinucleétidos no humanos tales como ADN de timo de ternero o ADN de esperma de salmén.

Los diagndsticos basados en acidos nucleicos utiles incluyen, pero sin limitacion, secuenciacién directa de ADN,
analisis de transferencia de Southern, analisis dot blot, amplificacién de acidos nucleicos y combinaciones de estas
estrategias. El punto de partida para estos analisis es un acido nucleico aislado o purificado a partir de una muestra
bioldgica obtenida de un paciente que se sospecha que ha contraido HCV o un paciente con riesgo de contraer
HCV. El acido nucleico se extrae de la muestra y puede amplificarse por RT-PCR y/o amplificacion de ADN usando
cebadores que corresponden a regiones que flanquean las secuencias de acido nucleico de HCV incorporadas en
las realizaciones de la presente invencion (por ejemplo, NS3/4A (SEQ ID NO: 16)).

Se unen sondas de acido nucleico que hibridan especificamente con secuencias de HCV a un soporte en una serie
ordenada, donde las sondas de acido nucleico se unen a regiones distintas del soporte que no solapan entre si.
Preferiblemente, esta serie ordenada se denomina “dirigible” cuando se registran las distintas localizaciones de la
sonda y puede accederse a ellas como parte de un procedimiento de ensayo. Estas sondas se unen a un soporte
en diferentes localizaciones conocidas. El conocimiento de la localizacion precisa de cada sonda de acido nucleico
hace que estas series “dirigibles” sean particularmente Utiles en ensayos de union. Los acidos nucleicos
procedentes de una preparacion de varias muestras bioldgicas después se marcan por estrategias convencionales
(por ejemplo, radiactividad o fluorescencia) y las muestras marcadas se aplican a la serie en condiciones que
permiten la hibridacion.
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Si un acido nucleico presente en las muestras hibrida con una sonda de la serie, entonces se detectara una sefal
en una posicion del soporte que corresponda a la localizacién del hibrido. Como se conoce la identidad de cada
muestra marcada y la regién del soporte en el que se aplicé la muestra marcada, puede realizarse rapidamente una
identificacion de la presencia de la variante polimérfica. Estas estrategias se automatizan facilmente usando la
tecnologia conocida para los expertos en la materia de analisis de deteccidn o diagndstico de alto rendimiento.

Ademas, puede emplearse una estrategia opuesta a la presentada anteriormente. Los acidos nucleicos presentes
en las muestras biolégicas pueden disponerse en un soporte para crear una serie dirigible. Preferiblemente, las
muestras se disponen en el soporte en posiciones conocidas que no solapan. La presencia de acidos nucleicos de
HCV en cada muestra se determina aplicando sondas de acido nucleico marcadas que complementan acidos
nucleicos que codifican péptidos de HCV, en localizaciones de la serie que corresponden a las posiciones en las
que se dispusieron las muestras biologicas. Como se conoce la identidad de la muestra bioldgica y su posicion en la
serie, puede realizarse rapidamente la identificacién de un paciente que se ha infectado con HCV. Estas estrategias
también se automatizan facilmente usando la tecnologia conocida para los expertos en la materia de analisis de
diagnéstico de alto rendimiento.

Puede emplearse cualquier tecnologia de series dirigribles conocida en la técnica. Una realizacién particular de la
series polinucleotidicas se conoce como Genechips M y se ha descrito, en general, en la Patente de Estados
Unidos 5.143854; y en las Publicaciones PCT WO 90/15070 y 92/10092. Estas series generalmente se producen
usando procedimientos de sintesis mecanicos o procedimientos de sintesis dirigida por luz, que incorporan una
combinacion de procedimientos fotolitograficos y sintesis de oligonucleétidos en fase sélida. (Fodor y col., Science,
251:767-777, (1991)). La inmovilizacion de series de oligonucledtidos en soportes sélidos se ha hecho posible por
medio del desarrollo de una tecnologia identificada en general como "Very Large Scale Immobilized Polymer
Synthesis" (VLSPIS™) (Sintesis en Polimeros Inmovilizados a Escala muy Grande) en la que, tipicamente, se
inmovilizan sondas en una serie de alta densidad en una superficie solida de un chip. En las Patentes de Estados
Unidos 5.143.854 y 5.412.087, y en las Publicaciones PCT WO 90/15070, WO 92/10092 y WO 95/11995, se
proporcionan ejemplos de tecnologias VLSPIS™ que describen procedimientos para formar series de
oligonucledtidos por medio de técnicas tales como técnicas de sintesis dirigidas por luz. Para disefar estrategias
destinadas a proporcionar series de nucleétidos inmovilizados en soporte sdlidos, se desarrollaron otras estrategias
de presentacion para ordenar y presentar las series de oligonucleétidos en los chips con la intenciéon de maximizar
los patrones de hibridacion y la informacion de diagndstico. Se describen ejemplos de estas estrategias de
presentacion en las Publicaciones PCT WO 94/12305, WO 94/11530, WO 97/29212 y WO 97/31256.

Los expertos en la materia conocen una amplia diversidad de marcadores y técnicas de conjugacion y éstos pueden
usarse en diversos ensayos de acidos nucleicos. Hay varias formas de producir acidos nucleicos marcados para la
hibridacion o PCR incluyendo, pero sin limitacién, oligomarcaje, desplazamiento de mella, marcaje terminal o
amplificaciéon por PCR usando un nucleétido marcado. Como alternativa, un acido nucleico que codifica un péptido
de HCV puede clonarse en un vector para la produccién de una sonda de ARNm. Estos vectores se conocen en la
técnica, estan disponibles en el mercado y pueden usarse para sintetizar sondas de ARN in vitro por medio de la
adicion de una ARN polimerasa apropiada tal como T7, T3 o SP6 y nucleétidos marcados. Varias compaiias tales
como Pharmacia Biotech (Piscataway N.J.), Promega (Madison Wis.), y U.S. Biochemical Corp (Cleveland, Ohio)
suministran kits comerciales y protocolos para usar estos procedimientos. Las moléculas indicadoras o marcadores
adecuados incluyen los radionuclidos, enzimas, agentes fluorescentes, quimioluminiscentes o cromogénicos, asi
como sustratos, cofactores, inhibidores, particulas magnéticas y similares.

La presencia de un péptido de HCV en una muestra proteica obtenida a partir de un paciente puede detectarse
usando ensayos convencionales o mediante medios dados a conocer en este documento. Por ejemplo, pueden
usarse anticuerpos que son inmunorreactivos con los péptidos de HCV descritos para seleccionar muestras
bioldgicas con respecto a la presencia de una infeccion por HCV. Se usan anticuerpos que son reactivos con los
péptidos de HCV incorporados en las realizaciones de la presente invencidn para inmunoprecipitar los péptidos de
HCV descritos a partir de muestras bioldgicas, o se usan para reaccionar con proteinas obtenidas a partir de una
muestra bioldgica en transferencias de Western o inmunotransferencias. Las realizaciones de diagnéstico preferidas
también incluyen ensayos de inmunoabsorbente ligado a enzima (ELISA), radioinmunoensayos (RIA), ensayos
inmunorradiométricos (IRMA) y ensayos inmunoenzimaticos (IEMA), incluyendo ensayos de sandwich que usan
anticuerpos monoclonales y/o policlonales especificos para los péptidos de HCV descritos. David y col. describen
ensayos de sandwich ilustrativos en las Patentes de Estados Unidos N° 4.376.110 y 4.486.530. Otras realizaciones
emplean aspectos de la tecnologia de tiras inmunes descrita en las Patentes de Estados Unidos N° 5.290.678;
5.604.105; 5.710.008; 5.744.358; y 5.747.274.

En otro diagnéstico basado en proteinas, los anticuerpos descritos en este documento se unen a un soporte en una
serie ordenada, donde una pluralidad de anticuerpos se unen a distintas regiones del soporte que no solapan entre
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si. Como ocurre con las series basadas en acidos nucleicos, las series basadas en proteinas son series ordenadas
que estan disefiadas para ser “dirigibles” de tal forma que las distintas localizaciones se registren y pueda
accederse a ellas como parte de un procedimiento de ensayo. Estas sondas se unen a un soporte en diferentes
localizaciones conocidas. El conocimiento de la localizacion precisa de cada sonda hace que estas series
“dirigibles” sea particularmente util en ensayos de unién. Por ejemplo, una serie dirigible puede comprender un
soporte que tiene varias regiones a las que se une una pluralidad de sondas de anticuerpo que reconocen
especificamente los péptidos de HCV presentes en una muestra bioldgica y diferencian el isotipo de HCV
identificado aqui.

Por medio de una estrategia, se obtienen proteinas a partir de muestras biolégicas y después se marcan por
estrategias convencionales (por ejemplo, por radiactividad, colorimetria o fluorescencia). Las muestras marcadas
después se aplican a la serie en condiciones que permiten la unién. Si una proteina de la muestra se une a una
sonda de anticuerpo de la serie, entonces se detectara una sefial en la posicién del soporte que corresponde a la
localizaciéon del complejo anticuerpo-proteina. Como se conoce la identidad de cada muestra marcada y se conoce
la region del soporte en la que se aplico la muestra marcada, puede realizarse rapidamente una identificaciéon de la
presencia, concentracion y/o nivel de expresion. Es decir, empleando patrones marcados de una concentracion
conocida de péptido de HCV, un investigador puede determinar de forma precisa la concentracion de proteina del
péptido particular en una muestra ensayada y también puede evaluar el nivel de expresion del péptido de HCV.
También pueden usarse procedimientos convencionales en densitometria para determinar de forma mas precisa la
concentracion o nivel de expresion del péptido de HCV. Estas estrategias se automatizan facilmente usando la
tecnologia conocida para los expertos en la materia del andlisis de diagndstico de alto rendimiento.

Puede emplearse una estrategia opuesta a la presentada anteriormente. Las proteinas presentes en muestra
bioldgicas pueden disponerse en un soporte para crear una serie dirigible. Preferiblemente, las muestras de
proteinas se disponen en el soporte en posiciones conocidas que no solapan. Después se determina la presencia
de un péptido de HCV en cada muestra aplicando sondas de anticuerpo marcadas que reconocen epitopos
especificos para el péptido de HCV. Como se conoce la identidad de la muestra bioldgica y su posicion en la serie,
puede realizarse rapidamente una identificacion de la presencia, concentracion y/o nivel de expresion de un péptido
de HCV.

Es decir, empleando patrones marcados de una concentracién conocida de un péptido de HCV, un investigador
puede determinar de forma precisa la concentracion de péptido en una muestra y, a partir de esta informacion,
puede evaluar el nivel de expresion del péptido. También pueden usarse procedimientos convencionales en
densitometria para determinar de forma mas precisa la concentracién o nivel de expresién del péptido de HCV.
Estas estrategias también se automatizan facilmente usando tecnologias conocidas para los expertos en la materia
del analisis de diagndstico de alto rendimiento. Como se ha detallado anteriormente, puede emplearse cualquier
tecnologia de series dirigibles conocida en la técnica. La siguiente seccion describe algunas de las composiciones
gue pueden tener uno o mas de los acidos nucleicos de HCV o péptidos de HCV incorporados en las realizaciones
de la presente invencion.

Composiciones que comprenden los acidos nucleicos o péptidos de HCV incorporados en las presentes
realizaciones.

Al menos uno de los acidos nucleicos o péptidos de HCV puede estar unido a un soporte. Preferiblemente, estos
soportes se fabrican para crear un agente multimérico. Estos agentes multiméricos proporcionan el péptido o acido
nucleico de HCV de tal manera que se consiga una afinidad suficiente con la molécula. Un agente multimérico que
tiene un acido nucleico o péptido de HCV puede obtenerse uniendo la molécula deseada a un soporte
macromolecular. Puede calificarse de “soporte” un vehiculo, una proteina, una resina, una membrana celular o
cualquier estructura macromolecular usada para unir o inmovilizar estas moléculas. Los soportes sdlidos incluyen,
pero sin limitacion, las paredes de los pocillos de una bandeja de reaccién, tubos de ensayo, perlas de poliestireno,
perlas magnéticas, tiras de nitrocelulosa, membranas, microparticulas tales como particulas de latex, células
animales, Duracyte®, células artificiales y otras. Un acido nucleico o péptido de HCV también puede unirse a
vehiculos inorganicos tales como material de éxido de silicio (por ejemplo, silicagel, zeolita, tierra de diatomeas o
vidrio aminado) por ejemplo, por medio de un enlace covalente a través de un grupo hidroxi, carboxi o0 amino y un
grupo reactivo en el vehiculo.

En varios agentes multiméricos, el soporte macromolecular tiene una superficie hidréfoba que interacciona con una
parte del acido nucleico o péptido de HCV por medio de una interacciéon no covalente hidréfoba. En algunos casos,
la superficie hidrofoba del soporte es un polimero tal como un plastico o cualquier otro polimero en el que se han
unido grupos hidréfobos tales como poliestireno, polietileno o polivinilo. Ademas, el acido nucleico o péptido de HCV
puede unirse covalentemente a vehiculos que incluyen proteinas y oligo/polisacaridos (por ejemplo, celulosa,
almidén, glucégeno, quitosano o sefarosa aminada). En estos ultimos agentes multiméricos se usa un grupo
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reactivo en la molécula, tal como un grupo hidroxi o amino, para la unién a un grupo reactivo en el soporte para
crear un enlace covalente. Otros agentes multiméricos adicionales comprenden un soporte que tiene otros grupos
reactivos que estan quimicamente activados para unirse al acido nucleico o péptido de HCV. Por ejemplo, se usan
matrices activadas con bromuro de ciandgeno, matrices activadas con epoxi, geles de tio y tiopropilo, enlaces de
cloroformiato de nitrofenilo y cloroformiato de N-hidroxi succinimida, o soportes acrilicos de oxirano. (Sigma).

Deseablemente, los vehiculos para uso en el cuerpo (por ejemplo, para aplicaciones profilacticas o terapéuticas)
son fisiologicos, no toxicos y preferiblemente no generan respuestas inmunes. Los vehiculos adecuados para uso
en el cuerpo incluyen poli-L-lisina, poli-D,L-alanina, liposomas y Chromosorb® (Johns-Manville Products, Denver
Co.). Se ha ensayado Chromosorb® conjugado con ligando (Synsorb-Pk) en seres humanos para la prevencion del
sindrome hemolitico-urémico y se ha notificado que no presenta reacciones adversas. (Armstrong y col. J. Infectious
Diseases 171:1042-1045 (1995)). Para algunas realizaciones, se administra un vehiculo “desnudo” (es decir, que
carece de un acido nucleico o un péptido de HCV unido) que tiene la capacidad de unirse a un acido nucleico o un
péptido de HCV en el cuerpo de un organismo. Por medio de esta estrategia, se prevé una terapia de tipo “pro-
farmaco” en la que el vehiculo desnudo se administra por separado del acido nucleico o péptido de HCV vy, una vez
que los dos estan en el cuerpo del organismo, el vehiculo y el acido nucleico o péptido de HCV se ensamblan
formando un complejo multimérico.

También se contempla la insercion de enlazadores, tales como enlazadores (por ejemplo “enlazadores A” obtenidos
por ingenieria genética para que se parezcan a las regiones flexibles del fago 1) de una longitud apropiada entre el
acido nucleico o péptido de HCV vy el soporte, para mejorar la flexibilidad del péptido de HCV, hibrido o molécula de
union y de esta manera solucionar cualquier impedimento estérico que pueda presentar el soporte. La
determinacién de una longitud apropiada de enlazador que permita una respuesta celular 6ptima o la ausencia de la
misma puede realizarse seleccionando el acido nucleico o péptido de HCV con enlazadores variable en los ensayos
detallados en la presente descripcion.

También se prevé un soporte compuesto que comprende mas de un tipo de acido nucleico o péptido de HCV. Un
“soporte compuesto” puede ser un vehiculo, una resina o cualquier estructura macromolecular usada para unir o
inmovilizar dos 0 mas acidos nucleicos o péptidos de HCV diferentes. Como se ha indicado anteriormente, también
se contempla la insercidon de enlazadores, tales como el enlazador A, de una longitud apropiada entre el acido
nucleico o péptido de HCV y el soporte, para aumentar la flexibilidad en la molécula y de esta manera solucionar
cualquier impedimento estérico que se pudiera producir. La determinacion de una longitud de enlazador apropiada
que permita una respuesta celular 6ptima o su ausencia puede determinarse seleccionando el acido nucleico o
péptido de HCV con enlazadores variables en los ensayos detallados en la presente descripcion.

Los soportes multiméricos y compuestos descritos anteriormente pueden tener unidos acidos nucleicos o péptidos
de HCV multimerizados para crear “soportes multiméricos multimerizados” y “soportes compuestos multimerizados”,
respectivamente. Un ligando multimerizado puede obtenerse, por ejemplo, por medio del acoplamiento de dos o
mas acidos nucleicos o péptidos de HCV en tdndem usando técnicas convencionales en biologia molecular. La
forma multimerizada del acido nucleico o péptido de HCV puede ser ventajosa para muchas aplicaciones debido,
por ejemplo, a la capacidad de obtener un agente con mayor afinidad. También puede ser ventajosa para algunas
realizaciones la incorporacion de enlazadores o espaciadores, tales como enlazadores A flexibles, entre los
dominios individuales que constituyen el agente multimerizado. La insercidon de enlazadores A de una longitud
apropiada entre dominios de union a proteinas, por ejemplo, puede mejorar la flexibilidad en la molécula y puede
solucionar el impedimento estérico. De manera similar, la insercion de enlazadores entre el acido nucleico o péptido
de HCV multimerizado y el soporte puede aumentar la flexibilidad y aumentar el impedimento estérico presentado
por el soporte. La determinacién de una longitud de enlazador apropiada puede determinarse usando los acidos
nucleicos o péptidos de HCV en los ensayos detallados en esta descripcion.

La divulgacion incluye vacunas genéticas como se ha descrito anteriormente. Estas composiciones contienen
ribavirina y un acido nucleico que codifica NS3/4A (SEQ ID NO: 17), NS3 (SEQ ID NO: 29), o un mutante (por
ejemplo, SEQ ID NO: 30-32 y 43-49) o un fragmento del mismo (por ejemplo, SEQ ID NO: 25-27 y 33-42). El
siguiente ejemplo describe la preparacion de una vacuna genética adecuada para uso en seres humanos.

EJEMPLO 14

Se disefia un plasmido de expresién de HCV para expresar el péptido NS3/4A. La secuencia codificante de NS3/4A
de NS3/4A-pVAX se retira por digestion con EcoRl 'y XBal y el fragmento aislado se inserta en el plasmido A para
que esté bajo el control transcripcional del promotor de CMV vy el elemento potenciador de RSV. (Véase la Patente
de Estados Unidos N° 6.235.888 de Pachuk, y col.). El esqueleto del plasmido A tiene un longitud de 3969 pares de
bases; contiene un origen de replicacion de PBR para la replicaciéon en E. coli y un gen de resistencia a kanamicina.
En una region polienlazadora se clonan insertos tales como NS3/4A, poniendo el inserto entre y preferiblemente
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unido al promotor y a la sefial de poliadenilacion. La transcripcién de los insertos clonados esta bajo el control del
promotor de CMV vy los elementos potenciadores de RSV. La sefial de poliadenilacion se proporciona por la
presencia de una sefial de poli A de SV40 situada justo en la posicién 3’ del sitio de clonacién. Después se obtiene
una composicion de vacuna que contiene NS3/4A mezclando 500 ug de la construccion rNS3/4A con un 1 mg de
ribavirina.

Dicha composicién de vacuna puede usarse para inducir anticuerpos en un mamifero (por ejemplo, ratones o
conejos) o puede inyectarse por via intramuscular en un ser humano para inducir anticuerpos, preferiblemente un
ser humano que esta infectado de forma cronica con el virus de HCV. El destinatario preferiblemente también recibe
tres refuerzos de inmunizacion de la mezcla a intervalos de cuatro semanas. Por medio del tercer refuerzo, el titulo
de anticuerpo especifico para HCV aumentara significativamente. Ademas, en este momento, dicho sujeto
experimentara una mayor respuesta inmune mediada por anticuerpos y por células T contra NS3, como se
demuestra por una mayor fraccion de anticuerpos especificos de NS3 detectados por EIA, y una reduccion en la
carga viral detectada RT-PCR.

Se dan a conocer en el presente documento proteinas de fusion NS3/4A o acidos nucleicos que codifican estas
moléculas. La produccion y la purificacion de la proteina recombinante pueden facilitarse por medio de la adicion de
aminoacidos auxiliares para formar "una sefal". Estas sefales incluyen, pero sin limitacion, His-6, Flag, Myc y GST.
Las sefiales pueden anadirse al extremo C, al extremo N o dentro de la secuencia de aminoacidos de NS3/4A.
Otros aspectos de la divulgacion incluyen proteinas de fusion NS3/4A con truncamientos amino o carboxi
terminales, o deleciones internas, o con secuencias polipeptidicas adicionales afiadidas a los extremos amino o
carboxi terminales, o afiadidas internamente. Otros aspectos incluyen proteinas de fusion NS3/4A, o versiones
truncadas o mutadas de las mismas, donde se han sustituido los restos del sitio de escision proteolitica de NS3/4A.
Estas sustituciones incluyen, pero sin limitacién, secuencias en las que el sitio P1’ es una Ser, Gly o Pro, o la
posicion P1 es una Arg, o donde la secuencia P8 a P4’ es Ser-Ala-Asp-Leu-Glu-Val-Val-Thr-Ser-Thr-Trp-Val (SEQ
ID NO: 28).

Otros aspectos se refieren a un inmunégeno que comprende la proteina de fusion NS3/4A, o una version truncada o
modificada de la misma, capaz de inducir una respuesta inmune mejorada contra NS3. El inmunégeno puede
proporcionarse en una forma sustancialmente purificada, lo que significa que el inmunégeno se ha liberado
sustancialmente de otras proteinas, lipidos, carbohidratos u otros compuestos con los que esta asociado
naturalmente. Se realiza la divulgacién de composiciones de vacuna que comprenden la proteina de fusion NS3/4A
(SEQ ID NO: 17) o una versién truncada o mutada de la misma (por ejemplo, SEQ ID NO: 29-32 y 43-49) o un
fragmento de la misma (por ejemplo, SEQ ID NO: 25-27 y 33-42), y un adyuvante, tal como ribavirina. El siguiente
ejemplo describe una estrategia para preparar una composicion de vacuna que comprende la proteina de fusion
NS3/4A y un adyuvante.

EJEMPLO 15

Para generar una construcciéon NS3/4A con sefal, la secuencia codificante de NS3/4A de NS3/4A-pVAX se retira
por digestion con EcoRl 'y Xbal, y el fragmento aislado se inserta en un vector Xpress(Invitrogen). El vector Xpress
permite la produccién de una proteina de fusién recombinante que tiene un péptido lider N-terminal corto que tiene
una alta afinidad por cationes divalentes. Usando una resina quelante de niquel (Invitrogen), la proteina
recombinante puede purificarse en una etapa y el lider puede retirarse posteriormente por escisién con
enteroquinasa. Un vector preferido es el pBlueBacHis2 Xpress. El vector pBlueBacHis2 Xpress es un vector de
expresion de Baculovirus que contiene un sitio de clonacién multiple, un gen de resistencia a ampicilina y un gen lac
Z. Por consiguiente, el fragmento de amplificacion digerido se clona en el vector pBlueBacHis2 Xpress y se infectan
células SF9. La proteina de expresion después se aisla o purifica de acuerdo con las instrucciones del fabricante.
Después se prepara una composicion de vacuna que contiene NS3/4A mezclando 100 pg del rNS3/4A con 1 mg de
ribavirina.

Dicha composicién de vacuna puede usarse para inducir anticuerpos en un mamifero (por ejemplo, ratones o
conejos) o puede inyectarse por via intramuscular en un ser humano para inducir anticuerpos, preferiblemente un
ser humano que esté infectado de manera crénica con el virus de HCV. El receptor preferiblemente recibe tres
refuerzos de inmunizacién de la mezcla a intervalos de 4 semanas. Por medio del tercer refuerzo, aumentara
significativamente el titulo de anticuerpo especifico para HCV. Ademas, en este momento, dicho sujeto
experimentara una mayor respuesta inmune mediada por anticuerpos y por células T contra NS3, como se
demuestra por una mayor fraccion de anticuerpos especificos de NS3 detectados por EIA, y una reduccion en la
carga viral como se detecta por RT-PCR. La siguiente seccidon proporciona mas explicacién con respecto a los
procedimientos de uso de las composiciones descritas en este documento.

Procedimientos para usar composiciones que comprenden ribavirina y un antigeno
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Las rutas de la administraciéon de las vacunas descritas en este documento incluyen, pero sin limitacion,
transdérmica, parenteral, gastrointestinal, transbronquial y transalveolar. La administracion transdérmica puede
conseguirse por aplicacion de una crema, aclarado, gel u otro compuesto que permita que la ribavirina y el antigeno
penetren a través de la piel. Las vias de administracion parenteral incluyen, pero sin limitacion, inyeccion eléctrica o
directa tal como inyeccion directa en una linea venosa central, inyeccién intravenosa, intramuscular, intraperitoneal,
intradérmica o subcutanea. Las vias de administracién gastrointestinales incluyen, pero sin limitacion, la via por
ingestion y rectal. Las vias de administracion transbronquial y transalveolar incluyen, pero sin limitacién, inhalacion
a través de la boca o por via intranasal.

Las composiciones que tienen ribavirina y un antigeno que son adecuadas para la administracién transdérmica
incluyen, pero sin limitacion, suspensiones, aceites, cremas y pomadas farmacéuticamente aceptables aplicadas
directamente en la piel o incorporadas en un vehiculo protector tal como un dispositivo transdérmico (“parche
transdérmico”). Pueden encontrarse ejemplos de cremas, pomadas, etc. adecuadas, por ejemplo, en el Physician’s
Desk Reference. Por ejemplo, se describen ejemplos de dispositivos transdérmicos adecuados en la Patente de
Estados Unidos N° 4.818.540, expedida el 4 de abril de 1989 a Chinen, y col.

Las composiciones que tienen ribavirina y un antigeno que son adecuadas para administracion parenteral incluyen,
pero sin limitacién, soluciones isotonicas estériles farmacéuticamente aceptables. Estas soluciones incluyen, pero
sin limitacién, solucién salina, solucidn salina tamponada con fosfato y preparaciones oleosas para inyecciéon en una
linea venosa central, inyeccion intravenosa, intramuscular, intraperitoneal, intradérmica o subcutanea.

Las composiciones que tienen ribavirina y un antigeno que son adecuadas para administracion transbronquial y
transalveolar incluyen, pero sin limitacion, diversos tipos de aerosoles para inhalacion. También son realizaciones
dispositivos adecuados para la administracion transbronquial y transalveolar de estas composiciones. Estos
dispositivos incluyen, pero sin limitacion, atomizadores y vaporizadores. Muchas formas de atomizadores y
vaporizadores disponibles actualmente pueden adaptarse facilmente para administrar vacunas que tienen ribavirina
y un antigeno.

Las composiciones que tienen ribavirina y un antigeno que son adecuadas para la administracién gastrointestinal
incluyen, pero sin limitacién, polvos, pildoras o liquidos farmacéuticamente aceptables para ingestion y supositorios
para administracion rectal.

Las construcciones génicas descritas en este documento, en particular, pueden administrarse por medios que
incluyen, pero sin limitacion, jeringas tradicionales, dispositivos de inyecciéon sin agujas o “pistolas génicas de
bombardeo de microproyectiles”. Como alternativa, la vacuna genética puede introducirse por varios medios en
células que se extraen del individuo. Estos medios incluyen, por ejemplo, transfeccidon ex vivo, electroporacion,
microinyeccién y bombardeo de microproyectiles. Después de que la construccidon génica se haya captado por las
células, se reimplantan en el individuo. Se contempla que células de otra manera no inmunogénicas que tienen
construcciones génicas incorporadas pueden implantarse en el individuo incluso si las células vacunadas se
extrajeron originalmente de otro individuo.

De acuerdo con algunos aspectos de la divulgacion, la construccion génica se administra a un individuo usando un
dispositivo de inyeccion sin aguja. De acuerdo con algunas realizaciones, la construccion génica se administra
simultaneamente a un individuo por via intradérmica, subcutanea e intramuscular usando un dispositivo de inyeccién
sin aguja. Los dispositivos de inyeccién sin aguja son bien conocidos y estan ampliamente disponibles. Una persona
con experiencia en la materia puede, siguiendo las ensefianzas del presente documento, usar dispositivos de
inyeccion sin agujas para administrar material genético a las células de un individuo. Los dispositivos de inyeccion
sin agujas son adecuados para administrar material genético a todos los tejidos. Son particularmente Utiles para
administrar material genético a la piel y a células musculares. En algunos aspectos, puede usarse un dispositivo de
inyeccion sin aguja para empujar un liquido que contiene moléculas de ADN hacia la superficie de la piel del
individuo. El liquido se empuja a una velocidad suficiente para que, después del impacto con la piel, el liquido
atraviese la superficie de la piel, se infilire a través de la piel y llegue al tejido muscular por debajo de ésta. De esta
manera, el material genético se administra de forma simultanea por via intradérmica, subcutanea e intramuscular. En
algunos aspectos, puede usarse un dispositivo de inyeccidn sin aguja para administrar un material genético en un
tejido de otros 6rganos para introducir una molécula de acido nucleico en las células de ese 6rgano.

Las vacunas que contienen ribavirina y un antigeno pueden usarse para tratar y prevenir un amplio espectro de
enfermedades y pueden aumentar la respuesta inmune de un animal a un antigeno. Como apreciara un experto en
la materia, se han administrado vacunas convencionales a sujetos que necesitan tratamiento o prevencion de
enfermedades bacterianas, enfermedades viricas, enfermedades fungicas y canceres. Como las vacunas descritas
en el presente documento incluyen vacunas convencionales que se han modificado por la adicién de ribavirina, los
procedimientos descritos en el presente documento incluyen el tratamiento y prevencion de una enfermedad usando
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una vacuna que comprende un antigeno y ribavirina.

Los aspectos dados a conocer preferidos se refieren a procedimientos para tratar o prevenir una infecciéon de
hepatitis. En estos aspectos, a un animal que lo necesita se le proporciona un antigeno de hepatitis (un antigeno
peptidico o un antigeno basado en acidos nucleicos) y una cantidad de ribavirina suficiente para presentar una
actividad adyuvante en dicho animal. Por consiguiente, un animal podria identificarse como uno que lo necesita por
medio del uso de ensayos de diagnéstico disponibles actualmente o evaluacién clinica. La serie de antigenos de
virus de la hepatitis que pueden usarse con estas realizaciones es diversa. Los antigenos de virus de la hepatitis
preferidos incluyen un antigeno de HBV, un antigeno de HAV, un antigeno de HCV, acidos nucleicos que codifican
estos antigenos o cualquier combinacién de los mismos. Las realizaciones muy preferidas incluyen un antigeno de
HBV seleccionado entre el grupo compuesto por el antigeno de superficie de la hepatitis B (HBsAg), el antigeno
nuclear de hepatitis (HBcAg), y el antigeno e de la hepatitis (HBeAg), en particular, los antigenos basados en acidos
nucleicos y peptidicos descritos anteriormente. La ribavirina y el antigeno pueden proporcionarse por separado o en
combinacion, y también pueden proporcionarse otros adyuvantes (por ejemplo, aceite, alumbre u otros agentes que
aumentan la respuesta inmune) al animal que lo necesita. De esta manera, las realizaciones preferidas incluyen
procedimientos para tratar o prevenir la hepatitis en un animal (por ejemplo, HBV) identificando a un animal
infectado o un animal con riesgo de infeccion y proporcionando a dicho animal un antigeno de hepatitis (por
ejemplo, HBsAg, HBcAg y HBeAg) y una cantidad de ribavirina suficiente para presentar actividad adyuvante.

Otros aspectos dados a conocer incluyen procedimientos para aumentar una respuesta inmune a un antigeno
proporcionando a un animal que lo necesita una cantidad de ribavirina que es eficaz para mejorar dicha respuesta
inmune. En estos aspectos, se identifica a un animal que necesita una mayor respuesta inmune a un antigeno por
medio del uso de ensayos de diagnéstico o evaluacion clinica disponibles actualmente. A menudo, estos individuos
padeceran una enfermedad (por ejemplo, bacteriana, fungica, por mohos, viral o cancer) o tienen riesgo de contraer
la enfermedad. Sin embargo, un animal que necesita una mayor respuesta inmune puede ser un animal que se ha
envenenado (por ejemplo, al ser picado por un insecto o animal venenoso) o que se ha expuesto a una toxina u otro
compuesto téxico. Una vez identificados, a estos animales se les proporciona un antigeno apropiado y una cantidad
de ribavirina eficaz para aumentar la respuesta inmune en el animal.

Como se ha indicado anteriormente, los antigenos del virus de la hepatitis que pueden usarse con estos aspectos
de la divulgacion incluyen, pero sin limitacion, un antigeno de HBV, un antigeno de HAV, un antigeno de HCV, un
acido nucleico que codifica estas moléculas o cualquier combinacion de los mismos. Los aspectos muy preferidos
incluyen un antigeno de HBV seleccionado entre el grupo compuesto por el antigeno de superficie de la hepatitis B
(HBsAg), el antigeno nuclear de hepatitis (HBcAg) y el antigeno e de la hepatitis (HBeAg), en particular, los
antigenos basados en acidos nucleicos y péptidos descritos anteriormente. El antigeno y la ribavirina pueden
proporcionarse por separado o en combinacién, y también pueden proporcionarse otros adyuvantes (por ejemplo,
aceite, alumbre u otros agentes que aumentan una respuesta inmune) al animal que lo necesita. De esta manera,
los aspectos preferidos incluyen procedimientos para aumentar una respuesta inmune a un antigeno de hepatitis
(por ejemplo, HBV) identificando a un animal que lo necesita y proporcionando al animal un antigeno de hepatitis
(por ejemplo, HBsAg, HBcAg y HBeAg) y una cantidad de ribavirina que es eficaz para aumentar la respuesta
inmune en el animal.

Por medio de una estrategia, por ejemplo, a un individuo no infectado se le proporcionan las composiciones de
vacuna mencionadas anteriormente en una cantidad suficiente para inducir una respuesta inmune celular y humoral
a NS3, para proteger a dicho individuo de la infeccion por HCV. En otro aspecto, se identifica un individuo infectado
por HCV y se le proporciona una composicion de vacuna que comprende ribavirina y NS3 en una cantidad
suficiente para aumentar la respuesta inmune celular y humoral contra NS3 para reducir o eliminar la infeccion por
HCV. Dicho individuo puede estar en fase crénica o aguda de la infeccidon. En aun otro aspecto, a un individuo
infectado con HCV que padece HCC se le proporciona una composicion que comprende ribavirina y el gen de
fusion NS3/4A en una cantidad suficiente para inducir una respuesta inmune celular y humoral contra células
tumorales que expresan NS3.

La divulgacion realizada en el presente documento puede caracterizarse por los siguientes puntos:

1. Una composicion que comprende ribavirina y el acido nucleico de la SEQ ID NO 16.
2. Una composicion que comprende ribavirina y el péptido de la SEQ ID NO 17.
3. Una composicion que comprende ribavirina y el acido nucleico de la SEQ ID NO 13 o un fragmento

del mismo de al menos 18 nucleétidos consecutivos de longitud.

4. Una composicion que comprende ribavirina y el péptido de la SEQ ID NO 1 o un fragmento del mismo
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de al menos 6 aminoacidos consecutivos de longitud.

5. Una composiciéon que comprende ribavirina y un antigeno.

6. La composicion de 5, en la que dicho antigeno es un acido nucleico.

7. La composicion de 5, en la que dicho antigeno es un péptido.

8. La composicién de 6, en la que dicho acido nucleico deriva de un virus seleccionado del grupo

constituido por virus de la hepatitis A (HAV), virus de la hepatitis B (HBV) y virus de la hepatitis C (HCV).

9. La composicion de 7, en la que dicho péptido deriva de un virus seleccionado del grupo constituido
por virus de la hepatitis A (HAV), virus de la hepatitis B (HBV) y virus de la hepatitis C (HCV).

10. La composicién de 5, en la que dicho antigeno es un &cido nucleico o un péptido correspondiente a
un antigeno seleccionado del grupo constituido por antigeno de superficie de la hepatitis B (HBsAg), antigeno de
nucleo de hepatitis (HBcAg) y antigeno E de hepatitis (HBeAg).

11. La composicién de 7, en la que dicho péptido comprende al menos tres aminoacidos consecutivos de
una secuencia seleccionada del grupo constituido por las SEQ ID NO 1-12.

12. La composicion de 6, en la que dicho acido nucleico comprende al menos 9 nucleétidos consecutivos
de una secuencia seleccionada del grupo constituido por las SEQ ID NO 13-15.

13. Un procedimiento para mejorar una respuesta inmune a un antigeno de hepatitis C que comprende:
identificar a un animal necesitado de una respuesta inmune mejorada a un antigeno de hepatitis C y proporcionar a
dicho animal una composicion que comprende ribavirina y el acido nucleico de la SEQ ID NO 16.

14. Un procedimiento para mejorar una respuesta inmune a un antigeno de hepatitis C que comprende:
identificar a un animal necesitado de una respuesta inmune mejorada a un antigeno de hepatitis C y proporcionar a
dicho animal una composicion que comprende ribavirina y el acido nucleico de la SEQ ID NO 17.

15. Un procedimiento para mejorar una respuesta inmune a un antigeno de hepatitis C que comprende:
identificar a un animal necesitado de una respuesta inmune mejorada a un antigeno de hepatitis C y proporcionar a
dicho animal una composicion que comprende ribavirina y el acido nucleico de la SEQ ID NO 13 o un fragmento del
mismo de al menos 18 nuclestidos consecutivos de longitud.

16. Un procedimiento para mejorar una respuesta inmune a un antigeno de hepatitis C que comprende:
identificar a un animal necesitado de una respuesta inmune mejorada a un antigeno de hepatitis C y proporcionar a
dicho animal una composicion que comprende ribavirina y el péptido de la SEQ ID NO 1 o un fragmento del mismo
de al menos 6 aminoacidos consecutivos de longitud.

17. Un procedimiento de preparacion de vacuna que comprende: proporcionar ribavirina, proporcionar el
acido nucleico de la SEQ ID NO 16 y mezclar dicha ribavirina y dicho acido nucleico de modo que se formule dicha
vacuna.

18. Un procedimiento de preparacién de vacuna que comprende: proporcionar ribavirina, proporcionar el
péptido de la SEQ ID NO 17 y mezclar dicha ribavirina y dicho péptido de modo que se formule dicha vacuna.

19. Un procedimiento de preparacion de vacuna que comprende: proporcionar ribavirina, proporcionar el
acido nucleico de la SEQ ID NO 13 o un fragmento del mismo de al menos 18 nucleétidos consecutivos de longitud
y mezclar dicha ribavirina y dicho acido nucleico de modo que se formule dicha vacuna.

20. Un procedimiento de preparacién de vacuna que comprende: proporcionar ribavirina, proporcionar el

péptido de la SEQ ID NO 1 o un fragmento del mismo de al menos 6 aminoacidos consecutivos de longitud y
mezclar dicha ribavirina y dicho péptido de modo que se formule dicha vacuna.
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<120> VACUNAS QUE CONTIENEN RIBAVIRINA'Y PROCEDIMIENTOS DE USO DE LAS MISMAS
<130> TRIPEP.023VPC
<150> US 09/705.547

151> 2000-11-03

<150> US 60/229.175
<151> 2000-08-29
<150> US 60/225.767
<151> 2000-08-17

<160> 49

<170> FastSEQ para Windows version 4.0

<210>1
<211> 3011
<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Secuencia del virus de la Hepatitis C

<400> 1

Met Ser Thr

1
Arg

Gly
Thr

Ile
55
Tyr

Leu
Arg
Gly

Gly
145

Arg
Val
Arg
50

Pro
Pro
Leu
Arg
Phe

130
Gly

Pro
Tyx
3as

Lysg
Lys
Trp
Ser
Arg
115

Ala

Ala

Asn
Gln
20

Leu
Thr
Ala
Pro
Pro
100
Ser

Asp

Rla

Bro
5
Asp
Leu
Ser
Arg
Iau

85
Arg
Arg

Leu

Arg

Lys
val
Pro
Glu
Arg
70

TyT
Gly
Asn

Met

Ala
150

Ser
Leu
Gly

138
Leu

Gln Arg

Phe Pro
25

Arg Gly

40

Sar Gln

Glu Gly

Asn Glu

Arg Pro
105

Gly Lys

120

Tyr Ile

Ala His

38

Lys
i

Gly
Pro
Pro
Arg
Gly
90

Ser
Val

Pro

Gly

Thr

Gly

Arg
™hr
7%

Cys
Trp
Ile

Leu

val
155

Lys
Gly
Leu
Gly
60

Trp
Gly
Gly
Asp
val

140
Arg

Arg
Gln
Gly
45

Arg
Ala
Trp
Pro
125

Gly

val

Asn
Ile
30

val
Arg
a3ln
Ala
Thr
110
Leu

Ala

Leu

15
Val

Arg
Gln
Pro
Gly
a5

Asp
Thr

Pro

Glu

Asn
Gly
Ala
Pro

Gly
a0

Trp
Pro
Cys
Leu

Asp
160



Gly
Phe
Gln
Asn
Gly
225
Ala
Gln
Ser
Gln
Asn
305
Asn
Leu
Trp
Ala
Thr
385
Gly
Asn
Leu
Ser
Phe
465
AsSp
val
Pro
Trp
Fro
545
Thr

Asn

Thr

Val
Leu
vVal
Ser
210
Cys
vVal
Leu
Ala
Leu
290
Cys
Met
Leu
Gly
Lys
370
His

Leu

Gly

Asn
Ser
450
hla
Glu
Pro
val
Gly
530
Leu
Lys

Thr

Tyr

Asn
Leu
Arg
195
Ser
val
Thr
Arg
Leu
275
Phe
Ser
Metft
Arg
val
358
val
val
Leu
Ser
Thr
435
Gly
Gln
Arg
Ala
val
815
Ala
Gly
val

Leu

Ser

Tyr
Ala
180
Asn
Val
Pro

Pro

Arg
260
Tyr

Thr
Ile
Met
Ile
340
Leu
Leuy

Thr

Thr

Trp
420
Gly
Cys
Gly
Pro
Lys
500
val
Asn
Asn
Cys
Leu

580
Arg

Ala
165
Leu
Ser
Val
Cys
Thy
245
His
val
Phe
TyY
Asn
325
Pro
Ala
val
Gly
Pro
405
His
Trp
Pro
Trp
Tyr
485
Ser
Gly
Asp
Trp
Gly
565

Cys

Cys
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Thr
Leu
Ser
Tyr
val
230
val
Ile
Gly

Ser

Pre
310

Trp
Gln
Gly
val
Gly
390
Gly
Ile
Leu
Glu
Gly
470

Cys

vVal

.Thr

Thr
Phe
550
Ala

Pro

Gly

Gly
Ser
Gly
Glu
215
Arg
Ala
Asp
Agp
Pro
295
Gly
Ser
Ala
Ile
Leu
375
Asn
Ala
Asn
Ala
Arg
455
Pro
Trp
Cys
Thr
Asp
535
Gly
Pro

Thx

Ser

Asn
Cys
Leu
200
Ala
Glu
Thr
Leu
Leu
280
Arg
His
Pro
Ile
Lys
360
Leu
ala
Lys
Ser
Gly
440
Leu
Ile
His

Gly

Asp,

820
val

cys
Pro
Asp

Gly

Leu
Leu
185
Tyr
Ala
Gly

Arg

Leu
265

Ile
Thr
Met
345
Leu
Gly
Gln
Thr
425
Leu
Ala
Ser
Tyr
Pro
505
Arg
Phe
Thr
Cys
Cys

585
Pro

39

Pro
170
Thr
His
Asp
Asn
Asp

250
val

Thr
Ala
330
Lsp
Phe
Phe
Arg
Asn
410
Ala
Phe
Ser
Tyr
Pro
490
val
Ser
Yal
Trp
Val
570

Phe

Axrg

Gly
Val
Val
Ala
Ala
238
Gly
Gly
Ser
Trp
Gly
3158
Ala
Met
Ser
Ala
Thr
395
Ile
Leu
Tyr
Cys
Ala

475
Pro

TYT
Gly
Leu
Met
555
Ile

Arg

Ile

Cys
Pro
Thx
Ile
220
Ser
Lys
Ser
Val
Thr
300
His
Leu
Ile
Met
Gly
380
Thr
Gln
Asn
Gln
Arg
460
Asn
Arg
Cys
Ala
540
Asn
Gly

Lys

Thr

Ser
Ala
Asn
205
Leu
Arg
Leu
Ala
Phe
285
Thr
Arg
Val
Ala
Val
365
VvVal
Ala
Leu
Cys
His
445
Arg
Gly
Pro
Phe
Pro
525
Azn

Ser

Gly

Proc

Phe
Ser
150
Asp
His
Cys
Pro
Thr
270
Leu
Gln
Met
Val
Gly
350
Gly
Asp
Gly
Ile
Asan
430
Lys
Leu
Ser
Cys
Thr
510
Thr
Thr
Thr
Val
Pro

590
Aryg

Ser
175
Ala
Cys
Thr
Trp
Thr
255
Leu
Val
Asp
Ala
Ala
335
Ala
Agn
Ala
Leu
aAsn
415
Glu
Phe
Thr
Gly
Gly

495
Pro

Tyr
Arg
Gly
Gly
575

Glu

Cys

Ile

Pro
Pro
val
240
Thr
Cys
Gly
Cys
Trp
320
Gln
His
Trp
Glu
Val
400
Thr
Ser
Agn
AsSp
Leu
480
Ile
Ser
Ser
Pro
Phe

560
Asn

Met



Val
Thr
625
Glu
Arg
Gln
Leu
val
705
Leu
Met
Ile
Leu
Gly
785
Leu
- Ber
Pro
Phe
Asn
865
His
Gly
Val
Rla
Thr
945
His
Ser
Cys

Glu

Leu

Asp
610
Ile
Ala
Asp
val
Ile
6890
Gly
Len
Met
Len
val
770
Ala
Ala
Cys
Tyr
Leu
B0
val
Pro
Fro
Arqg
Gly
930
Gly
Asn
Arg

Gly

Ile

535
Tyr

Phe
Ala
Arg
Leu
675
His
Ser
Phe
Leu
Asn
755
Phe
Val
Leu
Gly
Tyx
835
Thr
Arg
Ala
Leu
val
818
Gly
Thr
Gly
Mat
Asp

995
Leu

1010

Leu

1025

Ala

Pro
Lys
Cys
Ser
660
Pro
Leu
Ser
Leu
Leu
740
Ala
Fhe
Tyr
Pro
Gly
820
Lys
Axg
Gly
Leu
Trp
200
Gln
His
Cyé
Leu
Glu
s80
Ile

Leu

Pro

Tyr
val
Asn
645
Glu
Cys
His
Ile
Leu
725
Ile
Ala
Cys
Ala
Gln
805
Val
Arg
val
Gly
Val
885
Ile
Gly
Tyr
al
Arg
265
Thr
Ile
Gly

Ile
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Arg

Arg
630
Trp

Leu
Ser
Gln
Ala
710

Leu

Ser

.Ser

Phe
Leu
750
Arg

val

Tyr

Glu

Arg
870
Phe

-Leu

Leu
Val
Tyr
8550
Asp
Lys

Asn

Pro

Leu
615
Met
Thr
Ser
Phe
Asn
695
Ser
Ala
Gln

Leu

Ala
775

Tyr
Ala
Leu
Ile
Ala
BS5
Asp
Asp
Gin
Leu
Gln
935
Asn
Leu
Leu

Gly

Ala

600
Trp

Tyr
Arg
Pro
Thr

&80
Ile

His
val
Gly
Leu
665

Thr

Val

Try’ Ala

Asp
Ala

ala
760
Trp

Gly
Tyr
Val
Ser
B840

Gln

Ala

Ile
[

Ala
Arg
8320
Met
His
ARla

Ile

Leu

RAla

Glu
745
Gly

Tyr
Met
Ala

Gly
825

Trp
Leu
val
Thr
Sex

905
Ile

Aia
Leu
Val
Thr

585
Pro

1000
Asp Gly Met

1015
Thr Ala Tyr Ala

1030

40

Tyr
Gly
Glu
€50
Leu
Leu
Asp
Ile
Arg
730
Ala
Thr
Leu
Trp
Leu
810
Leu
Cys
His
Ile
Lys
890
Leu
Cys
Ile

Ala

Ala
270

Trp

Val

Gin

Pro
Gly
635
Arg
Leu
Pro
Val
Lys
715
val
Ala
His
Lys
Pro
798
Asp
Met
Met
val
Leu
878
Leu
Leu
Ala
Ile
Pro
855
val
Gly

Ser

Val

Cys
620
val

Cys
Ser
Ala
Gln
700
Trp
Cys
Leu
Gly
Gly
780
Leu
Thr
Ala
Trp
Trp
860
Leu
Leu
Lys
Leu
Lys
940
Leu
Glu

Ala

Ala

Ser Lys Gly

605
Thr

Glu
Asp
Thr
Leu
685
Tyr
Glu
Ser
Glu
Leu
765
Arg
Leu
Glu
Leu
Trp
845
val
Thr
Leu
val
Ala
928
Leu
Arg
Pro

Asp

Axrg
1008

1020
Gln Thr Arg Gly
1035

Ile
Hisa
Leu
Thr
670
ser
Leu
Tyx
Cys
Asn

750
Val

Trp
Leu
val
Thr
830
Leu
Pro
Cys
Ala
Bro
910
Arg
Gly
Asp
Val
Thr

990
Arg

Asn
Arg
Glu
685
Gln
Thr
Tyr
Val
Leu
735
Leu
Ser
Val
Leu
Ala
B15
Leu
Gln
Pro
Val
Ile
895
TyY
Lys
Ala
Trp
Val
975
Ala
Gly
Trp

Leu

Tyr
Leu
640
Asp
Trp
Gly
Gly
Val
720
Trp
Val
Fhe
Pro
Leu
800
Ala
Sex
Tyr
Leu
Val
880
Phe
Phe
Ile
Len
Ala
960
Phe
Ala
Gln

Aryg

Leu
1040
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Gly Cys Ile Ile Thr Ser Leu Thr Gly Arg Asp Lys Asn Gln Val Glu
1045 1050 1058
Gly Glu Val Gln Ile Val Ser Thr Ala Thr Gln Thr Phe Leu Ala Thx
1060 1065 1070
Cys Ile Asn Gly Val Cys Trp Thr Val Tyr His @Gly Ala Gly Thr Arg
1075 1080 1085
Thr Ile Ala Ser Pro Lys Gly Pro Val Ile Gln Thr Tyr Thr Asn Val
1080 1095 11008
Asp Gln Asp Leu Val Gly Trp Pro Ala Pro Gln Gly Ser Arg Ser Leu
1105 1110 1115 1120
Thr Pro Cys Thr Cys Gly Ser Sexr Asp Leu Tyr Leu Val Thr Arg His
1125 1130 1135
Ala Asp Val Ile Pro Val Arg Arg Arg Gly Asp Ser Arg Gly Ser Leu
1140 1145 1150
Leu Ser Pro Arg Pro Ile Ser Tyr Leu Lys Gly Ser Ser Gly Gly Pro
1158 1160 1165
Leu Leu Cys Pro Thr Gly His Ala Val Gly Leu Phe Arg Ala Ala Val
1170 1175 1180
Cys Thr Arg Gly Val Ala Lys Ala Val Asp Phe Ile Pro Val Glu Asn
1185 1190 1185 1200
Leu Glu Thr Thr Met Arg Ser Pro Val Phe Thr Asp Asn Ser Ser Pro
1205 1210 1215
Pro Ala Val Pro Gln Ser Phe @ln Val Ala His Leu His Ala Pro Thr
1220 1225 1230
Gly Ser Gly Lys Ser Thr Lys Val Pro Ala Ala Tyr Ala Ala Lys Gly
1235 1240 1245
Tyr Lys val Leu Val Leu Asn Pro Ser Val Ala Ala Thr Leu Gly Phe
1250 1255 1260
Gly Ala Tyr Met Ser Lys Ala His Gly Val Asp Pro Asn Ile Arg Thr
1265 i270 1275 1280
Gly Val Arg Thr Ile Thr Thr Gly Ser Pro Ile Thr Tyr Ser Thr Tyr
1285 1290 1285
Gly Lys Phe Leu Ala Asp Rla Gly Cys Ser Gly Gly Ala Tyr Asp Ile
1300 : 1305 1310
Ile Ile Cys hsp Glu Cys His Ser Thr Asp Ala Thr Ser Ile Ser Gly
1318 1320 1325
Ile Gly Thr Val Leu Asp Gln Ala Glu Thr Ala Gly Ala Arg Leu Val
1330 1335 1340
val) Leu Ala Thr Ala Thr Preo Pro Gly Ser Val Thr Val Ser His Pro
1345 1350 1355 1360
Asn Ile Glu Glu Val Ala Leu Ser Thr Thr Gly Glu Ile Pre Fhe Tyr
1365 1370 1375
Gly Lys Ala Ile Pro Leu Glu Val Ile Lys Gly Gly Arg His Leu Ile
138¢ 1385 1390
Phe Cys His Ser Lys Lys Lys Cys Asp Glu Leu Ala Ala Lys Leu Val
: 1385 1400 1405
Ala Leu Gly Ile Asn Ala Val Ala Tyr Tyr Arg Gly Leu Asp Val Ser
1410 1415 1420
val Ile Pro Thr Ser Gly asp Val Vval Val val Ser Thr Asp Ala leu
1425 1430 14358 1440
Met Thr Gly Phe Thr Gly Asp Phes Asp Ser Val Ile Asp Cys Asn Thr
1445 1450 1455
Cys Val Thr Gln Thr Vval Asp Phe Ser Leu Asp Pro Thr Phe Thr Ile
1460 1465 . 1470
Glu Thr Thr Thr Leu Pro Gln Asp Ala Val Ser Arg Thr Gln Arg Arg
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1475

Gly Arg Thr

1490
Gly Glu Arg
1505

Tyr Asp Ala

Val Arg Leu

Asp His Leu

Gly Arg Gly Lys Pro Gly Ile Tyr Arg Phe Val

Proc Ser Gly Met Phe Asp Ser Ser Val Leu Cys

1510

Gly Cys Ala Trp Tyr Glu Leu Thr Pro Ala Glu

1525
Arg Ala Tyr
1540
Gly Phe Trp

1555

Agp Ala His
1570
Tyr Leu Val
1585
Pro Pro Ser

Thr Leu His

Asn Glu vVal

Phe Leu Ser

Ala Tyr Gln
1580

Trp Asp Gln
1605

Gly Pro
1620
Thr

Thr

Leu Thr

1635

Met Ser Ala
1650
Gly val
1665

Val

Leu

Ile val

Asp Arg Glu

Gin Leu
1718
Lys

His

Gln
1730
Ile Thx

Lys

val
1745
Trp Ala Lys

Gly Leu Ser

Fhe Thr Ala
1795

Phe Asn Ile
1810

Ala Ala
1825
Ser

Thr

val Gly

Ala Gly Val

val Ser
1875
Ala

Pro
Pre Gly
- 1890
Arg vVal Gly
1905

Asp Leu Glu

Ala Ala Leu
1670
Gly Arg Ile
1685
val Leu
1700

Pro

Tyr

Tyr Ile

Ala Leu Gly

Ala Val
1750

Trp

Pro
His Met

1765
Thr Leu Pro
1780
Ala val Thr

Leu Gly Gly
Phe Val
1830
Gly Lys
184S
Gly Ala

Ala
Leu
Ala
1860
Thr @lu Asp

Leu Ala Val

Pro Gly Glu
1310

1480

1495

Met Asn Thr

1485

1500

1515

1530
Pro

1545

Glu Gly Val
1560
Gln Thr Lys
1575
Ala Thr val

Met Arg Lys

Pro Leu Leu

Fhe

Gln

Gly Leu Pro Val

Thr Gly Leu Thr

1565

Ser Gly Glu Asn

1580

Cys Ala Arg

15%5
Leu

Cys Ile

1610
Tyr

Arg Leu

1625

Pro Ile
1640
Val

His

val
1855
Ala Ala

Thr

Tyr

val Leu Ser

Gln Glu Phe

Thr Lys Tyr

Ser Thr

Trp
1660
Leu Ser
1675

Lys

Cys
Gly Pro
1690

Asp Glu Met

1705

Glu @ln
1720

Leu Leu Gln

17358

Gln Thr Asn

Gly

Asn Phe Ile

Gly Asn Pro

Met Met Leu

Thr Ala Ser

1740

Trp Gln Lys
1755

Ser Gly Ile

i770

Ala Ile Ala

1785

Ser Pro Leu
1800
Trp Val
1B1S
Gly

Ala

Ala Gly

val Led val

Leu Val Ala

Thr Thr Gly

Ala Gln Leu
1820
Leu Ala Gly
1B35
Asp Ile Leu
1850
Phe Lys Ile

1B65-

val
1880
Vval val

Leu Asn

Gly
1895

42

Leu Leu Pro

Phe Ala Ser

Ala
Arg
Gly
Ile
1645
Val
Thr
Ala
Glu
Ala
1725
Arg
Ley
Gln
Ser
Gln
1805
Ala
Ala
Ala
Met
Ala

1885
Ile

19900
Gly Ala val Gln Trp Met Asn Arg Leu Ile

1915

Ala Pro

Glu Cys
1520

Thr Thr

1535

Cys Gln

1550

Hig Ile

Phe Pro

Gln Ala Pro
1600

Leu Pro

Lys
1615
Ala val
1830

Met Thr

Gln
Cys

Leu Val Gly

Vval

1680
Ile Ile Pro

1695

Glu Cys Ser

1710

Glu Gln Fhe

Gly Cys

His Ala Glu

Glu Val Phe
1760
Tyr Leu Ala
1775
Leu Met Ala
1790
Thr Leu Leu

Ala Pro Gly

Ala Leu Asgp
1840
Gly Tyr Gly
1855
Ser Gly Glu
1870
Ile Leu Ser

Leu Arg Arg

1920



Ala Phe

Glu Ser

vVal Thr Gln

Asp Ala Ala

1940
Leu

1855

Thr Thr
1970

Glu

Bro
Cys val
1985

Pro Gln Leu

Gly val Trp

Ala Glu Ile

Cys
Leu
Pro
Arg

2020
Thr

2035

Prc Arg Thr
2050

Tyr Thr

2065

Ala Leu

Thr
Trp
Gly Asp Phe
Gln

2115
His

Pro Cys

Arg Leu
2130

Val Ser Phe

2145

Pro Cys Glu

hsp Pro Ser

Ser Pro
2188

Gly

Pro

2210
Glu
2225
Ile Thr

Asp Pro

Glu Ile

22778

Ala Arg

2290

Asp Tyx
2305

Ser Pro

Glu Ser

Gly Ser

Cys
Gly
Arg
His
2100
Ile
Arg
Arg
BPro
His

2180
Pro

2260

2340

Ala Ser Arg Gly
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1525

Leu
Ser
Ser

Gly

‘Ala

T3

1530

1945

Arg Arg Leu His
1860

Ser Trp

1975

Phe Lys

Gly Leu

Asp Thr
1990

Ile Pxc Phe Val

2005

Gly
Gly
Lys
Pro

Val

Asp Gly Ile Met

Gln
Arg
Irp
Ser

2010
Hig

2025

Hig val Lys

2040

Asn Met Trp

2055

Cys Thr
2070

Ser Ala

Asn
Ser
Pro Leu

Glu Glu

2085

Tyr
Pro
Phe
val

Glu
2165
Ile

Ser

S8er Leu Lys Ala

Leu Ile Glu Ala

2245

Leu Arg Lys
Pro Asp Tyr
Glu Pro Pro

Pro Val Pro

2325

Val Ser Gly Met

Gly
Gly
Ero
Tyr

2090
Thr

2105

Glu
2120
Pro Cys

Ser Pro Phe

Ala Pro

2135

Gly Leu Hisg Glu
2150

Pro Asp Val Ala

Thr Ala Glu Ala

2185

Met Ala

2200

Thr Cys

2215

Phe
Lys
Tyr
val

2170
Ala

Asn His Val Ser Pro

Arg Val Thr Ala 1le

Trp
Asp

Leu

Thr His Tyr Val Pro
1935

Leu

Ile

Ile

Ser Ser Leu

1950
Ser Serx
1965
Trp

Glu

Asp Trp

1980

Lys

1835

Cys
Thr
Thr
Thr
Ala
2075
val
Thr
Thr

Pro

Pro
2155

Leu Thr Ser

Gly

Ser Ser Ser Ala

Thr Ala Asn His

Asn Leu Ley Txrp Arg Gln

2230

2265

2250

2235

Gln
Arg
Met

Phe

Ala Lys Leu

Arg Gly Tyr

Thr
Cys
Ile
Met

2000
Arg

2015

His
2030
Ile val

Cys Cys
Arg
2045
Phe Ile Asn

2060

Pro
Glu
Asp
Glu

Leu

Asn Tyr Lys

Ile Arg Arg

Gly
Gly
Rla
Phe

2080
Val

2095

Asn Leu Lys

2110
Leu Asp
2125
Leu

Gly

Arg Glu

2140

val

Arg
Ser
Asp

2220
Glu

Arg Vval Glu Ser Glu Asn Lys Val Val Ile

Leu Val Ala Glu Glu Asp Glu Arg Glu Vval

Ser Arg Arg Phe Ala Pro Ala

2280

Asn Pro Leu Leu Val Glu Thr

2285

Val Val His Gly Cys Pro Leu Pro

2310

Pro Pro Arg Lys Lys Arg Thr Val

2345

43

2330

2315

2300

Thr Leu Pro Thr Ala Leu Ala Glu Leu Ala Thr

Ser Ser Thr Ser Gly Ile Thr Gly Asp Asn Thr

Gly Ser Gln

Met Leu

2175

Leu Ala
2130

Leu

Arg

Gln
2205

S5er Pro Asp

Met Gly

Leu Asp Ser

2255
Pro Ala

val
2270
Pro

Ser

Leu val

2285
Trp

Lys Lys

Pro Pro

Val Leu

2335

Lys Ser
2350

Thr Thr

Cys
val
Glu
Leu
2160
Thr

Arg

Ser Ala

Ala

Gly Asn

2240
Phe

Trp
Pro
Arg
2320
Thr
Phe

Ser



2355
Ser Glu Pro Ala
2370
Tyr Ser Ser Met
2385
Ser Asp Gly Ser

ES 2371

936 T3

2360

Pro Ser Gly Cys
2375
Pro Pro Leu Glu
2350

Trp Ser Thr Val

Pro Pro Asp Ser

23865

Asp Val Glu Ser

2380

Gly Glu Pro Gly
2385
Ser Ser Gly Ala

Asp Pro Asp Leu
2400

Asp Thr Glu Asp

2405
Sar Met

2410
Ser Trp Thr Gly
2425
Leu Pro Ile Asn

2415
Leu Val Thr
2430
Leu Ser Asn

Val val Cys Cys
2420

Pro Cys Ala Ala Glu

2435

Ser Leu Leu Arg His
2450

Ala Cys
2465
Asp

Ser Tyr Ala

Glu Gln Ala
2445

Thr

Lys
2440
Asn Leu Val Tyr Ser Thr
2455 2460
Lys Lys Val Thr Fhe Asp Arg
2470 2475
His Tyr Gln Asp Val Leu Lys Glu Val
2485 2490
Lys Ala Asn Leu Leu Ser val Glu
2500 2505
His Ser Ala Lys Ser Lys Phe
2515 2520
His Ala Arg Lys Ala Val
2535
Asp Ser Val Thr
2550
Phe Cys val
2565
val

His Ser Arg Serx
Gln val Leu
2480

Ala Ala Ser
2495

Ser Leu
2510
Lys

Gln Arg Lys Leu

Ser Lys Ala

Lys val Glu Ala Cys Ala

Ala
2525
Ser Val

Pro Pro Gly Tyr Gly Asp Val

Ala Ile Asn
2540

Thr Thr Ile

ﬁrg Cys
2530

Leu Leu Glu

Trp Lys

Ile Met Ala
2560

Pro

Asp Pro
2545

Lys Asn Glu Vval

Asp
2555
Glu Lys
2570

Gly val

Gln Pro Gly Gly Arg Lys

2575
Ala Phe Leu Glu
2585

Lys

Arg Leu Ile Pro

2580

Ala Leu Tyr

2595

Ser Tyr
2610

Gln

Asp Arg val Cys

2520

Leu Ala val

2605

Arg Val
2620

Gly

Lys

Met Vval val Ser Ley Pro Met

2600
Ser Pro

Asp Gly

Ser Gly Phe Gln Tyr Gly Gln Glu Phe Leu

2615
vVal Lys Lys Thr
2625

Thr Arg

Ala Pro Met

2635
Glu Ser Asp
2650

Asp Pro Gln

Ser Leu Ser
2630

Sexry Thr Val Thr

Trp Lys Tyr Asp

2640
Phe Ile Thr Glu
2655

val

Cys Asp
2645

Gln

Arg

Glu Ala Ile Tyr Ala Ala

2680
Leu Thr .

Cys Cys Asp Ireu
2665

Glu Arg Leu Tyr Val Gly Gly
2680

Cys Gly Tyr
2695

Gly Asn
271¢
Ala

Axrg
2670
Ile Lys Pro Leu Thxr Asn
2685

Ala

Ser
2675
Ser Arg Gly Glu Asn val
2690
Leu Thr
27085

Ala

Arg Arg Cys Arg

2700

Leu Thr Arg Tyr

2715

Gln Asp Cys

2730

Glu Ser Ala
2745

Glu Ala Met

Ser Arg

Thr Ser Cys Thr Ile Lys Ala Arg

2720
Ala Thr Leu Val Cys
2735
Gln Glu Asp

2750

Tyr Ser Ala

Cys Arg Ala

2725
Leu Val Val
2740

Leu Arg Ala

Gly Leu Met

Gly Asp Asp Ile Cys Gly val

Ala Ser Phe
2755

Gly Asp Pro Pro

Ala Thr Thr
2760

Pro Glu Tyr Asp

Arg
2765
Gin Glu Leu Ile Thr
2778

Ser val Ala His Asp

2795

Pro
2770
Cys Ser Ser Asn Val

2790

Leu
2780
Gly Ala Gly Lys Arg

2800

Pro

Ser
2785

44



<210> 2

ES 2371936 T3

Val Tyr Tyr Leu Thr Arg Asp Pro Thr Thr Pro Leu Ala Arg Ala Ala
2805 2810 2818
Trp Glu Thr Ala Arg His Thr Pro Val Asn Ser Trp Leu Gly Asn Ile
2820 2825 2830
Ile Met Phe Ala Pro Thr Leu Trp Ala Arg Met Ile Leu Met Thr His
2835 2840 . 2845
Phe Phe Ser Val Leu Ile Ala Arg Asp Gln Leu Glu Gln Ala Leu Asn
2880 2855 . 2860
Cys Glu Ile Tyr Gly Ala Cys Tyr Ser Ile Glu Pro Leu Asp Leu Pro
2865 2870 ) 2875 2880
Pro Ile TIle Gln Arg Leu His Gly Leu Ser Ala Fhe Ser Leu His Ser
2885 2890 2885
Tyr Ser Pro Gly Glu Ile Asn Arg Val Ala Ala Cys Leu Arg Lys Leu
2800 2905 2910
Gly val Pro Pro Leu Arg Ala Trp Arg His Arg Ala Trp Ser Val Arg
2815 2920 2925
Ala Arg Leu Leu Ala Arg Gly Gly Lys Ala Ala Ile Cys Gly Lys Tyr
2930 2335 2940
Leu Phe Asn Trp Ala Val Arg Thr Lys Leu Lys Leu Thr Pro Ile Thr
2845 2950 2955 2960
Ala Ala Gly Arg Leu Asp Leu Ser Gly Trp Phe Thr Ala Gly Tyr Ser
2965 2970 2975
Gly Gly Asp Ile Tyr His Ser Val Ser His Ala Arg Pro Aryg Trp Phe
2980 2985 29380
Trp Phe Cys Leu Leu Leu Leu Ala Ala Gly Val Gly Ile Tyr Leu Leu
2995 3000 3005
Pro Asn Arg
3010

<211> 182
<212> PRT
<213> Secuencia Atrtificial

<220>

<223> Secuencia de la proteina nuclear del virus de la Hepatitis C

<400> 2

Met Ser Thr Asn Pro Lys Pro Gln Arg Lys Thr Lys Arg Asn Thr Asn
1 - 10 i5
Arg Arg Pro Gln Asp Val Lys Phe Fro Gly Gly Gly Gln Ile Val Gly
20 25 30
Gly val Tyr Leu Leu Pro Arg Arg Gly Pro Arg Leu Gly Val Arg Ala
35 40 45
Thr Arg Lys Thr Ser Glu Arg Ser Gln Pro Arg Gly Arg Arg Gln Pro
50 55 &0
Ile Pro Lys Ala Arg Arg Pro Glu Gly Arg Thr Trp Ala Gln Pro Gly
65 70 75 80
Tyr Pro Trp Pro Leu Tyr Gly Asn Glu Gly Cys Gly Trp Ala Gly Trp
85 4 90 95
Leu Leu Ser Pro Arg Gly Ser Arg Pro Ser Trp Gly Pro Thr Asp Pro
100 105 110
Arg Arg Arg Ser Arg Asn Leu Gly Lys Val Ile Asp Thr Leu Thr Cys
1158 120 . 125

45



10

15

<210> 3

Gly Phe ala Asp Leu

130

Gly Gly Ala Ala Arg

145

Gly val Asn Tyr Ala

16S

Phe Leu Leu Ala Leu

<211> 197
<212> PRT
<213> Secuencia Atrtificial

<220>

1890

ES 2371936 T3

Met Gly Tyr Ile

135

‘Ala Leu Ala His

150

Thr Gly Asn Leu

Leu

<223> Secuencia de la proteina E1 del virus de la Hepatitis C

<400> 3

<210> 4

Ser
1
Gly
Glu
Axrg
Ala

65

Asp
Asp
Pro
Gly
Ser
145
Ala

Ile

Leu

<211> 350
<212> PRT
<213> Secuencia Artificial

<220>

Cys
Leu
Ala
Glu
50

Thr
Leu
Leu
Arg
His
130
Pro
Ile
Lrys

Leu

Leu

Tyr

Ala
35

Gly
Arg
Leu
Cys
His
115
Ile
Thr
Met

TYr

Leu
135

Thr
His
20

Asp
Asn
Rap

val

Gly
100

3

His
Thr
Ala
Asp
Phe

180
Phe

Val
5
Val
Ala
Ala
Gly
Gly

B5S
Ser

Trp
Gly
Ala
Met
165

Ser

Ala

Pro
Thr
Ile
Ser
Lys
70

Sex
Val
Thx
His
Leu
150

Ile

Met

Ala
Asn
Leu
Arg
g5

Leu
Ala
the
Thr
Arg
135
val

Ala

val

Ser
Asp
?
His
40
Cys
Pro
Thr
Leu
Gln
120
Met
val

Gly

Gly

Ala
Cys
25

Thr
Trp
Thr
Leu
vVal
105
Asp
Ala
Ala

Ala

Aszn
185

<223> Secuencia de la proteina E2 del virus de la Hepatitis C

<400> 4

46

Pro
Gly

Pro
170

Tyr
10

Pro
Pro
Val
Thxr
Cys
90

Gly
Cys
Trye
Gln
His
170
Trp

Leu
Val

155
Gly

Gln
Asn
Gly
Ala
Gln
75

Ser
Gln
Asn

Agn

Leu
155
Trp

Ala

val
140
Arg

Cys

Val
Ser
Cys
val
60

Leu
Ala
Leu
Ccys
Met
140
Leu

Gly

Lys

Gly Ala Pro

val Leu Glu

Ser Phe Ser

Arg
Ser
val
45

Thx
Arg
Leu
Phe
Ser
125
Met
Arg

val

Vval

Asn
Val
a0

Pro
Pro
hrg
Tyr
Thr
110
Ile
Met
Tle

Leu

Leu
190

175

Sar
15

Val
Cys
™hr
His
Val

95
Phe

Tyr
Asn
Pro
Ala

175
Val

Leu
Asp

160
Ile

Ser
TYyr
val
Val
Ile
80

Gly
Ser
Pro
Trp
Gln
160

Gly

Val



<210>5
<211> 315

Gly
Thr
Gln
Asn
Gln
65

Arg
Asn
Arg
Cys
Ala
145
Asn
Gly
Lys
Thr
225
Cys
val
Cys
Ser
Ala

305
Gln

Txrp

<212> PRT
<213> Secuencia Atrtificial

<220>

val
Ala
Leu
Cys
50

His
Arg
Gly
Pro
Phe
130
Pro
Asn
Ser
Gly
Tyr
210
Pro
Thr
Glu
Asp
Thr

290
Leu

Tyr

Glu

Asp
Gly
Ile
35

Asn
Lya
Leu
Ser
Cys
115
Thr
Thr
Thr
Thr
val
195
Pro
Arg
Ile
His
Leu
275
Thr
Ser

Leu

Tyxr

Ala
Leu
20

Asn
Glu
Phe
Thr
Gly
100
Gly
Pro
Tyxr
Arg
Gly
180
Gly
Glu
Cys
Asn
Arg
260
Glu
Gln
Thr

TYyTr

val
340

Glu
val
Thr
Ser
Asn
Asp
85

Leu
Ile
Ser

Ser

Pro

165"

FPhe
Asn
Ala

Met

Tyr
245
Leu
Asp
Trp
Gly
Gly

325
val

ES 2371936 T3

Thr
Gly
Asn
Leu
ser
70

Phe
Asp
val
Pro
Trp
150
Pro
Thxr
Asn

Thr

val
230

‘Thr

Glu
Arg
Gln
Leu
310

val

Leu

His
Leu
Gly
Asn
55

Ser
Ala
Glu
Pro
val
135
Gly
Leu
Lys
Thr
Tyr
215
Asp
Ile
Ala
Asp
Val
285
Ile

Gly

Leu

val
Leu
Ser
40
Thr
Gly
Gln
Arg
Alg
120
val
Ala
Gly
val
Leu
200
Ser
Tyr
Phe
Ala
Arg
280
Leu
His
Ser

Phe

Thr
Thr
25

Trp
Gly
Cys
Gly
Pro
105
Lys
val
Asn
Asn
Cys
185
Leu
Arg
Pro
Lys
Cys
265
Ser
Pro
Leu

Ser

fieu
345

<223> Secuencia de la proteina NS2 del virus de la Hepatitis C

<400> 5

47

Gly
10

Pro
His
Trp

Pro

Trp
50

Tyr
Ser
Gly
Asp
Txp
170
Gly
Cys

Cys

vVal
250
Asn

Glu
Cys
His
Ile

330
Leu

Gly
Gly
Ile
Leu
Glu
75

Gly
Cys
val
Thr
Thr
155
Phe
Ala
BPro
Gly
Axrg
235
Arg
Trp
Leu
Ser
Gln
315

Ala

Leu

Asn

Asn
Ala
60

Arg
Fro
Trp
Cys
Thr
140
Asp
Gly
Pro
Thr
Ser
220
Leu
Met
Thr
Ser
Phe
300
Asn

Ser

Ala

Ala
Lys
Ser
45

Gly
Leu
Ile
His
Gly
125
Asp
Val
Cys
Pro
Asp
205
Gly
Trp
Tyx
Arg
Pro
285
Thr
Ile
Trp

Asp

Gly
Gln
30

Thr
Leu

Rla

Ser

Tyr
110
Pro
Axg
Phe
Thr
Cys
150
Cys
Pro
His
val
Gly
270
Leu
Thr
val

Ala

Ala
350

Arg
15

Asn
Ala
Phe
Ser
Tyr
Pro
val
Ser
val
Trp
17%
val
Phe
Arg
Tyr
Gly
255
Glu
Leu
Leu

Asp

Ile
335

Thr
Ile
Leu
Tyr
Cys
80

Ala
Pro
Tyr
Gly
Leu
160
Mat:
Ila
Arg
Ile
Pro
240
Gly
Arg
Leu
Pro
Vval

320
Lys



ES 2371936 T3

Arg val Cys Ser Cys Leu Trp Met Met Leu Leu Ile Ser Gln Ala Glu

Ala Ala Leu Glu Asn Leu Val Ile Leu Asn Ala Ala Ser Leu Ala Gly
20 25 30
Thr His Gly Leu Val Ser Phe Leu Val Phe Phe Cys Phe Ala Trp Tyr
35 - 40 45
Leu Lys Gly Arg Trp Val Pro Gly Ala Val Tyr Ala Leu Tyr Gly Met
50 55 60
Trp Pro Leu Leu Leu Leu Leu Ley Ala Leu Pro Gln Arg Ala Tyr Ala
€65 70 75 B0
Leu Asp Thr Glu Val Ala Ala Ser Cys Gly Gly Val Val Leu Val Gly
BS s0 -1
Leu Met Ala Leu Thr Leu Ser Pro Tyr Tyr Lys Arg Tyr Ile Ser Trp
100 I05 110
Cys Met Trp Trp Leu Gln Tyr Phe Leu Thr Arg Val Glu Ala Gln Leu
115 120 125
His val Trp Val Pro Pro Leu Asn Val Arg Gly Gly Arg Asp Ala Val
130 135 149
Ile Leu Leu Thr Cys Val Val His Pro Ala Leu Val Phe Asp Ile Thr
145 150 155 180
Lys Leu Leu Leu Ala Ile Phe Gly Pro Leu Trp Ile Leu Gln Ala Ser
165 170 175
Leu Leu Lys Val Pro Tyr Phe Val Arg Val Gln Gly Leu Leu Arg Ile
180 185 190
Cys Ala Leu Ala Arg Lys Ile Ala Gly Gly His Tyr Val Gln Met Ala
195 200 205
Ile Ile Lys Leu Gly Ala Leu Thr Gly Thr Cys Val Tyr Asn His Leu
210 215 220
Ala Pro Leu Arg Asp Trp Ala His Asn Gly Leu Arg Asp Leu Ala Vval
225 230 235 240
Ala val Glu Pro val Val Phe Ser Arg Met Glu Thr Lys Leu Ile Thr
245 ’ 250 285
Trp Gly Ala Asp Thr ‘Ala Ala Cys Gly Asp Ile Ile Asn Gly Leu Pro
260 265 270
Val Ser Ala Arg Arg Gly Gln Glu Ile Leu Leu Gly Pro Ala Asp Gly
275 280 285
Met Val Ser Lys Gly Trp Arg Leu Leu Ala Pro Ile Thr Ala Tyr Ala
290 295 300
¢ln @Gln Thr Arg Gly Leu Leu Gly Cys Ile Ile
305 310 315

<210> 6

<211> 613

<212> PRT

<213> Secuencia Atrtificial

<220>

<223> Secuencia de la proteina NS3 del virus de la Hepatitis C
<400> 6

Thr Ser Leu Thr Gly Arg Asp Lys Asn Gln Val Glu Gly Glu Val Gln
1 5 10 | 15
Ile Val Ser Thr Ala Thr Gln Thr Phe Leu Ala Thr Cys Ile Asn Gly

48



val
Pro
Vval
65

Cys
Pro
Pro
Thr
val
145
Met
Gln
Sar
val
Ser
225
Ile
Ala
Glu
Leu
Ala
308
val
Pro
Lys
Asn
Ser
385
Thr

Thr

Leu

Cys
Lys
50

Gly
Gly
val
Ile
Gly
130
Ala
Arg
Ser
Thr
Leu
210
Lys
Thr
hsp
Cys
Asp
290
Thr
Ala
Leu
Lys
Ala
370
Gly
Gly
val

Pro

Gly
450

Trp
35

Gly
Trp
Ser
Arg
Ser
115
His
Lys
Ser
Fhe
Lys
195
Asn
Ala
Thr
Ala
His
275
Gln
Pro
Leu
Glu
Lys
355
val
Asp
AsSp
Asp
Gln

435
Lys

20
Thr

Pro
Pro
Ser
Arg
100
Tyr
Ala
Ala
Pro
Gln
180
val
Fro
His
Gly
Gly
260
Ser
Ala
Pro
Ser
val
340
Cys
Ala
val
Phe
Phe
420

Asp

Pro

Val
Val
Ala
Asp
85

Arg
Leu
Val
Val
val
165
Val
Pro
Ser
Gly
Ser
245
Cys
Thr
Glu
Gly
Thr
325
Ile
Asp
TyY
Val
Asp
405
Ser

Ala

Gly

ES 2371936 T3

Tyr
Iie
Pro
70

Leu
Gly
Lys
Gly
Asp
150
Phe
Ala
Ala
Val
val
230
Pro
Ser
ABD
Thr
Ser
310
Thr
Lys
Glu
TYX
Val
390
Ser
Leu

Val

Ile

His
Gln

55
Gln

Tyr
Asp
Gly
Leu
125
Phe
Thr
His
Ala
Ala
215
Asp
lie
Gly
Ala
Ala
295
Val
Gly
Gly
Leu
Arg
375
Val
val
Asp

Ser

Tyr
455

Gly
40

Thr
Gly
Leu
Ser
Ser
120
Phe
Ile
Asp
Leu
200
Ala
Pro
Thi
aly
Thr
280
Gly
Thr
Glu
Gly
Ala
3690
Gly
S5er
Ile
Pr?

Arg
440
Arg

25
Ala

Tyr
Ser
Val
Arg
105
Ser
Arg
Pro
Agn
His
185
Ala
Thr
Asn
Tyxr
Ala
265
Ser
aAla
vVal
Ile
Arg
345
Ala
Leu
Thr
Asp
Thr
325

Thr

Phe

49

Gly
Thr
Arg
Thr
80

Gly
Gly
Ala
Val
Ser
17¢
Ala
Ala
Leu

Ile

Ser
250

Tyr
Ile
Arg
Ser
Pro
330
His
Lys
Asp
Asp
Cys
410
Phe

Gin

val

Thr
Asn
Ser
75

Arg
Ser
Gly
Ala
Glu
155
Ser
Fro
Lys
Gly
Arg
235
Thr
Asp
Ser
Leu
His
315
Phe
Leu
Leu
val
Ala
395
Asn
Thr

Rxg

Ala

Aryg
val
60

Leu
His
Leu
Pre
val
140
Asn
Pro
Thxr
Gly
Fhe

220
Thr

Tvyr
Ile
Gly
Val
3Q0
Pro
Tyr
Ile
Val
Ser
380
Lau
Thr
Ile

Arg

Pro
480

Thr
45

AsSp
Thr
Ala
Leu
Leu
125
Cys
Leu
Pro
Gly
Tyr
205
Gly
Gly
Gly
Ile
Ile
285
val
Asn
Gly
Phe
Ala
365
Val
Met
Cys
Glu
Gly

445
Gly

30
Ile

Gln
Pro
Asp
Ser
110
Leu

Thx

Glu

Sexr
190
Lys
Ala
val
Lys
Ile
270
Gly
Leu
Ile
Lys
Cys
350
Leu
Ile
Thr
val
Thr
430

Arg

Glu

Ala
Asp
Cys
Val

95
Pro

Cys

.Arg

Thr
Val
175
aly
val
Tyxr
Arg
Phe
255
Cys
Thr
Ala
Glu
Ala
335
His
Gly
Pro
Gly
Thr
415
Thr

Thr

Arg

Ser
Leu
Thr
80

Ile
Arg
Pro
Gly
Thr
160
Pro
Lys
Leu
Met
Thr
240
Leu
Asp
Val
Thr
Glu
320
Ile
Ser
Ile
Thr
Phe
400
Gln
Thr
Gly

Pro



ES 2371936 T3

Ser Gly Met Phe Asp Ser Ser Val Leu Cys Glu Cys Tyr Asp Ala Gly
485 470 475 480
Cys Ala Trp Tyr Glu Leu Thr Pro Ala Glu Thr Thr val Arg Leu Arg
485 - 480 495
Ala Tyr Met Asn Thr Pro Gly Leu Fro Val Cys Gln Asp His Leu Gly
500 505 510
Phe Trp Glu Gly Val Phe Thr Gly Leu Thr His Ile Asp Ala His Phe
515 520 525
Leu Sexr Gln Thr Lys Gln Ser Gly Glu Asn Phe Pro Tyr Leu Val Ala
830 - B35 c40
Tyr Gln Ala Thr Val Cys Ala Arg Ala Gln Ala Pro Pro Pro Ser Trp
545 ‘550 555 560
Asp Gln Met Arg Lys Cys Leu Ile Arg Leu Lys Pro Thr Leu His Gly
565 570 575
Pro Thr Pro Leu Leu Tyr Arg Leu Gly Ala Val Gln Asn Glu Val Thr
580 58% 590
Leu Thr His Pro Ile Thr Lys Tyr Ile Met Thr Cys Met Ser Ala Asp
585 600 605
Leu Glu Vval val Thr
610
<210>7
<211> 54
<212> PRT
<213> Secuencia Artificial
<220>
<223> Secuencia de la proteina NS4A del virus de la Hepatitis C
<400> 7

Ser Thr Trp Val Leu Val Gly Gly Val Leu Ala Ala Leu Ala Ala Tyr
1 5 10 15
Cys Leu Ser Thr Gly Cys Val Val Ile Val Gly Arg Ile Val Leu Ser
20 25 30
Gly Lys Pro Ala Ile Ile Pro Asp Arg Glu Vval Leu Tyr Gln Glu Phe
35 40 45
Asp Glu Met Glu Glu Cys
S0

<210> 8

<211> 260

<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>

<223> Secuencia de la proteina NS4B del virus de la Hepatitis C
<400> 8

50



<210>9

Ser
Phe

Glu

Phe
Ala
65

Ala
Leu
Gly
Asp
Gly
145
Glu
Ser
Arg
Ile
Pro
225
Thr

Cys

<211> 1040
<212> PRT
<213> Secuencia Atrtificial

<220>

Gln
Lys

val

Trp
S0

Gly
Phe
Phe
Ala
Ser
130
Ala
val
Pro
Arg
Ala
210
Glu
val

Thr

His
Gln

Ile

35
Ala

Leu
Thr
Asn
Ala
115
val
Gly
Pro
Gly
Val
185
the
Ser

Thr

Thr

Leu
Lys

20
Thr

Lys
Ser
Ala
Ile
100
Thr
Gly
Val
Ser
Ala
180
Gly
Ala
Asp

Gln

Pro
260

ES 2371936 T3

Pro Tyr Ile

Glu

Gln Gly Met Met

Ala Leu Gly Leu Leu

Pro Ala val

His
Thr
Ala
8s

Leu
Ala
Leu
Ala
Thy
165
Leu
Pro
Ser

Ala

Leu
245

Met
Leu
70

Val
Gly
Phe
Gly
Gly
150
Glu
Ala
Gly
Arg
Ala

230
Leu

Trp
55

Pro
Thr
Gly
Val
Lys
1358
Ala
Asp
Val
Glu
Gly
215
Ala

Arg

Gln

40
Asn

Gly
Ser
Trp
Gly
120
val
Leu
Leu
Gly
Gly
200
Asn

Arg

Arg

25
Thr

Phe
Asn
Pro
Val
105
Ala
Leu
val
val
val
185
Ala
His
val

Leu

10
Gln

Asn

Ile
Pro
Leu
30

Ala
Gly
Val
Ala
Asn
17¢
val
val
Val

Thx

His
250

<223> Secuencia de la proteina NSSA/B del virus de la Hepatitis C

<400> 9

51

Thr

Trp

Ser
Ala
7%

Thr
Ala
Leu
Asp
Phe
155
Leu
Phe
Gln
Ser
Ala

235
Gln

Ala

Gln

Gly
60

Ile
Thr
Glp
Ala
Ile
140
Lys
Leu
Ala
Trp
Pro
220
Ile

Trp

Leu
Ser

Lys

45
Ile

Ala
Gly
Leu
Gly
125
Leu
Ile
Pro
Ser
Met
208
Thr

Leu

Ile

Ala

Arg
kiy)

Glu
15
Hisg

Gln

Ala

Leu Glu val

Gln
Ser
Gln
Ala
110
Ala
Ala
Met
Ala
Ile
180
Asn
His
Ser

Ser

Tyr
Leu
Thr
85

Ala
Ala
Gly
Ser
Ile
175
Leu
Arg
Tyzr

Ser

Ser
255

Leu
Met
80

Leu
Pro
Leu
Tyr
Gly

160
Leu

Leu
val
Leu

240
Glu



Cys
Leu
Pro
Arg
Thr
65

Cys
Gly

Arg

Ser
Ser
Gly
Gly
50

Gly
Lys

Pro

Val

Gly
Asp
Ile

35
Asp

Asn

Cys

Ser

Ser
Phe
20

Pro
Gly
Val
Met
Thr

100
Ala

Trp
Lys
Phe
Ile
Liys
Trp
B5

Pro

Glu

Leu

Thr

Val

‘Met

Asn
70
Ser

Leu

Glu

ES 2371936 T3

Arg
Trp
Ser
His
55

Gly
Qly

Pro

Tyr

Asyp
Leu
Cys
40

Thy
Thy
Thr

Ala

Val

Ile
Lys
25

Gln
Arg
Met
Phe
Pro

105
Glu

52

Trp
140

Ala
Arg
Cys
Arg
Phe
30

AEn

Ile

Asp
Lys
Gly
His
Ile
75

Ile

Tyxr

Arg

Trp
Leu
Tyr
Cys
60

Val
Agn

Lys

Arg

Ile
Met
Aryg
45

Gly

Gly

Phe

val

Cys
Pro
30

Gly
Ala
Pro
Tyr
Ala

110
Gly

Glu
15

Gln
val
Glu
Arg
Thr
25

Leu

Asp

Val
Leu
Trp

Ile

80
Thr
Trp

Phe



His
Ile

145
Arg

Pro
His
Pro
225
Lys
Glu
val
Val
Arg
305
Asp
Pro
vVal
Leu
Ser
aes
Ala
Met
Ser
Cys
Ala

465
Arg

YT
Ala

Ser
545

Tyr
139
Pro
Phe
Val
Glu
Ile
210
Ser
Ala
Ala
Glu
Ala
290
Lys
Tyx
Pro
Pro
Pro
370
Thr
Pro
Pro
Trp
Ser
450
Glu
His
Lys
Gln
Asn

530
Ala

116
Val

Ser
Ala
Gly
Pro
188
Thr
Met
Thr
Asn
Ser
275
Glu
Ser
Asn
val
Pro
355
Thr
Ser
Ser
Pro
Ser
435
Metl
Glu
His
Lys
Asp
515

Leu

Liys

Ser
Pro
Pro
Leu
180
Asp

Ala

Cys
Leu
260
Glu
Glu
Arg
Pro
Val
340
Bro
Ala
Gly
Gly
Leu
420
Thr
Ser
Gln
Asn
Lys
500
vVal

Leu

Serx

Gly
Glu
Pro
165
His
val
Glu
Sex
Thr
245
Leu
Asn
Asp
Arg
Leu
325
His
Arg
Leu
Ile
Cys
405
Glu
Val
Tvr
Lys
Lieu
485
val
Leu

Ser

Lys
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Met
Phe
150
Cys
Glu
Ala
Ala
Sexr
230
Ala
Trp
Lys
Glu
FPhe

310
Leu

‘Gly

Lys
Ala
Thr
380
Pro
Gly
Sar
Sex
Leu
470
val
Thr

Lys

val

Phe

550

Thr
135
Phe

Lys

val
Ala
215
Ser
Asn
Arg
val
Arg
295
Ala
val
cys
Lys
Glu
378
Gly
Pro
Glu
Ser
Trp

455
Pro

Tvr
Phe
Glu
Glu

535
Gly

120
Thr

Thr
Pro
Pro
Ley
200
Gly
Ala
His
Gln
val
280
Glu
Pro
Glu
Pro
Axrg
360
Leu
Asp
Asp
Pro
Gly
440
Thr
Ile
Ser
Asp
val

520
Glu

Tyr

Asp
Glu
Leu
val
185
Thr
Arg
Ser
Asp
Glu
255
Ile
Val
Ala
Thr
Leu
345
Thr
Ala
A&n
Ser
E‘;‘ly
425
Ala
Gly
Asn
Thr
Arg
505
Lys

Ala

Gly

53

Asn
Leu
Leu
170
Gly
Ser
Arg
Gln
Ser
250
Mebt
Leu

Ser

Leu

Trp
330
Pro
val
Thr
Thr
Asp
410
Asp
Asp
Ala
Ala
Thr
490
Leu
Ala

Cys

Ala

Leu
Asp
155
Arg
Serxr
Met
Leu
Leu
235
Pro
Gly
Asp
Val
Pro
318
Lys
Pro
Val
Lys
Thr
395
Val
Pro
Thr
Leu
Leu
475
Sex
Gln
Ala

Ser

Lys
555

Lys
140
Gly
Glu
Gln
Leu
Als
220
Ser
Asp
Gly
Ser
Pro
300
Val
Lys
Pro
Leu
Ser
3890
Thr
Glu
Asp
Glu
Val
450
Ser
Aryg
val
Ala
Leu

540
Asp

128
Cys

val
Glu
Leu
Thr
205
Aryg
Ala
Ala
ABn
Phe
285
Ala
Trp
Pro
Arg
Thr
365
Phe
Ser
Ser
Leu
Asp
445
Thr
Asn
Ser
Leu
Ser
525

Ala

Val

Pro
Arg
val
Pro
190
Asp
Gly
Pro
Glu
Ile
270
AsSp
Glu
Ala
Asp
Ser
350
Glu
Gly
Ser
TYyr
Ser
430
Val
Pro
Ser
Ala
AsSp
510
Lys

Pro

Arg

Cys
Leu
Ser
175
Cys
Pro
Ser
Ser
Leu
2585
Thr

Pro

Ile

Tyr
335
Pro
Sexr
Ser
Glu
Ser
415
Asp
val
Cys
Leu
Cys
495
Ser
val

Pro

Cys

Gln

s

His
160
Phe
Glu
Ser
Pro
Leu
240
Ile
Arg
Leu
Leu
Pro
320
Glu
Pro
Thr
Ser
Pro
400
Ser
Gly
Cys
Ala
Leu
480
Gln
His
Lys
Hias

His
560



Ala
Glu
val

Ile

Tyr
625
cly
Trp
Phe
Tyr
Leu
705
Glu

Ser

Leu
Leu
85
Asp
Ser
Leu
Ala
Ala

865
Val

Gln
Gly
Pro

945
Leu

Trp

Arg

Arg
Asp
Phe
val
610
ASp
Phe
Lys
Asp
Gln
5680
Thr
Asn
Cys
Ala
val
770
Arg
Pro
Asn
Thr
Arg
850
Pro
Leuy
Gly
Arg
Glu
930
Leu
Ala

Ala

Leu

Lys
Ser
Cys
595
Phe
Val
Gln
Ser
Ser
675
Cys
Glu
Cys
Gly
ala
78%
val
Ala
Pro
val
Axg
B83S
His
Thr
Ile
Ala
Leu
515
Ile
Arg
Arg

val

Asp

Ala
Val
580
Val
Pro
val
Tyr
Lys
660
Thr
Cys
Aryg
Gly
Asn
740
Gly
Ile
Phe
Gln
Ser
8§20
Asp
Thx
Leu
Ala
Cys
900
His
Asn
Ala
Gly
Arg

980
Leu

val
565
Thr
Gln
Asp
Serx
Ser
645
Lys
val

Asp

Leu

Tyr
725
Thr
Leu
Cys
Thr
Pro
805
val
Pro
Pro
Trp
Arg
885
Tyr
Gly
Arg
Trp
Gly
965
Thr

Ser
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Ala

‘Pro

Pro
Leu
Lys
630
Fro
Thr
Thr
Leu
Tyr
710
Arg
Leu
Gln

Glu

Glu

‘730

Glu

Ala

Thr

Val

Ala

870
Asp

Ser

Leu

val

Axrg
950
Lys
Lys

Gly

His
Ile
Glu
Gly
615
Leu
Gly
Pro
Glu
Asp
695
Val
Arg
Thr
AsSp
Ser

775
Ala

Tyr
Hig
Thr
Asn
855
Arg
Gln
Ile
Ser
Ala
935
His
Als

Leu

Trp

Ile
AsSp
Lys
600
val
Pro
Gln
Met
Ser
&80
Pro
Gly
Cys
Arg
Cys
760
Alg
Met
Asp
Asp
Pro
840
Ser
Met
Leu
Glu
Ala
920
Ala
Arg
Ala

Lys

Phe

Asn
Thr
SB5
Gly
Axrg
Leu
Arg
aly
665
Asp
Gln
Gly
Arg
745
Thr
Gly
Thr
Leau
Gly
825
Leu
Trp
Ile
Glu
Pro
905
Phe
Cys
Ala
Ile
Leu

985
Thr

54

Ser
570
Thr
Gly
Val
Ala
val
650
Leu
Ile
Ala
Pro
730
Ile
Met
val
Arg
Glu
810
Ala
Ala
Leu
Leu
Gln
890
Leu
Ser
Leu
Trp

Cys
970

Thr

Ala

val
Ile
Arg
cys
val
635
Glu
Ser
Arg
Arg
Leu
718
Ser
Lys
Leu
Gln
Tyr
795
Leu
Gly
Arg
Gly
Met
875
Ala
Asp
Lau
Arg
Ser
ass
Gly

Pro

Gly

Trp
Met
Lys
Glu
620
Met
Phe
Tyr
Thr
Val
700
Thr
Arg
Ala
Val
Glu
780
Ser
Ile
Lys
Ala
Asn
860
Thr
Leu
Leu
His
Lys
940
val
Lys

Ile

Tyr

Lys
Ala
Pro
€05
Lys
Gly
Leu
Asp
Glu
6B5
Ala
Asn
val
Arg
Cys
765
Asp
Ala
Thr
Arg
Ala
845
Ile
His
Asn
Fro
Ser
825

Leu

Arg

Thr

Ser

Asp
Lys
590
Ala
Met
Ser
Val
Thr
6740
Glu
Ile
Ser
Leu
Ala
750
Gly
Ala
Pro

Ser

val
g3g

Trp
Ile
Phe
Cys

Pro
910

Tyr
Gly
Ala
Leu
Ala

930
Gly

Leu
575
Asn
Arg
Ala
Ser
Gin
655
Arg
Ala
Lys
Arg
Thr
735
Ala
Asp
Ala
Pro
Cys
815
Tyr
Glu
Met
Phe
Glu
835
Ile
Serx
val
Axg
Phe
975

Ala

Gly

Leu
Glu
Leu

Leu

Tyr
640
Ala

Cys
Ile
Ser
Gly
720
Thr
Cys
Asp
Ser
Gly

800
Ser

Tyr
Thr
Phe
Ser
880
Ile
Ile
Pro
Pro
Leu
560
Asn

Gly

Asp



10

15

995
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1000

1005

Ile Tyr His Ser Val Ser His Ala Arg Pro Arg Trp Phe Trp Phe Cys

1010

1015

1020

Leu Leu Leu Leu Ala Ala Gly Vval Gly Ile Tyr Leu Leu Pro Asn Arg

1025

<210>10

<211> 226
<212> PRT
<213> Secuencia Atrtificial

<220>

1430

1035

<223> Secuencia del antigeno S del virus de la Hepatitis B (HBsAQ)

<400> 10

<210> 11

Met Glu Asn Ile Thr

1
Ala

Asp
Leny
Cys
65

Ile
Leu
Serx
Gln
Gly
145
Phe
Vval
Ser

Leu

Tyr
225

<211> 212
<212> PRT
<213> Secuencia Atrtificial

<220>

Gly
Ser
Gly
50

Pro
Ile
Leu
Ser
Gly
130
Asn
Leu
Pro
val
Ser

210
Ile

Phe
Trp
35

Gln
Pro
fhe
Asp
Thr
115
Thr
Cys
Trp
Phe
Ile

185
Pro

Phe
20

Trp
Asn
Thr

Leu

TYyT
100
Thr
Ser
Thr
Glu
Val
180
Trp

Phe

5
Leu

Thr
Ser
Cys
Phe
85

Gln
Ser
Met
Cys
Trp
165
Gln

Met

Leu

Ser
Leu
Ser
Gln
Pro
70
Ile
Gly
Thr
TyT

Ile
150
Ala

Trp
Met

Pro

Gly
Thr
Leu
Ser
55

Gly
Leu
Met
Gly
Pro
135
Pro
Ser
Phe
Trp

Leu
215

Phe
Arg
Asp

4C
Pro

Tyr
Leu
Leu
Pro
120
Ser
Ile
Ala
val
Tyr

200
Leu

<223> Antigeno C y antigeno E del virus de la Hepatitis

<400> 11

Leu
Ile
25

Phe
Thr
Arg

Leu

Pro
105
Cys
Cya
Pro
Arg
Gly
185
Trp

Pro

55

Gly
10

Leu
Leu
Ser
Trp
Cys
90

Val
Arg
Cys
Ser
Phe
170
Leu

Gly

Ile

Pro
Thr
Gly
Agn
Mat
75

Leu
Cys
Thr
Cys
Ser
155
Ser
Ser

Pro

Phe

Leu
Ile
Gly
His
60

Cysg
Ile
Pro
Cys
Thr
140
Trp
Trp
Pro

Ser

Phe
220

Leu
Pro
Thr
45

Ser
Leu
Phe
Leu
Met
125
Lys
Ala
Leu
Thr
Leu

205
Cys

Val
Gln
30

Thr

Pro

Leu
Ile
110
Thr
Pro
Phe
Ser
Val
190

Tyz

Leu

1040

Leu
15

Sey
val
Thr
Aryg
Leu
95

Pro
Thr
Ser
Gly
Leu
175

Trp

Ser

Trp

Gln
Leu
Cys
Ser
Phe
B0

Val
Gly
Ala
RAep
Lys
180
Leu
Leu

Ile

Val



<210> 12
<211> 22

Met
vVal
Asp
Pro
ala
5

His
Leu
Leu
Leu
Ile
145
Tyr
Val
Arg

Glu

27

<212> PRT
<213> Secuencia Atrtificial

<220>

Gln
Gln
Pro
Ser
50

Leu
Thr
Ala
vVal
Leu
130
Glu
Arg
val

Arg

Ser
210

Leu
Ala
Tyr
3is

RAsp
Tyr
Ala
Thr
val
115
Trp
Tyr

BPro

Arg
1585
Gln

Phe
Ser
20

Lys
Phe
Arg
Leu
Trp
100
Ser
Phe
Leu
Pro
Arg
180

Arg

Cys

His
Lys
Glu
Phe
Glu
Arg

85
Val

His
Vval
Asn
ies
hrg

Ser
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‘Leu

Leu
Phe
Pro
Ala
70

Gln
Gly
val
Ile
Ser
150
Ala

Gly

Gln

<223> Secuencia del virus de la Hepatitis A

<400> 12

Met
1
Asp
Ser
Asp
Pro
65
Glu

Leu

Asn
His
val
Gln
50

Leu

Lys

Phe

Met Ser Lys Gln

Ile
AsSp
35

Ser
Lys
Phe

His

Leu
20

Arg
Ser
Thr
Phe

Glu

5
Ser

Thr
val
Ser
Leu

85
val

Leu
Ala
His
val
70

Ile

Ala

Cys
Cys
Gly
Ser
55

Leu
Ala
val
aAsn
Ser
135
Phe
Pro

Arg

Ser

Gly
Ala
Val
Thr
55

Asp

His

Lys

Leu
Leu
Ala
40

val

Glu

Ile

Thr
120
Cys
Gly
Ile

Ser

Pro
200

Ile
Asp
Thr
40

Ala
Lys

Ser

Leu

Ile
Gly
25

Thr
Arg
Ser
Leu
Leu
105
Agn
Leu
val
Leu
Pro

1B5S
Arg

Phe
Ile
25

Gly
Glu
Pro

Ala

Asp

56

Ile Ser
10
Trp Leu

Val Glu
Asp Leu

Pro Glu
75

Cys Trp

S0

Glu Asp

Met Gly
Thr Phe

Trp Ile
155

Ser Thr

170

Arg Arg

Arg Arg

Gln Thr
10
Glu Glu

Ala Ser
val Gly

Gly Ser
75

Asp Trp

90

Val val

Cys
Trp
Leu
Leu
60

His
Gly
Pro
Leu
Gly
140
Arg
Leu

Arg

Arg

Val
Glu
Ty
Ser
60

Lys

Leau

Lys

Ser
Gly
Leu
45

Asp
Cys
Glu
Ala
Lys
125
Arg
Thr
Pro

Thr

Ser
205

Gly
Gln
Phe
45

His
Lys

Thr

Leu

Cys
Mekt
30

Sexr
Thr
Ser
Leu
Sexr
110
Phe
Glu
Pro
Glu
Pro

150
Gln

Ser
Mat
30

Thr
Gln
Thr

Thr

Leu

Pro
15

Asp
Phe
Ala
Pro
Met
a5

Arg
Arg
Thr
Pro
Thr
175

Ser

Ser

Gly
15

Ile
Ser
Ile
Gln
Hisg
95

Tyr

Thr
Ile
Leu
Ser
His
80

Thxr
Asp
Gln
val
Ala
160
Thr

Pro

Arg

Leu
Gln
Val
Glu
Gly
80

Ala

Asn



Glu
Phe
Gly
145
Ile
Asn
TyY
Val
Leu
225
Pro
Glu
Ser
Gly
Leu
305
Ile
Asn
Phe
Thr
Glu
385
Pro
Arg
Lys
val
Val
465
Pro
Gly

Gln

Gly

Gln
Gly
130
Gly
Ala
Agn
His
Trp
210
Agn
Leu
Asn
Phe
Gly
290
Ala
Lys
Pro
Cys
Lys
370
Leu
Cys
val
Ser
450
Arg
Leu
Gly

val

Lys
530

Phe
115
Ile
Leu
Ser
Val
Phe
195
Ser
Val
Ser
Vval
Ala
275
Ile
Ala
Val
Asp
Phe
3&s
Tyr
Ile
Ala

Pro

Ala
435

Cys
Val
Tyr
Phe
Gly

515
Met

100
Ala

Glu
Ile
Leu
Val
180
Lys
Glu
Leu
Thr
val
260
Leu
Lys
Gln
Ile
Gln
340
Trp
His
Asp
Val
Trp
420
His
Tyr

Asn

Ser
SQ0
Ile

Asp

val
Ile
Cys
Thr
165
Arg
Asp
Leu
Ala
Gln
248
Asn
Asp
Ile
Fhe
Pro
325
Lys
Arg
Ser
Val
Met
405
Ile
Gln
Asn
val
Ala
485
Thr

Thr

Val
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Gln

Gln

‘Ala

150
val

Ile
Pro
Asn
Arg
230
Met
Leu
Gln
Thr
Pro
310

val

Cys

Gly

Gly
Thr
3390
Asp
Ser
Lys
Arg
Tyr

470
Met

-Thr

Thr

Ser

Gly
Val

135
Met

Tyr
Lys
Gln
Ile
215
Phe
Met
Ser
Glu
His
295
Phe
Asp
Ile
Asp
Arg
375
Gly
Ile
Asp
Gly
Leu
455
Leu
Asp
val

Met

Gly
535

Leu
120
Gln
Val
Pro
val
Tvyr
200
Gly
Thr
Arg
Asn
Asp
280
Phe
Asn
Pro
Thr
Le

36

Leu
Ile
Thr
Thr
Glu
440
Thr
Ser
val
Ser
Arg

520
Val

105
Leu

Ile
Pro
His
Pro
188
Pro
Thr

Asp

Asn

265
Trp

Thr
Ala
Tyr
Ala
345
Val
Leu
Thr

CGly

Pro
425

Tyr
Ser
Ala
Thr
Thr
505

Asp

Gln

57

Arg
Asn
Gly
Gly
170
Phe
val
Cly
Leu
Glu
280
Glu
Lys
Thr
Ser
Phe
i3¢
Leu
Phe
Phe

Leu

Val
410
Tyr

Thx
Pro
Ile
Thr
490
Glu

Leu

Alza

Tyr
Pro
Asp
155
Leu
1le
Trp

Thr

Glu

235

Phe
Asp
Ser
Trp
Asp
315
Phe
Ala
Asp
Cys
Lys
395
Gln
Arg
Ala
Ser
475
Gln
Gln
Lyd

Pro

His
Thr
140
Gln

Leu

Glu
Ser
220
Leu
Arg
Ala
Asp
Thr
300
Serx
Gln
Sexr
Fhe
Phe
380
Gln
Ser
Val
Ile
Asn
480
Leu
val
Asn

Gly

Arg
540

Thr
125
Pro
Ser
Asn
Thr
Leu
208
Ala
His
val
Arg
Pro
285
Ser
Val
Met
Ile
Gln
365
val
Ala
Thr
Asn
Gly
445
Val
Glu
Gly
Val
Lys

525
Gly

110
Tyx

Phe
Tyr
Ccys
Arg

180
Thr

Tyr
Gly
Ser
Ala
270
Ser
Tle
Gly
Thr
Cys
350
val
Pro
Thr
Leu
Arg
430
Lys
Ala
Cys
Asp
Pro
8106

Ala

Ser

Ala Arg
Gln Gln

Gly Ser
160

Asn Ile

175

Gly Ala

Ile Arg
Thr Ser

Leu Thr
240

Thr Thr

255

Lys Met

Gin Qly
Pro Thr

Gln Gln
330

Asn Thr

335

Gln Met

Phe Pro
Gly Asn

Thr Ala
400

Arg Phe

415

Tyr Thr

Leu Ile
Ser His
Phe Rla
480
Asp Ser
4595
Asp Pro
Asn Arg

Tyr Gln



Gln
545
Pro
Ile
Asn
Ser
Leu
625
Gly
Ala
Lys
Ile
Ala
705
Leu
Ser
Ala
Arg
Glu
785
Lys
Glu
Leu
Ile
Arg
865
Glu
@lu
Lys
Met
Met
945

Lys

Ile

Gln
Glu
Tyr
Ser
Asn
510
Phe
Ala
Val
Thr
Gln
690
Leu
Phe
Cys
Pro
Ile
770
Glu
Glu
Glu
Phe
Met
850
Arg
Met
Lys
Phe
Leu
930
Ser

Ile

Lys

Leu
Leu
Lys
Asn
585
Pro
Gln
Thr
Asp
Ala

675
Ile

Glu
Tyr
Leu
758
Ala
Asp
Leu
Leu
Ser
B35
Lys
Phe
Asp
Trp
Thx
218
Asp

Glu

Glu

Asn
Lys
Phe
580
ASn
Pro
Leu
Asp
Pro
660
Leu
Arg
Gly
Ile
Leu
740
Asn
Ala
Arg
Arg
Ser
820
Gln
Phe
Gly
Ala
Thr
ago
Ser
Leu
Thr

Leu

Gln

Asp
Pro
565
Met
Lys
His
Tyr
val
645
Trp
Gly
Leu
Leu
Ala
725
Ser
Ser
Gly
Arg
Leu
805
Asn
Ala
Ser
Phe
Gly
885
Glu
Asn
Glu
Asp
Ala

965
Gly
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Pro
550
Gly
Gly
Glu
Gly
Arg
630
Asp
val
Ala
Pro
Gly

710
Asn

Val

Asn
Asp
Fhe
790
Glu
Glu
Lys
Trp
Ser
870
val
Met
Lys
Glu
Leu
950

AspD

Val

val
Glu
Arg
Tyr
Leu
515%
Gly
Gly
Glu
Val
Trp
€95
Asp
Tyr
Thr
Ala
Leau
775
Glu
Val
val
Ile
Arg
855
Leu
Leu
Lys
Tyr
Ile
935
Cys

Arg

Gly

Leu
Ser
Ser
Thx
500
Pro
Pro
Met
Lys
Arg
680
Tyx
Lys
Asn
Glu
Meh
760
Glu
Ser
Gly
Leu
Ser
B840
Gly
Ala
Thr
Asp
Trp
820
Ala
Phe

Met

Leu

Ala
Arg
His
585
Phe
Ser
Leu
Ala
Glu
665
Phe
Ser
Thr
His
Gln
745

Leu

Ser

Lys
Pro
825
Leu
Val
Ala
Gly
Asp
205
Ser
aAla
Leu

Leu

Ile

58

Lys
His
570
Phe
Pro
Thr
Asp
§50
Ser
Asn
Tyr
Asp
Ser
730
Ser
Ser
Ser
Ile
Gln
810
Pro
Phe
Thr
Gly
Arg
890
Lys
Lys
Asn
Leu
Gly

870
Ala

Lys
555
Thr
Leu
Ile
Leu
Leau
6385
Phe
Ala
Thr
Leu
Ser
715
Asp
Glu
Thr
Vval
Glu
795
Arg
Pro
Tyr
Ala
Arg
875
Leu
Ile
Val
Ser
His
955

Leu

Glu

val
Ser
Cys
Thr
Arg
620
Thr
Thr
Leu
Arg
Tyx
700
Thr
Glu
Phe
Glu
Asp
780
Cys
Leu
Arg
Thr
Asp
B60O
Ser
Ile
val
Asn
Lys
940
Trp
Ser

Cys

BEro
Asp
Thr
Leu
605
Trp
Ile
Pro
Ser
Arg
685
Ala
Phe
™YY
Tyr
Ser
765
Asp
Arg
Lys
Lys
Glu
845
Thr
Val
Arg
Ser
Phe
925
Asp
Leu

Gly

Arg

Glu
His
Phe
590
Ser
Phe
Ile
val
Ile
670
Thxr
val
Gly
Leu
fhe
750
Met
Pro
Lys
Tyr
Met
830
Glu
Arg
Txp
Leu
Leu
910
Pro
Phe
Agsn

Vval

Thr

Thr
Met
578
Thr
Ser
Fhe
Ile
Gly
€55
Asp
Gly
Ser
Leu
Ser
735
Pro
Met
Arg
Pro
Ala
BlS
Lys
His
Ala
Thr
Asn

885
Ile

Pro
Pro
Gln

975
Phe

Phe
560
Ser
Phe
Thr
Asn
Thr
640
Leu
Tyr
Asn
Gly
Phe
720
Phe
Arg
Ser
Ser
Tyx
800
Gln
Gly
Glu
Leu
Leu
880
Asp
Glu
Gly
Asn
Lys
960

Glu

Leu



Asp Ser

Ser val

980
Ile Ala
995

Thr

Gly

val Glu

1010

Gly Ile
1025
His Ile

Ser Val

Phe Asn

Phe Ser

Leu Leu

Tyr

Ile Gly Leu

1045

Ile Ser

1060

Cys

Trp
1075
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985
Thr Leu Lys Ser
1000
Ile Ile Asn Thr
10158
val Iie Gln Gln
1030

Leu Arg Val Met

Gly Lys Vval Phe
10865

1080

Met Met Phe Gly Phe

990

His His

1005

Val Leu Cys Phe Val

1020

Leu Asn Gln Asp Glu

1035

Asn Tyr Ala Aasp Ile
1050
Ser Lys Met Leu Glu

Gln Met Asp Ser Arg Met Met Glu Leu Arg Thr

108S

Asn Trp Leu Arg Asp Ile Cys Ser Gly Ile Thr

10390

Ser pPhe
1105
Tyr Glu

Asp Asn

Cys Ile

Gly Val

Lys Asp Ala Ile Tyr Trp Leu Tyr Thr Lys

Val Asn Tyr Gly Lys Lys Lys Asp lle

1125

Gln Gln Lys
1140

Leu Glnt
1155
Asp

Ile

Leu Tle

1170

val
1185

Asp

Pro Asn Leu

1095

1110

1100
Leu
1115

Leu Asn

1130

Ile Glu Lys Ala Ile
1145
Gln Asp Val, Glu Lys
1160
Gln Lys Leu Arg Thr
1178
Gly Val
1190

Leu Ser

His

Glu Glu Ala

Phe Gln
1165

Ser

Asp

His
1180
Leu

val

Pro
1195

Arg

Ala Arg Val

Met val Thr

His

Arg

Gln
1208
Cys Glu Pro

Lys Leu

Asn Leu
1210
val Cys Tyr Leu

Lys Gly Ser

val

Tle

Tyr

1220

1225

Lys Ser
Ser
1040

Cys

His

Gly
1055
Thr Vval
1070

Gln Ser

Ile Phe Lys
Fhe
1120

Lys

Lys Asp

Ile Leu
1135
Asp Asn Phe
1150

Tyr Gln Lys

Met Ala Gln

Asp Cys Ile
1200
Asn Gln Ala
1215
Gly Lys Arg
1230

Gly Gly Gly

1235

Lys His Tyr

1250

Ala Ser
1265

Asp Asp

Asp
Ile

Gln Leu Val

Glu Lys Gly

1315

Trp Ser Asn
1330

Arg Arg

1345

Asn Pro

Leu
His

Ala Ile Lys

Lys
Gly
Tyr

Gly

Ser Gly
1300

hrg
Pro
His
Asn

Asp

Leu Thr Ser Ile
1240

Glu Lys

Ser

val -Glu Pro
1255

Asp Gly Tyr Ser

1270

Asn Thr Thr Asp

Trp

Gln
1285

Cys Pro Met Arg

13058

His Phe Ser Ser Pro
1320

Lys Thr

1335 ,

Val Glu

Ser Pro Vval

FPhe Lys Val
1350

Asp Met Leu val

1365

Met Ser Cys

Asn

val Asp

Thr
1245
Thr Lys

Ala Leu Ala Lys
Asn Ile Tyr
1260
Gly Gln Leu Val Cys
1275
Glu Asp Trp Ser Asp
1290
Leu Asn Met Ala Sex
1310
Ile Ile Ala Thr
1325
Vval Lys Glu Ala
1340
Pro Ala Ser
1358
Asn Leu Ala Lys
1370
Leun Ile Met Asp

Phe
Tyr
Lys Phe
Thx

Gly

Ile Cys

Pro Val

Ile Ile
1280
Phe Cys
1295
Leu Glu

Ser Asn

Ile nsp

Phe Lys
1360
Asn Asp
1375

His Asn

1380

1385

Ila Ser Leu

Met Asp Leu Leu

Ser

' S8er Leu vVal Met Thr

13390
Vval Glu Ile

Arg Lys
1410

1395
Gln Asn Met Ser Glu
1415

1400

1405

Phe Met Glu Leu Trp Ser Gln Gly Ile
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Ser Asp Asp Asp Asn Asp Ser Ala Val Ala Glu Phe Phe Gln Ser Phe
1425 1430 1435 1440
Pro Ser Gly Glu Pro Ser Asn Trp Lys Leu Ser Ser Phe Phe Gln Ser
1445 - 1450 1455
Val Thr Asn His Lys Trp Val Ala Val Gly Ala Rla Val Gly Ile Leu
1460 1465 1470
Gly Val Leu Val Gly Gly Trp Phe Val Tyr Lys Hia Phe Ser Arg Lys
1475 1480 1485
Glu Glu Glu Pro Ile Pro Ala Glu Gly Vval Tyr His Gly Val Thr Lys
1490 1495 1500
Pro Lys Gln Val Ile Lys Leu Asp Ala Asp Pro Val Glu Ser Gln Ser
1505 1510 1515 1520
Thr Leu Glu Ile Ala Gly Leu Val Arg Lys Asn Leu Val Gln Phe Gly
1525 1530 1535
Val Gly Glu Lys Asn Gly Cys Val Arg Trp Val Met Asn Ala Leu Gly
1540 1545 1550
Val Lys Asp Asp Trp Leu Leu Val, Pro Ser His Ala Tyr Lys Phe Glu
1555 1560 1565
Lys Asp Tyr Glu Met Met Glu Phe Tyr Phe Asn Arg CGly Gly Thr Tyr
1570 1575 , 1580
Tyr Ser Ile Ser Ala Gly Agn Val val Ile @Gln Ser Leu Asp Val Gly
1585 1580 1585 1600
Phe Gln Asp Val Val Leu Met Lys Val Pro Thr Ile Pro Lys Phe Arg
1605 1610 1615
Asp Ile Thr Gln Hils -Phe Ile Lys Lys Gly Asp Val Pro Arg Ala Leu
1620 1625 1630
Asn Arg Leu Ala Thr Leu Val Thr Thr Vval Asn Gly Thr Pro Met Leu
1635 1640 1645
Ile Ser Glu Gly Pro Leu Lys Met Glu Glu Lys ARla Thr Tyr Val His
1650 1655 1660
Lys Lys Asn Asp Gly Thr Thr Val Asp Leu Thr Val Asp ¢ln Ala Trp
1665 1670 1675 1680
Arg Gly Lys Gly Glu Gly Leu Pro Gly Met Cys Gly Gly Ala Leu Val
1685 16590 1685
Ser Ser Asn Gln Ser Ile Gln Asn Ala Ile Leu Gly Ile His Val Ala
1700 1708 1710
Gly Gly Asn Ser Ile Leu Val Ala Lys Leu Val Thr Gln Glu Met Bhe
1715 1720 1725
Gln Asn Ile Asp Lys Lys Ile Glu Sexr Gla Arg Ile Met Lys Val Glu
1730 1735 1740
Phe Thr Gln Cys Ser Met Asn Val Val Ser Lys Thr Leu Phe Aryg Lys
1745 1750 1755 1760
Ser Pro Ile Hip Hig His Ile Asp Lys Thr Met Ile Asn Phe Pro Ala
1765 1710 1775
Ala Met Pro Phe Ser Lys Ala Glu Tle Asp Pro Met Ala Met Met Leu
17890 1785 17890
Ser Lys Tyr Ser Leu Pra Ile Val Glu Glu Pro Glu Asp Tyr Lys Glu
1785 1800 1805
Ala Ser Val Phe Tyr Gln Asn lys Tle Val Gly Lys Thr Gln Leu Val
1810 1815 1820
Asp Asp Phe Leu Asp Leu Asp Met Ala Ile Thr Gly Ala Pro Gly Ile
1825 1830 1835 1840
Asp Ala Ile Asn Met Asp Ser Ser Pro Gly Phe Pro Tyr Val Gln Glu
1845 1850 1855
Lys Leu Thr Lys Arg Asp Leu Ile Trp Leu Asp Glu Asn Gly Leu Leu
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1860 1865 1870
Leu Gly Val His Pro Arg Leu Ala Gln Arg Ile Leu Phe Asn Thr Vval
1875 1880 1885
Met Met Glu Asn Cys Sexr Asp Leu Asp Val Val Phe Thr Thr Cys Pro
1830 1885 1800
Lys Asp Glu Leu Arg Pro Leu Glu Lys Val Leu Glu Ser Lys Thr Arg
1905 1910 1315 1920
Ala Ile Asp Ala Cys Pro Leu Asp Tyr Thr Ile Leu Cys Arg Met Tyr
1925 1930 1935
Trp Gly Pro Ala Ile Ser Tyr Phe His Leu Asn Pro Gly Phe His Thr
1940 1945 1250
Gly vVal Ala Ile Gly Ile Asp Prd'Asp Arg Gln Trp ARap Glu Leu Phe
1955 1360 1965
Lys Thr Met Ile Arg Phe Gly Asp Val Gly Leu Asp Leu Asp Phe Ser
1870 1975 1880
Ala Phe Asp Ala Ser Leu Ser Pro Bhe Met Ile Arg Glu Ala Gly Arg
1985 1550 1985 2000
Ile Mat Ser Glu Leu Ser Gly Thr Pro Ser His Phe Gly Thr Ala Leu
2005 2010 2015
Ile Asn Thr Ile XIle Tyr Ser Lys His Leu Leu Tyr Asn Cys Cys Tyr
2020 2025 2030
His val Cys Gly Ser Met Pro Ser Gly Ser Pro Cys Thr Ala Leu Leu
2035 2040 2045
Asn Ser Ile Ile Asn Asn Ile Agn Leu Tyr Tyr Val Phe Ser Lys Ile
2050 2055 2060
Phe Gly Lys Ser Pro Val Phe Phe Cys Gln Ala Leu Arg Ile Leu Cys
20865 2070 2075 2080
Tyr Gly Asp Asp Val Leu Ile Val Phe Ser Arg Asp Val Gln Ile Asp
2085 2090 2095
Asn Leu Asp Leu Ile Gly Gln Lys Ile Val Asp Glu Phe Lys Lys Leu
2100 2105 2110
Gly Met Thr Ala Thr Ser Ala Asp Lys Asn Val Pro Gln Leu Lys Pro
2115 2120 2125
Val Ser Glu Leu Thr .Phe Leu Lys Arg Ser Phe Asn Leu Val Glu Asp
2130 2135 ‘ 2140
brg Ile Arg Pro Ala Ile Ser Glu Lys Thr Ile Trp Ser Leu Met Ala
2145 2150 2155 2160
Trp Gln Arg Ser Asn Ala Glu Phe Glu Gln Asn Leu Glu Asn Ala Gln
2165 2170 2175
Trp Phe Ala Phe Met His Gly Tyr Glu Phe Tyr Gln Lys Phe Tyr Tyr
2180 2185 2180
Phe Val Gln Ser Cys Leu Glu Lys Glu Met Ile Glu Tyr Arg Leu Lys
2185 2200 2205
Ser Tyr Asp Trp Trp Arg Met Arg Phe Tyr Asp Gln Cys Phe Ile Cys
2210 2215 2220
Asp Leu Ser
22235

<210> 13

<211> 9416

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220>

<223> Secuencia del virus de la Hepatitis C
<400> 13
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gecagcoccco
tecttcacgea
cceccectece
gacgaceggyg
gcaagactgce
gtgcttgega
ctcaaagaaa
geggtocagak
gegegacgag
aggcacgtcg
gcaatgaggg
ggggocccac
cgtgaeggett
ctgocaggge
ggaaccttee
tgeocegotte
geectaacte
tecccttgegt
ccaccaggga
ggagcgeeac
ttggtcaact
ctatetatco
ceccctacggce
tgatcgctgg
actgggcgaa
tcaccggggg
ccaagcagaa
tgaactgcaa
tcaactcttc

agggctgggg
ggcactacce

attgotteac’

acagctgggg
gcaattggtt
cococttgtgt
gcaaatatcee
gcatggtega
tcaaagtcag
cgeggggeyga
tgtccacecac
ccggeocteat
caagcatcgce
cagacgegcyg
ctttggagaa
cctteoctogt
tctacgcect
catacgecact
tggcgcetgac
agtattttct
99999993<Y
acatcaccaa
ttaaagtccc

tgatgggoge
gaaagecgtcet
gggagagcea
tectttotty
tagccgagta
gtgccceggg
aaccaaacgt
cgttggtgga
gaagacttcc
gecocgagggc
ttgegsgtay
agacccccgg
cgcegaccte
cectggegeat
tggttgctct
agcctaceoaa
gagtgttgtg
tcgegagggt
cggcaaactec
cocctgecteg
gtttacctte
coggceatata
agcgttggtg
cgcocecactgyg
ggtectggta
aaaktgcecgge
catccaactg
tgaaagectt
aggctgtecct
tcctateagt
tocaagacct
tcocgoagecce
tgcaaatgat
cggttgtace
catcggaggy
ggaagcgaca
ctaccegkat
gatgtacgtg
acgctgtgat
acagtggeag
ccaccteecac
gteetygggec
cgtectgttece
ccteghaata
gtkecttekge
ctacgggatyg
ggacacggag
tctgtcgecea
gaccagagta
cgatgcegteo
actactcckg
ctacttcgtg
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gacactccac catgaatcac
agecatggeg ttagtatgag
tagtggtc%g cggaaccggt
gataaacccg ctcaatgect
gtgttgggte gcgaaaggcce
aggtctecgta gaccgtgeac
aacaccaacc gtecgcccaca
gtttacttgt -tgecgegeag
gageggtoege aacctegagyg
aggacctggyg cteageeegg
gcgggatgge tectgteter
cgtaggtege gecaatttggy
atggggtaca taccgectcgt
ggcgtccggg ttetggaaga
ttctctatet tcettctgge
gtgegeaatt ccteogggget
tacgaggcgg ccgatgecat
aacgcctcga ggtgttgggt
ccecacaacge agetbcocgacyg
geccctctacg tgggggacct
tctocecagge accactggac
acgggtcate geatggoaty
gtagctcage tgctcogaat
ggagtecectgg cgggcataaa
gtgctgctge tatttgccgg
cgcaccacgg ctgggcottgt
atcamcacca acggcagttyg
aacaccggct ggttagcagg
gagaggttgg ccagctgeeg
tatgcrcaacg gaagcggect
tgtggcattg-tgccogeaaa
gtggtggtgyg gaacgaccga
acggatgtct tegtocttaa
tggatgaact caactggatt
gtgggcaaca acaccttget
tactcteggt gcggecteocgg
aggetttgge actatcettg
ggaggggtcg agcacaggct
ctggaagaca gggacaggte
gteottoegt gttetttcac
cagaacattg tggacgtgea
attaagtggg agtacgtegt
tgettgtgga tgatgttact
ctcaatgcag catcectgge
tttgegtggt atctgaaggg
tggecteteo tcctgcotoct
gtggeccgegt cgtgtggcyy
tattacaage gctatatcag
gaagcgcoaac tgcacgtgtg
atcttactca cgtgtgtagt
gecatetteg gacccettty
cgegttoaag geocttoteoeyg
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tcecectgtga
tgtecgtgcag
gagtacaccg
ggagatttgg
ttgtggtact
catgagcacg
ggacgtcaag
gggecectaga
tagacgtecag
gtacccttgyg
ccgtggetcet
taaggtcatc
cggegcceet
cggogtgaac
cetgetectet
ttaccatgte
actgeacact
ggcggtgace
tcatatcgat
gtgcgggtect
gacgcaagac
gaatatgatg
cccagaagca
gtatttectec
cgtogacycg
tggtctcctt
gcacatcaat
getcttcotat
acgccttacce
cgacgaacgc
gagcgtgtgt
caggtoggge
caacaccagg
caccaaagtg
ctgccccact
tcccaggatt
taccatcaat
ggaageggecc
cgagctcage
gaccctgeca
gtacttgtac
tectectgttce
catatccecaa
cgggacgeat
taggtgggtyg
gctggegttg
cgttgttett
ckggtgcatyg
ggttccccee
acacceggcoe
gattcttcaa
gatctgogeg

ggaactactg
cctcoaggac
gaattgccag
gogtgeooeoae
gcctgatagy
aatcctaaac
ttcccgggtg

ttgggtgtgc

cctatecccea
ccectctatyg
cggecctaget
gataccctta
cttggaggeg
tatgcaacag
tgcetgacty
accaatgatt
ceggagtgtg
ceccacggtgy
ctgcttgteg
gketttetty
tgcaattgtt
atgaactggt
atcatggaca
atggtgggga
gaaacecacy
acaccaggcg
agcacggcect
cagcacaaat
gattttgece
ccectactget
ggcccggtat
gegeoctacet
ccaccgetyg
tgeggagegce
gattgcttce
acacccaggt
tacaccatat
tgcaactgga
cegttgetgce
gecttgtceca
ggggtagggt
cttetgettyg
gcggaggcygg
gytcttgtgt
cccggagegy
cctecageggg
gtcgggttaa
tggtggcttc
ctcaacgtcecce
ctyggtatttg
gcoagtttge
ctagcgcgga

60
120
180
240
300
360
420
480
540
500
660
720
780
8490
900
260
1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620
1680
1740
1800
1860
1920
1980
2040
2100
2160
2220
2280
2340
2400
2460
2520
2580
2640
2700
2760
2820
2880
2940
3000
3060
3120



agatagcecgg
cetgtgtgta
tggcegtgge
gggcagatac
gccaggagat
cgcceateac
tgactggeceg
agaccttect
cgaggaccat
acctcgtggg
ccteggaccet
atagcagggg
gtcegetgtt
gtggagtgge
ceceggtgtt
acctgeatge
agggctacaa
acatgtccaa
ctggcageccc
gaggtgctta
cgggecatogg
ccactgctac
tgtecaccac
ggggaagaca
tggtecgeatt
cgaccagcgg
acttcgacte
accctacctt
gccggggcag
gccectocgyg
ggtatgagct
ggcttceegt
atatagatgce
tagegtaccea
tgecggaagtyg
gactgggege
catgecatgte
tggctygctet
tettgtecgg
agatggaaga
agttcaagca
coccoctgetgt
atttcatcag
ttgcttcatt
tecteottcaa
cocgeoetttgt
tcctegtgga
agatecatgag
totcacectgg
gecegggega
accatgtttc
ta&tcagcag
agtgtaccac
tgctgagega
cctttgtgte

aggtcattac
taaccatcte
tgtggaacea
cgecegegtge
actgcttggg
ggcgtacgce
ggacaaaaac
ggcaacgtge
cgecateacee
ctggceeget
ttacctggte
tagcctgett
gtgceeccacg
taaggeggtyg
cacggacaac
teccecacogge
ggtgttggtg
ggcccatggy
catcacgtac
tgacataata
cactgtectt
ccctecegggce
cggagagatc
tcteatectte
gggcatcaat
cgatgttgtce
tgtgatagac
tacecattgag
gactggcagg
catgttcgac
cacgceoegece
gtgcecaggac
ccacttteta
agccaccgtg
tttgatcege
tgttcagaat
ggccgacetg
ggecgegtat
gaagecggoa
gtgctctecag
gaaggcacte
ccagaccaac
tgggatacaa
gatggettte
catattgggg
gggcgetgge
cattcttgea
cggtgaggtc
agccottgea
gggggeagtyg
ccocacacac
cectecactgta
tccatgectce
ctttaagacce
ctgaecagoge
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gtgcaaatég ccatcatcaa
gcteetette gagactggge
gtecgtettet cccgaatgga
ggtgacatca tcaacggcett
ccagccgacg -gaatggtetce
cagcagacga gaggcctcct
caagtggagg gtgaggtcca
atcaatgggg tatgctggac
aagggtcctg teatccagac
cctecaaggtt cccgctcatt
acgaggcacyg cogatgteat
tegeccocegge ccatttecta
ggacacgecy tgggoctatt
gactttatcec ctgtggagaa
tcckctecae cageagtgec
agcggtaaga gcaccaaggt
ctcaaceeckt ctgttgctge
gttgatccta atatcaggac
tccacctacg gcaagttect
atttgtgacg agtgccactc
gaccaagcecag agactgocggg
tcegtcacty tgteccateo
cecttbitagg gecaaggctat
tgccactcaa agaagaagtg
gcegbggoet actacegegy
gtcgtgtcecga ccgatgctcet
tgcaacacgt gtgtcactca
acaaccacgc-tececccagga
gggaagceag gcatctatag
tegteegten tctgtgagtg
gagactacay ttaggctacg
catcttggat tttgggaggg
toecagacaa ageagagtay
tgcgectaggyg ctcaageocococ
cttaaaccea ccctecatgg
gaagtcacce tgacgecaccoee
gaggtegtca cgagcacctyg
tgectgteaa caggectgogt
attatacctg acagggaggt
cacttaccgt acatcgagea
ggectoetge agacegegte
tggcagaaac tcgaggtcott
tacttgygcgy gcctgtcaac
acagctgecg tcocaccagccc
gggtgggtgg ctgcccagct
ttagctggpg ccgcactcga
ggctatggcg cgggegtgge
ccctocacgg aggacetggt
gteggtgtygg tetttgeate
caatggatga accggcotaat
tacgtgecgg agagcgatgce
acgeageteoe tgaggegact
ggttcctggec taagggacat
tggetgaaag coaagetcat
gggtataggg gggtctggcg
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gttaggggcy
gcacaacgge
gaccaagcete
gcecgkcotet
caaggggtgg
agggtgtata
gatcgtgtca
tgtctaccac
gtataccaat
gacaccectge
tocogtgege
cttgaaaggce
cagggcegeg
cctagagaca
ceagagette
cceggetgeyg
aacactgggc
cggggtgaga
tgeegacgece
cacggatgce
ggcgagacty
taacatecgag
cococctegag
cgacgagcte
tcttgacgtyg
catgactggc
gacagtcgat
tgctgtetee
atttgtggca
ctatgacgcg
agegtacatyg
cgtetttacg
ggagaacttt
Eccececatceg
gccaacacee
aatcaccaaa
ggtgctegtt
ggtecatagty
tctctaccag
agggatgatyg
ccgecatgea
ttgggcgaag
getgeetggt
actaaccact
cgcogeoeee
cagcgttgga
gggagctetkt
caatctgctg
aatactgege
agecttegen
agcegceocge
gecatcagtgg
ctgggactgg
gccacaactyg
aggagacggc

cttactggca
ctgcgagate
atcacgtggg
gccocgtagyg
aggttgergg
atcaccagcec
actgetacce
ggggccggaa
gtggatcaag
acctgeggct
cggegaggty
tcctegggyy
gtgtgcacce
accatgagat
caggtggeccc
tacgcagcca
tttggtgctt
acaattacca
gggtgcteag
acatccatct
gttgtgcteg
gaggttgcte
gtgatcaagyg
gccgegaage
tctgteatce
tttaceggeg
tttagcecttg
aggactcoaac
cegggggage
ggctgtgett
aacaccocogy
ggecteacte
cebtaccetgg
tgggaccaga
ctgctataca
tacatcatga
ggeggegtec
ggcaggatcy
gagttegatg
ctegetygage
gaggttatca
cacatgtgga
aacceoogeca
ggccaaagce
ggktgcogeta
ctggggaagg
gtggecattca
coegecated
cggegtgttyg
teccgaggga
gtcactgcca
ataagctcgg
atatgcgagg
cctgggattce
attatgcaca

3180
3240
3300
3360
3420
3480
3540
3600
3660
3720
3780
31840
3900
3960
4020
4080
4140
4200
4260
4320
4380
4440
4500
4560
4620
4680
4740
4800
4860
4920
4980
5040
5100
5160
5220
5280
5340
5400
5460
5520
5580
5640
5700
5760
5820
5880
5940
§000
6060
6120
6180
§240
6300
6360
6420



ctegetgeca
teggtcoctag
cgggeocctg
cagaggaata
ctgacaatct
gggtgecgcct
tcagagtagy
acgtagccgt
ggagaaggtt
cegeteoeate
tagaggctaa
agaacaaagt
aggtectcegt
tctgggegeg
aaccacctgt
ckcggaaaaa
ttgecacecaa
catcctetga
ccatgeeecce
cggtecagtag
caggcgeoact
gcaactcgtt
aaaggaagaa
tgctcaagga
aagcttgecag
acgtccgttg
tggaagacag
ttecagooctga
tgcgegtgtg
tgggaagete
cgtggaagte
cagtecackga
ccoaagcccg
ctaattcaag
ctagetgtgg
ggctccagga
cgggggteca
cdegceccoce
cctccaacgt
accctacaac
cctggcetagyg
ccocacttett
tctacggagc
atggcctecag
catgcctoag
tcegegetag
actgggcagt
tgtecggetg
cccggococeyg
tcctcececaa

<210> 14

<211> 3182
<212> ADN
<213> Secuencia Atrtificial

<220>

ctgtggagct
gacctgcaag
tactcccectt
cgtggagata
caaatgcoecy
acataggttt
actecacgag
gttgacgtce
ggcgagaggg
tctecaaggea
ccbtectgtgyg
ggtgattctyg
acccgcagaa
gcoggactac
ggtccatgge
gcgtacggtg
aagttttgge
gcccgeeoccet
cctggagggg
tggggecgac
cgtcaccoeeg
gctacgcocat
gaaagtcaca
ggtcaaagca
cectggecgece
ccatgccaga
tgtaacacca
gaaggggggt
cgagaagatg
ctacggattc
caagaagace
gagcgacatc
cgtggccatc
gggggaaaac
taacacccte
ctgcaceatg
ggaggacgcyg
cggggacoec
gteoagtegec
ceceetegeg
caacataatc
tagegtcete
ctgctactce
cgecattttca
aaaacttggg
gebtkbetggec
aagaacaaag
gttcacgget
ctggttctgg
ccgatgaaga
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gagatcactg
aacatgtgga
cctgcgecga
aggcgggtgg
tgeccagatce
gecgececett
taceccggtgg
atgcetecactyg
tcacceoett
acttgcaceg
aggcaggaga
gactectteyg
attctgcgga
aaccccctge
tgccegcectac
gtcctcaceg
agctectcaa
tctggetgeoco
gagcctggqg
acggaagatg
tgocgetgogy
cacaatctgg
tttgacagac

gacatgtcaa
gtgggacgtt
actataagtt
gggacttcca
catecgecega
geaagecektt
ggtegeaatt
atcccteocea
ctatggeccag
ccaaccatga
tgggcggcaa
atceogektgt
agtctecggag
tagtagagac
caccetacacg
aatcaaccct
cttceoggeat
cececogactce
atccggatcet
tecgtgtgcty
aggaacaaaa
tgtatteccac
tgcaagttct

gcggcgtcaa -aagtgaagge

ccacattcag
aaggccgkag
atagacacta
cgtaagccag
gcecectgtacg
caatactecac
ccgatgggye
cgtacggagg
aagtcectea
tgcggetace
actcgctaca
ctegtgtgtyg
gogagcotga
ccacaaccag
cacgacggcg
agageeogegt
atgtttgecec
atagccaggg
atagaaccac
ctecacagtt
gteococecgecoct

agaggaggca

¢tecaaackca’

ggctacaged
ttttgeetac
ctgggctaac

<223> Secuencia del virus de la Hepatitis B
<400> 14

ccaaatccaa
cccacaktcaa
ccatcatgge
cteghoteat
acgtggttag
caggacagcyg
tectegtatga
aggcaattta
ctgagagget
gcaggtgecyg
tcaaggoccg
gcgacgactt
gagectteac
aatacgactt
ctggaaagag
gggagacagc
ccacactgtg
atcagcttga
tagatctacc
actctcecagyg
tgcgagettg
aggctgoccat
ctcecgataacg
ggggagacat
tectgettge
cactccagge
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aaacgggacyg
cttcaktaat
cgcgetgtgg
ctacgtatcg
atctttcaca
gctgegggag
accttgogayg
tataacagca
ctectegget
ctcceetgac
catcaccagyg
ggcagaggad
attcgceeca
gtggaaaaag
gteccetect
acctactgce
tacgggcgac
cgacgttgag
cagcgacggg
ctcaatgtct
actgeecatc
cacttcacgce
ggacagccat
taacttgcta
gtttggctat
ctecegtgtgg
caagaacgag
egtgttecee
caagctoeccco
ggttgaattc
tacccgetgt
ccaatgttgt
ttatgttggg
cgogageaga
ggcagoctgt
agtcgttate
ggaggctaty
ggagettata
ggtctactac
aagacacact
ggcgaggatg
acaggctcte
tccaatcatt
tgaaattaat
gagacacegg
atgtggcaag
ggccgetgge
ttatecacagce
tgcaggggta
caataggcca

atgaggatcg
gectacacca
agggtgtctg
ggcatgacta
gaattggacg
gaggtateat
ccegaaccgg
gaggeggecyg
agccagetgt
gccgagetcea
gttgagtcag
gatgagcggg
gccetgeeeyg
cctgactacg
gtgcctoege
ttggecoyage
aatacgacaa
tcctattett
tcatggtega
tattectgga
aacgeactga
agtgcttgee
taccaggacg
tccgtagagg
ggggcaaaag
aaagaccttce
gttttckgeg
gacctgggeyg
ttggceogtga
ctegtgoaag
tttgacteea
gacctggace
ggeecctetta
gtactgacaa
cgagcecgeag
tgtgaaagtyg
accaggtact
acatecatget
cttaccegtyg
ccagtcaatt
atactgatga
aactgegaga
caaagactec
agggkggecy
gcctggagey
tacctcttca
cggctggact
gtgtctcatyg
ggcatetace
tteooot

6480
6540
6600
6660
6720
6780
6840
6300
6360
7020
7080
7140
7200
7260
7320
7380
7440
7500
7560
7620
7680
7740
7800
7860
7920
7980
8040
8100
8180
8230
8280
8340
8400
B460
8520
8580
8640
8700
8760
8820
8880
8940
2000
9080
9120
9180
9240
9300
9360
9416



5

aattccacaa
gctggtgget
tcaatctbet
ctaggacccee
cecgcagagte
cttagccaaa
tgtcectggtt
ctatgecctca
ctaattecag
caaggaacct
tgtatteccea
cgtitcktoct
actgtttgge
ttgagtecct
ctaacaaaac
atgggtcctt
ctattaacag
ctgococettt
ctaagcaggce
acctttacec
ccactagetyg
tgccgatcca
acattategy
tgctaggcey
cgctgaatee
gtctgecegtt
cttctecatct
cgtgaacgec
aatgtcaacg
gttgggggag
ctgcgeoacca
actgttcaag
aaagaatttg
gtacgagatc
cattgttcac
actctagcta
agttatgteca
tgteteactt
¢cgecactecgte
actgttgtta
aggtctcaat
ttggactecat
tcctecattgg
atgtgaacag
géctgccagg
ttattatcca
atggaaggceyg
accatattct

tgggattett
attgggactt
cattcgagcet
agggcatact
gaaggcagec
g9

<210> 15
<211> 7478
<212> ADN

ceottocacca
ccagttecagg
cgaggattgg
ttctegtgtt
tagactegtg
attcegeagte
atcgctggat
tcttottgtt
gatcectcaac
ctatgtatcce
teccateate
ggctcagttt
tttoagttat
ttttaccget
aaagagatgg
gocacaagaa
gcctaktgat
tacacaatgt
tttcacttte
egttgcceygyg
gggettggte
tactgcggaa
gactgataac
tgctgecaac
tgcggacgac
ccgaccgace
gccggaccgt
caccaaatat
accgaccttg
gagattaggt
gcacecatgea
cctocaageot
gagctactgt
ttctagatac
ctcaccatac
cctgggtggy
acactaatat
ttggaagaga
cagcttatag
gacgacgagyg
cgcogegteg
aaggtgggga
aaaacaccat
tttgtaggce
ttttatecaa
gaacatctag
ggtatattat
tgggaacaag

tececgaccacg
caatcccaac
gggtttcace
acaaactttg
tacccegetg
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aactctgcaa
aacagtaaac
ggaccctgcg
acaggegg

gtggacttct
cecaacctee
gtgtotgegy

gatcccagag
cctgttetga
ctgaacatgg
tttttettgt
ctcaatttte
aatcactcac
cgttttatea

ggttcttetg gactatcaag

aaccagcacg
ctcotgttge
ctgggettitce
actagtgceca
atggatgatg
gttaccaatt
ggttactcte
cacatcatac
tggaaagtat
ggkttatectyg
tcgeocaacth
caacggcceaq
atgggeccate
cteoctagecqg
tetgttgtec
tggatgcotge
ccttcteggg
acggggegcea
gtgcacttég
tgoccaagygt
aggcatactt
taaaggtcett

ggaccatgcc
tgtaccaaac
ggaaaattec
tttgttecagt
tggtattggy
ttctttegte
taaattttat
aaaaaatcaa
gtcaacgaat
cgttgatgec
acaaggectt
gtetgtgeca
agcgcatgcg
cttgtttotge
tatcccgeaa
gegggacgte
gtcgettggg
cctctettta
ctteacctet
cttacataay
caaagacktgt
tgtactagga

ackttttktcac.ctctgroctaa

gtgcctiggg
ggagttacte
cgoctcaget
tgeactcagy
tgttaatttg
gggectaaag
aacagttata
accaccaaat
caggtceooet
cagaagatct
actbtactgg
ctttitcectaa

icactcacagt

aggttaccaa
ttaatcatta
ataagagaga
atctacagea

cagttggatc
aaggacacct
ccaccgeacyg
ccagcaaatc
tcteecacctt

tggcthtggy
tegtttttge
ckgtatcggyg
caagcaatto
gaagatccag
ttcaggcaac
gagtatttgyg
goceoctated
agaagaagaa
caatcteggy
getttattct
tatacattta
taatgagaaa
atatttacca
cttceaaact
aacaacacat

tggggcagaa

cagecttcag
ggccagacge
gaggectbtt
cgectectge
tgagaaacac
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tgagaggect
ctactgccte
agaacatcac
tgacaagaat
tagggggaac
caacctcttg
tettcctett
gtatgttgcc
ggacctgcat
cttcggacgg
tatgggagtg
ggttcgtagg
ggccaagtet
tetgggtata
gggttatgtc
agaatgttet
tgtgggtett
tttgtatgea
tetgtgtaaa
agtgtttget
tggaaccttt
tcgecageagg
atatacateg
ctttgtttac
actctetegt
cgoggactee
geacgtcgea
aggactcttg
ttgtttaaag
ggctgtagge
tcatctettyg
gecatggacat
cttectgactt
aagcettaga
ttrgctgggg
cgtotagaga
tottgtggtt
tgtetttcgg
tatcaacact
ctecoctogec
aatctcaatg
tetactgtac
caccaagaca
agaagattgc
ttygataagy
agacactatt
agcgecteat
tetttecace

agcaaacacc
caacaaggta
ggggtggagc
ctecaccaat
tcatectcag

gtatttccet
tececttateg
atcaggattc
cctecacaata
taccgtgtgt
tceckteccaact
catcctgetyg
cgbttgtect
gactactgct
aaattgcacc
ggcotcagee
gctttoecee
gtacagecatce
catttaaace
attggatgtt
agaaaactte
ttgggttttg
tgtatteaat
caatacctga
gacgcaacec
tcggctecteo
tectggageaa
tttecatgge
gteccgtegg
ccecticteco
cegtetgtge
tggagaccac
gactctcage
actgggagga
ataaattggt
ttecatgtcet
cgacccttat
ctttecttca
gtctectgay
ggaactaatyg
cctagtagte
tcacatttet
agtgtggatt
tceggagact
tcgecagacga
ttagtattce
ctgtetttaa
ttatcaaaaa
aattgattat
gtattaaacc
tacacactct
ttrgtgggte
agcaatecte

gcaaatccag
ggagctggag
cckbcaggete
cgocagtcag
geccatgeagt

60

120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
300
980
1020
1080
1140
1200
1260
1329
1380
1440
1500
15640
1629
1680
1740
1300
1860
1520
1980
2040
21060
2160
22290
2280
2340
2400
2460
2520
2580
2640
2700 -
2760
2820
2880

2940
3000
3060
3120
3180
3182
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<213> Secuencia Artificial

<220>

<223> Secuencia del virus de la Hepatitis A
<400> 15

ttcaagaggg gtcteoggag gkttceggag cocctettgyg

tgatacctea
ttatttccet
gtttctctat
ccttgeocta
tgtaggagte
¢tetecatgaa
aatacttcta
aagacaaaaa
ttgattgtca
catttggeoct
tttggggeet
ttcttaaaca
tgaccacate
gactgcagtyg
tgaggttgge
gaaaactcag
tctettteat
cgtccaaggt
gataaatccce
aagttatggt
caacaatgta
agatccacag
aacaggaact
geatggatta
tgaaaatgtt
ggatcaggaa
tactacctgg
agttggacaa
taatcctgat
gaggggdagat
gttgttttgt
ggcaactact
tcgtgticct
tcaaaaaggt
ttectecttct
ggaatgtttt
aggaggtttce
aacaaccatg

cegeecghbttg
ttgttttgeot
aagaacacte
ggctctggeoe
taaattgggg
cctetttgat
tgaagagatg
cecattecaacg
gggctgtetc
taaatgggat
tatgtggtgt
ataatgaata
ctgtctttgg
actggagctt
Lcacatcaaa
ggggaaaagt
gaagttgcaa
ttgttgagat
acaccekttc
tcaatagcecat
gttagaataa
tacccagttt
tcagcttaca
actcetettt
gtaaatttgt
gattggaagt
acatccatte
caaattaaag
caaaaatgta
cttgtrtteg
tttgttcoctg
getcottgtg
cggakttctg
gagtacactyg
aatgttgcoct
gctectettt
tcaacaacag
agggatttaa

cctaggetat
tgtaaatatt
aattttecacy
gttgcgeceeg
acgeagatgt
cttccacaag
ctttggatag
ccggaggact
taggtitaat
cctgtgagag
ttgcctctga
tgtcocaaaca
cagatattga
cttacttecac
ttgaacecttt
ttttcetgat-
aattggatgt
accatacata
agcaaggagyg
ccttgactgt
aggttceatt
gygaattgac
cttcactcaa
ctacacagat
caaattatga
ctgatcetta
caaccttage
ttattecagt
taactgectt
attttoaggt
ggaatgagtt
cagtgatgga
atacacctta
ccattggqpa
ctcatgttag
accatgctat
tttctacaga
aaggaaaagce

aggctaaatt
aattecctgea
ctttcotgtct
geggggtcaa
ttgggacgte
gggtaggcta
ggtaacagcg
ggcteteate
ctoagaccte
ggggtccete
ggtactcagg
aggaatttte
ggaagagcaa
ttctgtggac
gaaaacctet
tcattectgect
ggtgaaacta
tgcaagattt
actaatttgt
ttatcctcat
tatttatact
aatcagagtt
tgttttager
gatgagaaat
agatgcaagg
cecaaggtggt
tgctecagttt
ggacccatac
ggcctctatt
ttttcoaacc
aatagatgtt
cattacagga
tcgagtgaat
gcttattgkg
agttaatgtt
ggatgttact
gcagaatgtt
caatagggga
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aagtccatgg
tecectttece
ggtteagggt
tetttettee
ctcecatgatt
accttgcagt
cgggtgaaac
geggatattg
cagtggatge
tetgtgetta
cattgacage
ggcatttagg
cagactgttyg
atgattcagt
caatcttcag
gttgataaac
gattggctca
ctgtataatg
ggecattgaga
gccatggtte
ggtetgttaa
agaggtgctt
tggtcagagt
aggtttacag
gaatttaggyg
gcaaaaatgt
ggaattaaaa
ceatttaatyg
tttttccaaa
tgtcagatgt
aaatateatt
actggaatta
gtgcagt¢aa
aggtacacga
tattgttata
tatcttteag
acacaggttg
cctgatccec
aagatggatg

tgaggggact
tgtcectece
tetttaatet
agggetctcc
agcatggagc
gttaacttgg
ctcttagget
gtgagttgtt
attgagtgga
gggcaaacac
tggactgttc
tttttoctea
ggagtggcot
cegttgatag
ttcatactge
ctggttctaa
ctacacatgc
agcagtttge
ttcaagtteca
ctggtgacca
attgcaatat
atcattttaa
tgaatattgg
atttggagtt
tcagtactac
cttttgeottt
ttacteattt
ctteagatte
tgacaaacac
tctgctttityg
caggtagact
cattaaaaca
ccttgagatt
agtcagcaca
acagactgac
caattaattt
gagatgattc
aagttgggat
tttcaggagt

60
120
180
240
300
360
420
480
540
a00
660
720
780
840
900
960
1020
1080
1140
1200
1250
1320
1380
1440
1500
1560
1620
1680
1740
1800
1860
1920
1980
2040
2100
2160
2220
2289
2340



gcaagcacct
acctgagaca
tatttataaa
taaagagtac
atcaacatta
aattataatc
tgetgtegag
kggagcrgtt
ttettatetg
atttggattg
cagttgttat
ttcaaatget
gtcatcagty
taggaaacca
ggaagagtta
agctaaaatt
agtgactact
tgtgtggact
tgagaaatgyg
caataaatat
tgccaattet
gctaaatcca
aattaaggaa
tgggactttg
tactgtgctt
agatgaacac
tteagttatt
aatggattct
ttgttcagga
attgaaggat
agataatcag
aattcaagat
gagaactgtc
cagagattge
catggtaaca
aagcttgact
gaaaaatatt
agtttgcatt
tcaattagtg
agatttttee
agtttatgtt
ttcatttttt
tgcaattaag
ggatttactt
catggagttg
tttecagtet
tgtcactaat
gggaggatgy
aggggtttat
agagtecccag
agttggtgag
ttggttgtta
ttacttcaat
tttagatgtg
agatattact

cgtgggaget
tttcctgaat
ttcatgggaa
acaktttccaa
aggtggttet
acaggagcca
ccttgggtgg
agatttaata
tatgcocogtgt
tttetatteg
ttgtctgtea
atgttgtcca
gatgatceca
tacaaagaak
tcaaatgaag
tctotttktt
gatactaggg
cttgaaatgg
acagaaatga
tggtctaaag
aaggatttte
aagaaaatca
cagggtgttg
aaatctatga
tgttttgtta
tctcacataa
tcatgtggta
agaatgatgg
attactattt
ttttatgaag
caaaaaatag
gtagagaaat
cattecaatgg
atagcaagayg
agatgtgagc
tcaattgcat
tacaccaaac
attgatgata
tecaggatgcc
tctectttta
aaggaagcaa
aaaaatcectc
gacatgtctt
agttcettayg
tggtctcagg
tttccatctg
cacaagtggy
tttgtgtata
catggcgtga
tcaactctag
aaaaatggat
gtaccttcke
agaggtggaa
ggatttecaag
caacacttta
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atcagcaad% attgaacgat
tgaagcctgg agagtccaga
ggtctcattt tttgtgecact
taaccctgte ttcgacttct
tcaatttgtt tcagttgtat
ctgatgtgga tggtatggcc
aaaaggagte agctttgtcet
caagaagaac aggaaacatt
ctggagcact ggatggctty
agattgcaaa ttacaatcat
cagagcaatc agagttctat
ctgaatccat gatgagtaga
gatcagagga ggatagaaga
tgagactaga ggttgggaaa
tgettccacc tcctaggaaa
atactgagga gcatgaaata
ctttgagaag atttggattce
atgctggagt tcttactgga
aggatgataa gattgttteca
tgaattttcc acatggaaty
caaatatgtc tgagacagat
atttagcaga tagaatgctt
gactgatagc agagtgtaga
tgtttgggzt teatcattet
agagtggaat cctgetttat
ttggtttgtt gagagttatg
aagttttttc caaaatgtta
agctgaggac. tcagagette
ttaaaagttt taaggatgec
taaattatgg caagaaaaag
aaaaagccat tgaagaagca
ttgatcagta tcagaaaggg
cgcaagttga ccccaatttg
tccaccaaaa gctcaagaat
cagttgtttg ctatttgtat
tggcaaccaa aatttgtaaa
ctgtggeccotc agattattgg
ttggccaaaa cacaacagat
caatgagatt gaatatggcet
taatagcaac ttcaaattgg
tkgatcgtag gettcatttt
acaatgatat gttgaaktgtt
gtgttgattt aataatggat
tgatgacagt tgaaattagg
gaatttcaga tgatgacaat
gtgaaccarc aaattggaag
ttgctgtggy agctgcagtt
agcatttttc ccgcaaagag
ctaagcccaa acaagtgatt
aaatagcagyg attagttagyg
gtgtgagatg ggtcatgaat
atgcttataa atttgazaag
cttactattc asatttcagcet
atgttgtttt aatgaaggtt
ttaagaaagg agatgtgcct
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ccagttttag
catacatcag
tttactttea
aatcctectc
agaggaccat
tggtttactc
attgattata
caaattagat
ggggataaga
tetgatgaat
tttcctagayg
attgcagetg
tttgagagtc
caaagacteca
atgaaggggt
atgaagtttt
tectectggetg
agattgatca
ttaattgaaa
ttggatcttg
ttgtgtttec
ggattgtctg
actttcttgy
gtgactattyg
gteatacaac
aattatgcayg
gaaacagttt
tctaattggt
atatattggt
gatattetta
gacaattrtt
gttgatttaa
ggggttcatt
cttggatcta
ggcaaaagag
cactatggtyg
gatggatata
gaagattggt
tctctagagyg
tcaaatceaa
aaggttgaag
aatttggeca
ggacacaata
aaacagaata
gatagtgcag
ttatctagtt
ggeattettg
gaagaaccaa
aaattggatg
aaaaatctgy
gecttaggag
gattatgaaa
ggtaatgttg
cctacaattc
agagccttaa

caaagaaagt
atcacatgtc
attcaaataa
atggtttacce
tggatttaac
cagtgggect
aaactgcect
tgeccgtggta
cagattctac
atttgtectt
ctecattaaa
gagacttgga
atatagaatg
aatatgcteca
tattttcaca
cttggagaag
ctggtagaag
gattgaatga
agttcacaag
aagaaattgc
tgttacattg
gagtgcagga
attctattgc
aaattataaa
aattgaacca
atattggctg
ttaattggca
taagagatat
tatatacaaa
atattctcaa
geattktgea
tacaaaagct
tgtcaccetet
taaatcagge
ggggagggaa
ttgaacctga
gtggacaatt
cagatttttg
agaagggcag
gtccaaaaac
ttaaacctgc
aaacaaatga
tttcattgat
tgagtgaatt
tggetgagtt
ttttecoaate
gagtgcttgt
ttccagetga
cagatccagt
ttcaghtttgyg
tgaaggatga
tgatggagtt
ttattcaatc
ccaagtctag
atcgcttgge

2400
2460
2520
2580
2640
2700
2760
2820
2880
2940
3000
3060
3120
3180
3240
3300
3360
3420
3480
3540
3600
3660
3720
3780
3840
3500
3960
4020
4080
4140
4200
4260
4320
4380
4440
4500
4560
4620
4680
4740
4800
4860
4920
4980
5040
5100
5160
5220
5280
5340
5400
5460
5520
5580
5640



aacattagtg
ggaagaaaaa
agatcaggca
gtcatcaaat
aattcttgtyg
aagtcagaga
gettbttaga
agctatgect
attacctatt
aatagtaggc
ggctccagge
aaaattgacce
cccaagattg
agatgttgtt
atcaaaaaca
ttggggtcca
tggcatagat
tgttggteott
ggaagcaggt
tatcaatact
ttecaatgcct
tctgtattat
gaggatcctt
caatcttgac
caccteaget
aagatettte
gtetttgatyg
gtggtttget
ctgtttggag
attttatgac
tetttergag

acaaccgtta
gcecacttatg
tggagaggaa
cagtcecatac
gcaaagctgg
ataatgaaag
aagagtccca
ttctctaaag
gtggaggaac
aagactecagc
attgatgcta
aaaagagatt
gooccagagaa
tttacaactt
agagccattg
gctatcagtt
cetgatagac
gatttagatt
agaatcatga
atcatttatt
tetgggtete
gtgttttcta
tgttacggag
ttgattggac
gataaaaatyg
aatttggtgg
gettggcaga
tttatgeatyg
aaagagatga
cagtgtttea
gtttgtctat
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atggaactcc tatgttaatt
ttcataagaa gaatgatggt
aaggtgaagg tcttectgga
agaatgcaat tttgggtatt
ttactcaaga aatgtttcaa
tggaatttac tcaatgttca
ttcateacca cattgataaa
ctgaaattga tccaatgget
cagaggatta caaggaagct
tagttgatga ctttttagat
tcaatatgga ttcatctcct
taatttggtt ggatgaaaat
ttttatttaa tactgtcatg
gtccaaaaga tgaattgaga
atgcttgtee tttggattat
atttecattt gaatccaggg
agtgggatga attatttaaa
tctetgettt tgatgecagt
gtgaattaéc tggaacacca
ctaaacatct getgtacaac
cttgeacage tttgbtgaat
aaatatttgg aaagtcteca
atgatgtttt_gatagtttet
agaaaattgt agatgagtte
tgcctcaact gaagccaght
aggatagaat tagacctgca
gaagtaacge tgagtttgag
getatgagtt ctatcagaaa
tagaatatag acttaaatct
tttgtgacct ttcatgattt
ttetktttgbe cgetaact

tctgagggac
actacagttyg
atgtgtggtyg
catgttgcty
aacattgata
atgaatgtag
accatgatta
atgatgttgt
tecagtetttt
¢ttgatatygg
gggtttcctt
ggtttgctgt
atggaaaatt
ccattagaga
acaattctat
tttcacacag
acaatgataa
cttagtocat
tckecattitg
cgtrtgttate
tcaattatta
gttttettte
tccagagatg
aaaaaacttg
tcagaattga
atttcagaaa
cagaatttag
ctttattatt
tatgattggt
gtttaaacaa

cattaaagat
atttgactgt
gggccoctagt
gaggaaattc
agaaaattga
tcteocaaaac
attttectge
ccaaatatte
atcaaaacaa
ctattacagg
atgttcaaga
taggagttca
gttetgactt
aagttttgga
gtecgaatgta
gtgkttgctat
gatttggaga
ttatgattag
gaacagchct
atgtttgtgg
ataatattaa
gtcaagetlit
ttcaaattga
gcatgacage
ctttteteaa
agacaatttg
aaaatgctca
ttgttecagte
ggagaatgag
attttcttac

<210> 16

<211> 2061

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>

<223> Regioén codificante de NS3/4A del virus de la Hepatitis C
<400> 16

atggcgecota
agcttgaccg
gcccagactt
ggaacaagga
caagaccteg
ggeteoctegg
ggtgatggca
ggaggeccte
acccgtggag
aggtceccay
geccacctgl

gcetcaggget

tcacggcecta
gecgggacaa
tecttggcaac
ccattgcgte
taggctggee
acctttacct
ggggcagcect
cgetgtygecec
tggctaagge
tgttctcaga
atgctececae
acaaggtgct

tgoecageag
aaaccaggtg
ctgcattaao
acctaagggt
cgcoctecoocaa
ggtcacgagg
getttegecoe
cgcaggacat
ggtggacttc
caactectce
cggrageggt
ggtgctecaac

acaaggggcce
gagggtgagg
ggggtgtgtt
cctgttateco
ggtgcceget
cacgcegaty
cggeoctatet
gccgtaggca
atccccgtag
ccaccagcag
aagagcacca
ccctecgteg
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ttetgggatg
ttcagategt
ggactgtcta
agatgtacac
cattaacacce
tcattectgt
cttacttgaa
tattecagage
agagettaga
tgccccagag
aggtcecggc
ctgcaacaat

cataatcacc
gtcaactgct
ccatggagec
caatgtggac
atgcacttgc
gegecgacgyg
aggctccteg
cgcggtatge
gacaaceatyg
ctaccaagtg
cgcatacgea
gggctttggt

&0

120
180
240
300
360
420
480
540
&G0
660
720

5700
5760
5820
5880
5940
6000
6060
6120
6180
6240
6300
6360
6420
64B0
6540
€600
6660
6720
6780
6840
69200
6960
7020
7080
7140
7200
7260
7320
7380
7440
7478



gocttacatgt
actactggeca
tcagggggtg
atettgggca
ctegecaceg
gectetgteea
aaggggggga
aaactggtcg
atccecgacca
ggcgactteg
cttgacccta
caacgteggg
gagcgtecett
gcttggtatg
ccgggactte
acccescatag
ctggtagcgt
cagatgtgga
tatagactgg
atgacatgta
gttetggetyg
attgtettgt
gatgaaatgg

ccaaggccea
gccecgatoac
cttatgacat
ttggcactgt
ctacceectee
ctaccggaga
gacatctecat
cgttgggegt
gtggtgacgt
attcggtgat
ccttecaccat
gtaggactyyg
ctggeatgtt
agcttacgce
ceqgtgtgeca
acgcecactt
accaagccac
agtgcttgat
gcgetgteea
tgtcggetga
ctttggeeoge
coggaaagec
aagagtgctg

<210> 17
<211> 686
<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>

ES 2371936 T3

tgggattgat
gtattccace
aataatttgt
cecttgaccaa
gggctecogte
gatccecttt
ctteotgecace
caatgcegtg
tgtcgtegtg
agactgcaac
tgagacaatc
cagagggaag
tgactegtct
cgccgagace
agaccatctt
cctatccecag
cgtgtgegetk
cegtetcaag
gaatgaagtc
cctggaggtc
gtattgcota
ggcaatcata
a

cctaacatca
tacggcaagt
gacgagtgcce
gcagagaccg
actgtgecee
tatggcaagg
tcaaagaaga
gecttactacc
gcaactgacyg
acgtgtgtca
acgcttceceoe
ccaggecatct
gtcctectgeg
acagttagge
gaattttagg
acaaagcaga
agagctcaag
cccaccctec

_accctgacgce

gtcacgagta
tecacagget
ccecgacagygy

<223> Péptido NS3/4A del virus de la Hepatitis C

<400> 17

Met
1
Cys
Glu

Ile

Ala

Ile

val

Asn

BPro Ile

Ile Thr
20
Gln Ile
35

Gly Vval

50

Ile
g5

Gln
Pro

Asp

Ser

Ala
Asp
Cys
Val

Pro

Ser Pro

Leu Val

Thr Cys
100
Ile Pro
115

Arg PYoO

130

Leu
145
Thr

Cys

arg

Pro Ala

Gly val

Thr
5
Ser Leu

Vval Ser

Cys Trp

Ala Tyr
Thr
Thr

Thr

Ala

Gly
25
alé
40
Val

55

Lys Gly

70
Gly Trp
8s
Gly Ser

val Arg

Ile Ser

Pro
Pro
Ser
Arg

Tyr

val

Ala

Asp

ggactggggt
tocttgecga
acktecacgga
cgggggcgag
atcctaacat
ctatteccct
agtgcgacga
geggecttga
coctcatgace
cccagacagt
aggatgctgt
acagatttgt
agtgctatga
tacgagcata
agggcgtctet
gtggggaaaa
cgectecoce
atgggccaac
acccagtcac
cetgggtgcet
gcgtggtcat
aagtcecteta

Gln

Arg

Ala

Tyr

Ile

Pro

Leu

Gln
10
ASp

Thr
Lys
Gln Thr

His Gly

Arg
Asn
Phe

Ala

gaggacaatt
cggcgggtgt
tgcaacatece
actgactgtg
cgaggaggte
tgaagcaatt
gctegecgea
tgtgtcegtce
cggctttace
cgactteage
cteecgtact
ggcacegggyg
cgegggttgt
catgaacace
tacgggtctc
ccttecectat
gtcgtgggac
acctctgcta
caagtatatc
cgttggegge
agtaggtagg
ccgggagtte

Gly Leu

Gln val
30
Leu Ala
45

Gly Thr

60

Gln Met
75
Gln Gly
90

Tyr Leu

1405

Arg
120
Leu

135

His
150
Lys

Gly

Ala
185

Ala

Ala

val

val

69

Gly
Lys
Gly

asp

Asp Gly

Gly Ser

Tyr
Ala
Val
Arg

Ser

Thr Asn

Arg Ser

Thr Arg
1190
Gly Ser
125

Gly Gly

140

Ile Phe
158S
Phe Ile

170

Arg

Pro

Ala Ala

VvVal Glu

780

840

800

260

16020
1080
1l140C
1200
1280
1320
1380
1440
1500
1560
1820
1680
1740
1800
1860
1920
1980
2040
2061

Leu
15

Glu
Thr
Arg
Val
Leu
95

His
Leu
Pro

val

Ser
175

Gly
Gly
Cys
Thr
Asp
80

Thr
Ala
Leu
Leu
Cys

160
Leu



Glu
Ala
Ser
Lys
225
Ala
val
Lys
Ile
Gly
305
Leu
Ile
Lys
Cys
Leu
3as
Ile
Thr
val
Thr
Arg

465
Glu

Pro
Leu

Glu

Thr
Val
Gly

210
Val

Tyr
Arg
Phe
Cys
290
Thr
Ala
Glu
Ala
His
370
Gly
Pro
Gly
Thr
Ile
450
Thr
Arg
Ala
Leu
Leu
530
Hise
Vval
Ser
His

Val

Thr
Pro
195
Lys
Leu
Met
Thr
Leu
275
Asp
val
Thr
Glu
Ile
355
Ser
val
Thr
Phe
Gln
435
Thr
Gly
Pro
Gly
Arg
515
Glu
Phe
Ala
Trp
Gly

595
Thr

Met
180
Gln
Ser
Val
Ser
Ile
260
Ala
Glu
Leu
Ala
Val
340
Pro
Lys
Asn
Ser
Thr
420
Thr
Leu
Arg
Ser
Cys
sS00
Ala
Phe
Leu
Tyr
Asp
580

Pro

Leu

Arg
Ser
Thr
Leu
Lys
245
Thr
Asp
Cys
Asp
Thr
328
Ala
Len
Lys
Ala
Gly
405
Gly
Val
Pro
Gly
Gly

485
Ala

Tyr
Trp
Ser
Gln
565
Gln

Thr

Thr

ES 2371936 T3

Ser
Tyr
Lys
Asn
230
Ala
Thx
Gly
His
Gln
310
Pro
Lewy
Glu
Lys
val
390
ASp
Asp
Asp
Gln
Lys
470
Met
Trp
Met
Glu
Gln
550
Ala
Met

Pro

His

Pro
Gln
val
215
Fro
His
Gly
Gly
Ser
295
Ala
Pro
Jer
Ala
Cys
375
Ala
Val
Phe
Phe
Asp
4585
Pro
Phe
Tyr
Asn
Gly
535
Thr
Thr
Trp

Leu

Pro

val
Val
200
Pro
Ser
Gly
Ser
Cys
280
Thr
Glu
Gly
Thr
Ile
350
Asp
Tyr
Val
Asp
Ser
440
Ala
Gly
Asp
Glu
Thr
520
Vval
Lys
Val
Lys
Leu

600
Val

Phe
185
Ala
Ala
val
Ile
Pro
265
Ser
Asp
Thr
Ser
Thr
345
Lys
Glu
Tyr

Val

Ser

Ser
His
Ala
Ala
Asp
250
Ile
Gly
Ala
Ala
Val
330
Gly
Gly
Leu
Arg
Val

410
val

425 |

Leu
val
Ile
Sex
Leu
505
Pro
Phe
Gln
Cys
Cys
5B5

Tyr

Thr

70

Asp
Ser
Tyr
Ser
490
Thr
Gly
Thr
Ser
Ala
570
Leu

Arg

Lys

Asp

Leu

Ala
235
Pro
Thr
Gly
Thr
Gly
315
Thr
Glu
Gly
Ala
Gly
335
Ala
Ile
Pro
Arg
Arg
475
Val
Pro
Leu
aly
Gly
555
Arg
Ile

Leu

Tyr

Asn
His
Ala
220
Thr
Asn
Tyr
Ala
Ser
300
Ala
val
Ile
Arg
Ala
380
Leu

Thr

Asp

Thr
460
Phe
Leu
hAla
Pro
Leu
540
Glu
Ala
Arg

Gly

Ile

Ser
Ala
205
Ala
Met

Ile

Ser

Tyr
285
Ile
Arg
Pro
Pro
His
365
Lys
Asp
Asp
Cys
Phe
445
Gln
val
Cys
Glu
Val
525
Thx
Aan
Gln
Leu
Ala

605
Met

Sexr
190
Pro
Gln
Gly
Arg
Thr
274
Asp
Leu
Leu
His
Phe
350
Leu
Leu
val
Ala
Asn
430
Thr
Arg
Ala
Glu
Thr
510
Cys
His
Leu
Ala
Lys
590

val

Thr

Pro
Thr
cly
Phe

Thx
255
Tyr

Ile
Gly
Thr
Pro
335
Tyr
Ile
val
Ser
Leu
415
Thr
Ile
Arg
Pro
Cys
495
Thr
Gln
Ile
Pro
Pro
575
Pro

Gln

Cys

Pro
Gly
Tyr
Gly
240
Gly
Gly
Ile
Ile
val
320
Asn
Gly
Phe
Ala
Val
400
Met
Cys
Glu
Gly
Gly
4BO
Tyr
Val
Asp
Asp
Tyr
560
Pro
Thr

Asn

Met



10

15

20

25

30

35

40

45

€10
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615

Ser Ala Asp Leu Glu val Vval
625 630
Val Leu Ala Ala Leu Ala Ala Tyr Cys Leu Ser Thr Gly Cys Val val

545

Ile Val Gly Arg Ile val Leu

660

Arg Glu Val Leu Tyr Arg Glu

675

<210> 18

<211> 30

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>

<223> oligonucledtido de clonacion
<400> 18

ccgtctagat cagcactctt ccattteatc 30
<210>19

<211> 30

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>

<223> oligonucledtido de clonacién
<400> 19

cctgaatica tggegectat cacggectat 30

<210> 20
<211> 24
<212> ADN
<213> Secuencia Artificial
<220>
<223> oligonucledtido de clonacién
<400> 20
ccacgeggcec gecgacgacct acag 24

<210> 21
<211> 33
<212> ADN
<213> Secuencia Artificial
<220>
<223> oligonucledtido de clonacién
<400> 21
ctggaggtcg tcacgcectac ctgggtgcte gtt

<210> 22

<211>33

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>

<223> oligonucledtido de clonacién
<400> 22

accgagcacc caggtaggeg tgacgacctc cag

<210> 23

<211>33

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>

<223> oligonucledtido de clonacion
<400> 23

33

33

4
Thr Ser Thr

§5¢

Ser c-fly Lys

Phe Asp Glu

680

665

71

620
Trp Val Leu Val Gly Gly
€35 640

855
Pro Rla Ile Ile Pro Asp
670
Met Glu Glu Cys
685
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15

20

25

30

35

40
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ctggaggtcg tccgeggtac ctgggtgete gtt 33

<210> 24

<211> 33

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>

<223> oligonucledtido de clonacién
<400> 24

accgagcacc caggtaccge ggacgacctc cag 33

<210> 25

<211>25

<212> PRT

<213> Secuencia Atrtificial

<220>

<223> Péptido NS3/4A del virus de la Hepatitis C
<400> 25

Thr Lys Tyr Met Thr Cys Met Ser

1 5
Thr Trp Val Leu Val Gly Gly val
20
<210> 26
<211> 25
<212> PRT
<213> Secuencia Atrtificial
<220>

<223> Péptido NS3/4A del virus de la Hepatitis C mutante
<400> 26

Thr Lys Tyr Met Thr Cys Met Ser

1 5
Thr Trp Val Leu Val Gly Gly val
20.
<210> 27
<211> 25
<212> PRT
<213> Secuencia Atrtificial
<220>

<223> Péptido NS3/4A del virus de la Hepatitis C mutante
<400> 27

Thr Lys Tyr Met Thr Cys Met Ser

1 5
Thr Trp Val Leu val Gly Gly Vval
20
<210> 28
<211>12
<212> PRT
<213> Secuencia Atrtificial
<220>

<223> Péptido NS3/4A del virus de la Hepatitis C
<400> 28

Ala Asp Leu Glu Val val Thr Ser
10 15

Leu -

2%

Ala Asp Leu Glu val Val Thr Gly
10 15

Leu

25

Ala Asp Leu Glu Val Val Arg Gly
- 10 15

Leu

25

72



<210> 29

<211> 632
<212> PRT
<213> Secuencia artificial del péptido NS3 del virus de la Hepatitis C

<220>

ES 2371936 T3

Ser Ala Asp Leu Glu Val Vval Thr Ser Thr Tzp Val

1

<223> Péptido NS3 del virus de la Hepatitis C

<400> 29

Met
1
Cys
Glu
Ile

Tle
65

Ala
Ile
val
Asn

50
Ala

Pro
Ile
Gln
35

Gly

Ser

Ile
Thr
20

Ile
Val

Pro

Thr
5
Ser
val

Cys

Lys

Ala
Leu
Ser
Trp

Gly
70

5

Tyr
Thr
Thr
Thr

55
Pro

Ala Gln

Gly Arg

25
Ala Rla
40

Val Tyr

Val Ile

73

Gln
10

Asp
Gln
His

Gln

Thr
Lys
Thr
Gly

Met
75

10

Arg
Asn
Phe
Ala

60
Tyr

Gly
Gln
Leu
45

Gly

Thr

Leu
Val
3o

Ala
Thr

Asn

Leu
1s

Glu
Thr
Arg

Val

Gly
Gly
Cys
Thr

Asp
80



Gln
Pro
Asp
Ser
Leu
145
Thr
Glu
Alg
Ser
Lys
225
Als
val
Lys
Ile
Gly
305
Leu
Ile
Lys
Cys
Leu
3igs
Ile
Thr
Val
Thr
Arg
465
Glu

Asp

Arg

Asp
Cys
val
Pro
130
Cys
Arg
Thr
val
Gly
210
val
Tyr
Arg
Phe
Cys
290
Thr
Ala
Glu
Ala
His
370
Gly
Pro
Gly
Thr
Ile
450
Thr
Arg

Ala

Leu

Leu Val Gly

Thr
Ile
115
Arg
Pro
Gly
Thr
Bro
155
Lys
Leu
Met
Thr
Leu
278
Asp
val
Thr
Glu
Ile
355
Ser
vVal
Thr
Phe
cln
435
Thr
Gly
Pro

Gly

Arg

Cys
io0
Pro
Pro
Ala
Val
Met
180
Gln
Ser
val
Ser
Ile
260
Ala
Glu
Leu
Ala
Val
340
Pro
Lys
Asn
Ser
Thr
420
Thr
Leu
Arg
Ser
Cys

500
Ala

85
Gly

val
Ile
Gly
Ala
185
Arg
Ser
Thr
Leu
Lys
245
Thr
Asp
Cys
Asp
Thr
325
Ala
Leu
Lys
Ala
Gly
408s
Gly
Val
Pro
Gly
Gly
485

Ala

Tyr

ES 2371936 T3

Trp

Ser

Arg

Ser

His
150

‘Lys

Ser
Tyr
Lys
Asn
230
Ala
Thr
Gly
Hig
Gln
310
Pro

Leu

Glu

Lys

val
390
Asp
Asp
Asp
Gln
Lys
470
Met

Trp

Met

Pro
Ser
Arg
135
Ala
Ala
Pro
Gln
val
215
Pro
His
Gly
Gly
Ser
295
Ala
Pro
Sar
Ala
Cys
375
Ala
Val
Phe
Phe
Asp
455
Pro
Fhe
Tyx

Asn

Ala Pro Gln

Asp

Leu
105

90
Tyr

Arg Gly Asp

iz20
Leu

Lys

Gly

val Gly Ile

Valr Asp

Vval
Val
200
Pro
Ser
Gly
Ser
Cys
280
Thr
Glu
Gly
Thr
Ile
360
Asp
Tyr
Val
Asp
Ser
440
Ala
Gly
Agp

Glu

Thr

Phe
185
g}a
Ala
val
Ile
Pro
265
Sax
Asp
Thr
Sar
Thr
345

Lys

Glu

Val
Ser
425
Leu
Val
Ile
Sex
Leu

508
Pro

74

Phe
i7¢
Ser
His
Ala
Ala
Asp
250
Ile
Gly
Ala
Ala
Val
330
Gly
Gly
Leu
Arg
Val
410
Val
Asp
Ser
Tyr
Ser
490

Thr

Gly

Gly
Leu
Gly
Ser
Phe
155
Ile
AsD
Leu
Tyr
Ala
235
Pro
Thr
Gly
Thr
Gly
315
Thr
Glu
Gly
Ala
Gly
395
Ala
Ile
Pro
Arg
Axrg
475
val

Pro

Leu

Ala
Val
Arg
Ser
140
Arg

Pro

His
Ala
220
Thr

Asn

Ala
Ser
300
Ala
val
Ile
Arg
Ala
380
Leu
Thr
Asp
Thr
Thr
460
Phe
Leu

Ala

Pro

Arg
Thr
Gly
125
Gly
Ala
val
Ser
Ala
205
Ala
Met
Ile
Ser
Tyr
285
Ile
Arg
Pro
Pro
His
365
Lys
Asp
Asp
Cyg
Phe
445
Gln
Val
Cys

Glu

Val

Ser
Arg
110
Ser
Gly
Ala
Glu
Ser
190
Pro
Gln
Gly
Arg
Thr
270
Asp
Leu
Leu
His
Phe
350
Leu
Leu
val
Ala
Asn
430
Thr
hrg
Ala
Glu
Thr

510
Cys

Leu
95

His
Leu
Pro
val
Ser
175
Pro
Thr
Gly
Fhe

Thr
2885

TyY
Ile
Gly
Thr

Pro
335

Tyrx
Tle
Val
Ser
Leu
415
Ile
Arg
Pro
Cys
495

Thr

Gln

Thr

Ala

Leu
Cys
160
Leu
Bro
Gly
Tyr
Gly
240
Gly
Gly
Ile
Ile
val
320
Gly
Phe
Ala
val
400
Met
Cys
Glu
Gly
CGly
480
Tyx

val

Asp



10

15
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525

Thr Gly Leu Thr His

Gly Glu Asn Leu

Arg Ala Gln Ala

Ile Arg Leu Lys

590

Leu Gly Ala val

605

Tyr Ile Met Thr

a0

Gly
Gln
Leu
45

Gly

Thr

15

Leu
val
30

Ala
Thr

Asn

Ile Asp

Pro Tyr
560

Pro Pro

575

Pro Thr

Gln Asn

Cys Met

Leu Gly
15

Glu Gly
Thr Cys
Arg Thr

Val Asp
g0

515 520
His Leu Glu Phe Trp Glu Gly Val Phe
53¢ 535 540
Ala His Phe Leu Ser Gln Thr Lys Gln Ser
545 S50 P 555
Leu Val Ala Tyr Gln Ala Thr Val Cys Ala
565 570
Pro Ser Trp Asp Gln Met Trp Lys Cys Leu
580 ' 585
Leu His Gly Pro Thr Pro Leu Leu Tyr Arg
585 600
Glu val Thr Leu Thr His Pro Val Thr Lys
610 615 620
Sexr Ala asp Leu Glu Val Val Thr
625 630
<210> 30
<211> 54
<212> PRT
<213> Secuencia Artificial
<220>
<223> Péptido NS4A del virus de la Hepatitis C
<400> 30
Ser Thr Trp Val Leu Val Gly Gly Val Leu Ala Ala Leu Ala Ala Tyr
1 S # 1¢ -
Cys Leu Ser Thr Gly Cys Val Val Ile Val Gly Arg Ile Val Leu Ser
20 25
Gly Lys Pro Ala Ile Ile Pro Asp Arg Glu Val Leu Tyr Arg Glu Phe
35 40 45
Asp Glu Met Glu Glu Cys
50
<210> 31
<211> 686
<212> PRT
<213> Secuencia Artificial
<220>
<223> NS3/4A del virus de la Hepatitis C mutante
<400> 31
Met Ala Pro Ile Thr Ala Tyr Ala Gln Gin Thr Arg
1 ' 5 10
Cys Ile Ile Thr Ser Leu Thr Gly Arg Asp Lys Asn
20 25
Glu vVal Gln Ile val Ser Thr Ala Ala Gln Thr Phe
35 a0/
Ile Asn Gly Val Cys Trxp Thr Val Tyr His Gly Ala
50 55 60
Ile Ala Ser Pro Lys Gly Pro Val Ile Gln Met Tyr
65 70 75

75



Gln
Pro
Asp
Ser
Leu
145
Thr
Glu
Ala
Ser
Lys
225
Ala
val
Lys
Ile
Gly
308
Leu
Ile
Lys
Cys
Leu
3Bs
Ile
Thr
Vval
Thr
ARxg
485
Glu

Asp

Arg

AsSp
Cys
Val
Pro
130
Cys
Arg
Thr
val
Gly
210
val
Tyr
Arg
Phe
Cys
290
Thr
Ala
Glu
Ala
Hia
370
Gly
Pro
Gly
Thr
Ile
450
Thr
Arg

Ala

Leu

Leu
Thr
Ile
118
Arg
Pro
Gly
Thr
Pro
185
Lys
Leu
Met
Thr
Lau
275
Asp
Val
Thr
Glu
Ile
355
Ser
Val
Thr
Fhe
Gln
435
Thr
Gly
Pro

cly

Arg

Val
Cys
100
Pro
Pro
Ala
Val
Met
180
Gln
sSer
val
Ser
Ile
2610
Ala
Glu
Leu
Ala
Val
340
Pro
Lys
Asn
Ser
Thr
420
Thr
Leu
Arg
Sex
Cys

S00
Ala

Gly
g5

Gly
Vval
Ile
Gly
Ala
165
Arg
Ser
Thr
Leu
Lys
245
Thr
Asp
Cys
Asp
Thr
328
Ala
Leu
Lys
Ala
Gly
405
Gly
val
Pro
aly
Gly
485

Alz

Tyr

ES 2371936 T3

Trp
Ser
Arg
Ser
His
150
Lys
Serx
Tyx
Lys
Asn
230
Ala
Thr
Gly
Hisg
Gln
310
Pro

Leu

Glu

.Lys

val
oo
Asp
Asp

Asp

Gln

Lys
470
Met

Trp

Met

Pro
Ser
Arg
Tyr
135
Ala
Ala
Pro
Gin
Val
218
Pro
His
Gly
Gly
Ser
285
Ala
Pro
Ser
Ala
Cys
37S
hAla
val
Phe
Phe
AsSp
455
Pro
Phe
Tyx

Asn

nla
Asp
Arg
120
Leu
val
Val
val
Val
200
Pro
Ser
Gly
Ser
Cys
280
Thr
Glu
Gly
Thr
Ile
360
Asp
Tyr
Val
Asp
Ser
440
ald
Gly
Asp

Glu

Thr

Pro
Leu
105
Gly
Lys
Gly
Asp
Phe
185
Ala
Ala
val
Ile
Pro
265
Ser
Asp
Thr
Ser
Thr
345
Lys
Glu
Tyr
Val
Ser
az25
Leu
val
Ile
Ser
Leu

508
Pro

76

Gln
90

Asp
Gly
Ile
Phe
170
Ser
His
Ala
Ala
Asp
250
Ile
Gly
Ala
Ala
Val
330
Gly
Gly
Leu
Arg
Val
410
Val
Asp
Ser
Tyr
Ser
490

Thy

Gly

Gly
Leu
Gly
Serx
Phe
155
Ile
Asp
Leu
Tyr
Ala
235
Pro
Thr
Gly
Thr
Gly
315
Thr
Glu
Gly
Ala
Gly
3958
Ala
Ile
Pro
Arg
Arg
475
Val

Pro

Leu

Ala
Val
Arg
Ser
140
Arg
Pro
Agn
His
Ala
220
Thr
Asn
Tyr
Ala
Ser
300
Ala
val
Ile
Arg
Ala
380
Leu
Thry
Asp
Thr
Thr
460
Phe
Leu

Ala

Pro

Arg
Thr
Gly
125
Gly
Ala
Val
Ser
Ala
208
Ala
Met
Ile
Ser
Tyr
285
Ile
Arg
Pro
Pro
His
365

Lys

Asp

Asp

Cys
Phe
445
Gln
Val
Cys

Glu

val

Ser
Arg
110
Ser
Gly
Ala
Glu
Ser
180
Pro
Gln
Gly
Arg
Thr
270
Asp
Leu
Leu
His
Phe
350
Leu
Leu
Val
Ala
Asn
430
Thr
Arg
Ala
Glu
Thr

510
Cys

Leu
55

His
Leu
Pro
Val
Ser
175
Pro
Thr
Gly
Phe
Thr
255
Tyxr
Ile
Gly
Thr
Pro
335
Ile
val
Ser
Leu
415
Thr
Ile
Arg
Pro
Cys
495

Thr

Gln

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
Cys
Glu
Gly
Gly
480
Tyr

Val

Asp



His
ala
545
Leu
Pro
Leu
Glu
Ser
625
Val

Ile

<210> 32
<211> 686
<212> PRT

Leu
530
Bis
Val
Ser
His
Val
610
Ala
Leu

Val

Glu

S15
Glu

Phe
Ala
Trp
Gly
595
Thr
Asp
Ala

Qly

val
675

<213> Secuencia Atrtificial

<220>

Phe
Leu
Tyr
Asp
580
Pro
Leu
Leu
Ala
Arg

660
Leu

Trp
Ser
Gln
565
Gln
Thr
Thr
Glu
Leu

645
Ile

Tyr

ES 2371936 T3

Glu

Gln
550
Ala

Met

Pro

His
val
630
Ala
Val

Arg

Gly
535
Thr
Thr
Trp
Leu
Pro
615
vVal
Ala

Leu

Glu

520
Val

Lys
Val
Lys
Leu
600
vVal
Thr
TYr
Ser

Phe
680

<223> Péptido NS3/4A del virus de la Hepatitis C mutante

<400> 32
Met
1
cys
Glu
Tle
Ile

65

Gln
Pro
Asp
Ser
Leu
145
Thr

Glu

Ala
Ile
Val
Asn
S0

Ala
Asp
Cys
val

Pro
1340

Cys
Arg

Thr

Pro
Ile
Gln
35

Gly
Ser
Leu
Thr
Ile
115
Arg
Pro

Gly

Thr

Ile
Thr
20

Ile
val
Pro
val
Cys
100
Pro
Pro
Ala

val

Met

Thr
5
Ser
Val
Cys
Lys
Gly

85

Gly
val
Ile
Gly
Ala

165
Arg

Ala
Leu
Ser
Trp
Gly

70
Trp

Ser

Arg
Sar
His
150
Lys

Ser

Tyr
Thr
Thr
Thr
55

Pro
Pro
Ser

Arg

TYE
135

Ala

Ala

Pro

Ala
Gly
Ala
40
Val
Val
.
Ala
ASp
Arg
129
Leu
val
val

val

Phe
Gln
Cys
Cys
585
Tyr
Thr
Gly
Cys
Gly

665
Asp

Gln
Arg

25
Ala

Tyr
Ile
Pro
Leu
108
Gly
Lys
Gly
Asp

Phe

77

Thr
Ser
Ala
570
Leu
Arg
Lys
Thr
Leu
650
Lys

Glu

Gln
10

Asp
Gln
His
Gln

Gln
90

Tyr
Asp
Gly
Ile
Phe

170
Ser

Gly
Gly
555
Arg
Ile
Leu
Tyr
Trp
635
Ser

Pro

Met

Thr
Lys
Thr
Gly
Met
75

Gly
Leu
Gly

Ser

Phe

Leu
540
Glu
Ala
Arg
Gly
Ile
620
val
Thr

Ala

Glu

Arg
Asn
Phe
Ala
60

Tyr
Ala
val
ATy
Ser

140
Arg

1585 -

Ile

Asp

Preo

Asn

525
Thr

Asn
Gln
Leu
Ala
605
Met
Leu
Gly

Ile

Glu
685

Gly
Gln
Leu
45

Gly
Thr
Arg
Thr
Gly
125
Gly
Ala

Val

Ser

His
Leu
Ala
Lys
590
Val
Thr
Val
Cys
Ile

670
Cys

Leu
val
20

Ala
Thr
Asn
Ser
Arg
110
Ser
Gly
Ala

Glu

Ser

Ile
Pro
Pro
575
Pro
Gln
Cys
Gly
Val

655
Pro

Leu
15

Glu
Thr
Arg
val
Leu
98

His
Leu
Pro
val
Ser

178
Pro

Asp
Tyr
560
Pro
Thr
Asn
Met
Gly
540
val

Asp

Gly -
Gly
Cys
Thr
Asp
80

Thr
Ala
Leu

Leu

Cys
160
Leu

Pro



Ala
Ser
Lys
225
Ala
Val
Lys
Ile
Gly
305
Leu
Ile
Lys
Cys
Leu
385
Ile
Thr
Val
Thr
Arg
465
Glu
Asp
Arg
His
Ala
545
Leu
Pro

Leu

Glu

Val
Gly
210
val
Tyr
Arg
Phe
Cys
290
Thxr
Ala
Glu
Ala
Hisg
370
Gly
Pro
Gly
Thr
Ile
450
Thr
Arg
Ala
Leu
Leu
530
His
Vval
Ser
His

Val
610

Pro
195
Lys
Leu
Met
Thr
Leu
275
Asp
Val
Thr
Glu
Ile
355
Ser
val
Thr
Phe
Gln
435
Thr
Gly
Pro
Gly
Arg
515
Glu
Phe
Ala
Trp
Gly

595
Thr

180
Gln

Ser
val
Ser
Ile
260
Ala
Glu
Leu
Ala
val
340
Pro
Lys
Asn
Ser
Thr
420
Thr
Leu
Arg
Ser
Cys
500
Ala
Phe
Leu
Tyr
Asp
580

Pro

Leu

Ser
Thr
Leu

Lys

245 -

Thr
Asp
Cys
ASp
Thr
325
Ala
Leu
Lys
Ala
Gly
405
Gly
val
Pro
Gly
Gly

485
Ala

Trp
Ser
Gln
565
Gln
Thr

Thr

ES 2371936 T3

Ty
Lys
Asn
230
Ala
Thr
Gly
His
Gln
310
Pro
Leu
Glu
Lys
val
380
Asp
Asp
Asp
Glin
Lys

470
Met

TZp
Met
Glu
Gln
550
Ala
Met

Pro

His

Gln
vVal
21s
Pro
His
Gly
Gly
Ser
295
Ala
Pro
Ser
Ala
Cys
3175
Ala
vVal
Phe
Phe
Asp
455
Pro
Phe
Tyr
Asn
Gly
535
Thr
Thr
TP

Leu

Pro
615

val
200
Pro
Ser
Gly

Ser

Cys
280
Thr
Glu
Gly
Thr
Ile
360
Asp
Tyr
val
Asp
Ser
440
Ala
Gly
Asbh
Glu
Tht
520
Val
Lys
vVal
Lys
Leu

600
val

185
Ala

Ala
Val
Ile
Pro
265
Ser
Asp
Thr
Ser
Thr
345
Lys
Glu
Tyxr
val
Ser
425
Leu
val
Ile
Ser
Leu
505
Pro
Phe
Gln
Cys
Cys
585

Tyr

Thr

78

His
Ala
Ala
Asp
250
Ile
Gly
Ala
Ala
val
330
Gly
Gly
Leu
Arg
val
410
val

Asp

Ser

Ser
480
Thr
Gly
Thr
Ser
Ala
570
Leu

Arg

Lys

Leu
Tyr
Ala
235
Pro
Thr
Gly
Thr
Gly
315
Thr
Glu
Gly
Ala
Gly
3858
Ala
Ile
Pro
Arg
Arg
475
val
Pro
Leu
Gly
Gly
555
Arg
Ile

Leu

Tyx

His
Ala
220
Thr
Asn
Tyr
Ala
Serxr
300
Ala
val
Ile
Arg
Ala
380
Leu
Thr
Asp
Thr
Thr
460
Phe
Lieu
Ala
Pro
Leu
540
Glu
Ala
Arg

Gly

Ile
620

Ala
205
Ala
Met
Ile

Ser

Tyr
285
Ile
Arg
Pro
Pro
His
365
Lys
Asp
Asp
Cys
Phe
445
Gln
Val
Cys
Glu
Val
525
Thr
Asn
Gln
Leu
Ala

605
Met

190
Pro

Gln
Gly
Arg
Thr
270
Lsp
Leu
Leu
His
Phe
350
Leu
Leu
Val
Ala
Asn
430
Thr
Arg
Ala
Glu
Thr
510
Cys
His
Leu
Ala
Lys
580

val

Thr

Thr
Gly
Phe
Thr
258
Tyr
Ile
Gly

Thr

Pro
33s

Tyr
Ile
Val
Ser
Leu
415
Thr
Ile
Arg

Pro

Cys
495
Thr
Gln
Ile
Pro
Pro
B7S
Pro

Gln

Cys

Gly
TYYx
Gly
240
Gly
Gly
Ile
Ile
val
320
Asn
Gly
Phe
Ala
val
400
Met
Cys
Glu
Gly
Gly
480
val
Asp
Asp
Tyr
560
Pro
Thr

Asn

Met
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15

20

25

30
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Glu val Val Arg
630

Leu Ala Ala Tyr

645

Ile Val Leu Ser

Ser Ala Asp Leu
625
Val Leu Ala Ala

Ile Val Gly Arg

660

Arg Glu Val Leu
675

Tyr Arg Glu Phe
680

<210> 33

<211>25

<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>

<223> Péptido NS3/4A del virus de la Hepatitis C mutante
<400> 33

Thr Lys Tyr Met Thr Cys Met Ser

1 S
Thr Trp Val Leu Val Gly Gly Val
20
<210> 34
<211> 25
<212> PRT
<213> Secuencia Atrtificial
<220>

<223> Péptido NS3/4A del virus de la Hepatitis C mutante
<400> 34

Thr Lys Tyr Met Thr Cys Met Ser

1 5
Thr Trp Val Leu Val Gly Gly Val
20
<210> 35
<211> 25
<212> PRT
<213> Secuencia Artificial
<220>

<223> Péptido NS3/4A del virus de la Hepatitis C mutante
<400> 35

Thr Lys Tyr Met Thr Cys Met Ser

1 ]
Ala Txp Val Leu Val Gly Gly Val
20
<210> 36
<211> 25
<212> PRT
<213> Secuencia Atrtificial
<220>

<223> Péptido NS3/4A del virus de la Hepatitis C mutante
<400> 36

79

Gly Thr Trp Val

635

Cys Leu Ser Thr
650

Gly Lys

665

Asp Glu

Pro Ala

Met Glu

Ala Asp Leu Glu
10

Leu

25

Leu Val Gly Gly
640
Gly Cys Val val
655
Ile Ile Pro Asp
670
Glu Cys
685

val val Thr Pro
15

Ala Asp Leu Glu Val Val Arg Pro

10
Leu
25

Ala Asp Leu Glu
10

Leu

25

15

val val Arg Pro
1s
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15

20

25

30
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Thr Lys Tyr Met Thr 'Cys Met Ser Ala Asp Leu Glu Val Vval Cys Ser

1 5 10 is
Thr Trp Val Leu Val Gly Gly Val Leu
20 25
<210> 37
<211>25
<212> PRT
<213> Secuencia Artificial
<220>
<223> Péptido NS3/4A del virus de la Hepatitis C mutante
<400> 37
Thr Lys Tyr Met Thr Cys Met Ser Ala Asp Leu Glu Val Cys Cys Ser
1 5 10 15
Thr Trp Val Leu Val Gly Gly Val Leu
20 25
<210> 38
<211> 25
<212> PRT
<213> Secuencia Artificial
<220>
<223> Péptido NS3/4A del virus de la Hepatitis C mutante
<400> 38
Thr Lys Tyr Met Thr Cys Met Ser Ala Asp Leu Glu Val Ser Ser Ser
1 5 10 15
Thr Trp Val Leu Val Gly Gly Val Leu
20 25
<210> 39
<211>25
<212> PRT
<213> Secuencia Artificial
<220>
<223> Péptido NS3/4A del virus de la Hepatitis C mutante
<400> 39
Thr Lys Tyr Met Thr Cys Met Ser Ala Asp Ser Ser Ser Ser Cys Ser
1 5 10 15
Thr Trp Val Leu Val Gly Gly Vval Leu
20 25
<210> 40
<211> 25
<212> PRT
<213> Secuencia Artificial
<220>
<223> Péptido NS3/4A del virus de la Hepatitis C mutante
<400> 40

80
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15

20
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Thr Lys Tyr Met Thr Cys Met Ser Ala Asp Val val Vval val Thr Ser
1 5 149 15
Thr Trp Val Leu Val Gly Gly Val Leu

20 25

<210> 41

<211> 16

<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>

<223> Péptido NS5 del virus de la Hepatitis C
<400> 41

Ala Ser Glu Asp Val Val Cys Cys Ser Met Ser Tyr Thr Trp Thr Gly
i 5 10 15

<210> 42

<211>18

<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>

<223> Péptido NSSA/B del virus de la Hepatitis C mutante
<400> 42

Ser Ser Glu Asp Val Vval Cys Cys Ser Met Trp Val Leu Val Gly Gly
1 5 10 15
Vval Leun

<210> 43

<211> 686

<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>

<223> NS3/4A del virus de la Hepatitis C mutante
<400> 43

81



Mat
Cys
Glu
Ile
Ile
65

Gln
Pro
Asp
Ser
Leu
145
Thr
Glu
Ala
Ser
Lys
225
Ala
Val
Lys
Ile
Gly
305
Leu
Ile
Lys
Cys
Leu
385

Ile

Thr

Ala
Ile
val
Asn
50

Ala
Asp
Cys
Val
Pro
130
Cys
Arg
Thr
val
Gly
210
val
Tyr
Arg
Phe
Cys
290
Thr
Ala
Glu
Ala
His
370
Gly

Pro

Gly

Pro

Ile
Gln
35

Gly
Ser
Leu
Thr
Ile
115
Arg
Pro
Gly
Thr
Pro
195
Lys
Leu
Met
Thr
Leu
275
Asp
val
Thr
Glu
Ile
35S
Sexr
Val

Thr

Phe

Ile
Thr
20

Ile
val
Pro
Val
Cys
100
Pro
Pro
Ala
Val
Met
180
Gln
Serxr
val
Ser
Ile
260
Ala
Glu
Leu
Ala
val
340
Pro
Lys
Asn

Ser

Thr

Thr
Ser
Val
Cys
Lys
Gly
85

Gly
val
Ile
Gly
Rla
165
Arg
Ser
Thr
Leu
Lys
245
Thr
Asp
Cys
Asp
Thr
325
Ala
Leu
Lys
Ala
Gly

405
Gly

ES 2371936 T3

Ala

Lau

Ser

Trp
Gly
70

Txp
Ser
Arg
Ser
His
150
Lys
Ser
Tyxr
Lys
Asn
230
Ala
Thr
Gly
His
Gln
310
Pro
Leu

Glu

Lys

Val

350
Asp

ASP

Tyx
Thr
Thr
Thr
55

Pro
Pro
Ser
Arg
135
Ala
Ala
Pro
Gln
val

215
Pro

Gly
Gly
Sex
2858
Ala
Pro
Ser
Ala
Cys
375
Ala

Vval

Phe

Ala
Gly
Ala
40

val

Val

Asp
120
Leu
Val
vaf
val
val
200
Pro
Ser
Gly
Ser
Cysg
280
Thr
Glu
Gly
Th;‘
Ile
360
Asp
Tyr

Val

Asp

Gln
Arg

25
Ala

Tyx
Ile
Pro
Leu
108
Gly
Lys
Gly
Asp
Phe
185
Ala
Ala
val
Ile
Pro
265
Ser
Asp
Thr
Ser
Thr
345
Lys
Glu
Tyxr

val

Serx

82

Gln
10

Asp
Gln
His

Gln

Gln
a0

Tyr
Asp
Gly
Ile
Fhe
170
Ser
His
Ala
Ala
Asp
250
Ile
Gly
Ala
Ala
val
330
Gly
Gly
Leu
Axrg
Val

410
val

Thr
Lys
Thr
Gly
Met
75

Gly
Leu
Gly
Ser
Phe
155
Ile
Asp
Leu
Tyr
Ala
235
Pro
Thr
Gly
Thr
Gly
315
Thr
Glu
Gly
Ala
Gly
395

Ala

Ile

Arg
Asn
Phe

Ala
60
Tyr

Ala
val
Arg
Ser
140
Arg
Pro
Asn
His
Ala
220
Thr
Asn
TYyT
Ala
Ser
300
Ala
val
Ile
Arg
Ala
380
Leu

Thr

Asp

Gly
Gln
Leu
45

Gly
Thr
Arg
Thr
Gly
125
Gly
Ala
val
Ser
Ala
205
Ala
Met
Ile
Ser
Tyr
285
Ile
Arg
Pro
Prao
His
365
Lys
Asp

Asp

Cys

Leu
Val
30

Ala
Thx
Asn
Ser
Arg
110
Ser
Gly
aAla
Glu
Ser
180
Pro
Gln
Gly
Arg
Thxy
270
Asp
Leu
Lau
His
Phe
350
Leu
Leu
val

Ala

Asn

Leu
i5

Glu
Thr
Arg
Vval
Leu
85

His
Leu
Pro
val
Ser
175
Pro
Thr
Gly

Phe

Thr
255

Tyr
Tle
Gly
Thr

Pro
335

Tyr
Ile
val
Ser
Leu

415
Thr

Gly
Gly
Cys
Thr
Asp
80

Thr
Ala
Leu
Leu
Cys
160
Leu

Pro

Gly

Gly
240
Gly
Gly
Ile
Ile
Val
320
Asn
Gly
Phe
Ala
Val

400
Mst

Cys



Vval
Thr
Arg
465
Glu

RAgp

Arg

Ala
545
Liew
Pro
Leu
Glu
Ser
625
Val
Ile
Arg
<210> 44

<211> 686
<212> PRT

Thr
Ile
450
Thr

Arg

Leu
Leu
530
His
Vval
Ser
His
Val
610
Ala
Leu

val

Glu

420
Gln Thr
435
Thr Leu

Gly Arg
Pro Ser

Gly Cys
500

Arg Ala

515

Glu Phe

Phe Leu
Ala Tyx

Trp Asp
580

Gly Pro

595

Thr Leu

Asp Leu
Ala Ala
Gly Arg

660

Val Leu
§75

<213> Secuencia Atrtificial

<220>

val
Pro
Gly
Gly
485
Ala
Tyr
Trp
Ser
Gln
565
Glin
Thr
Thr
Glu
Leu
645

Ile

Tyr

ES 2371936 T3

Asp
Gln

Lys
470

‘Met

Trp
Mebt
Glu
Gln
550
Ala
Met
Pro
His
val
630
Ala

Val

Axrg

Phe
Asp
455
Pro
Phe
Tyr
Asn
Gly
535
Thr
Thr
Trp
Leu
Pro
615
val
Ala

Leu

Glu

<223> NS3/4A del virus de la Hepatitis C mutante

<400> 44

Met
1
Cys

Glu
Ile
Ile

65
Gln

Ala
Ile
val
Asn
SO

Ala

Asp

Pro Ile

Ile Thr
20

Gln Ile

35

Gly val

Ser Pro

Leu Val

Thr
S
Ser
val
Cys
Lys

Gly

Ala
Leu
Ser
Trp
Gly

70
Trp

TyT
Thr
Thr
Thr
55

Prao

Pro

Ser
440
Ala
Gly
Asp
Glu
Thr
520
val
Lys
val

2
Lys
Leu
600
val
Thr
Tyr

Ser

Phe
680

Ala
Gly
Ala
40

val

val

Ala

425
Leu
val
Ile
Ser
Leu
505
Pro
Fhe
Gln
Cys
Cys
585
Tyr
Thr
Pro
Cys
Gly

665
Asp

Gln

25
Ala
Tyr

Ile

Fro

83

Asp
Ser
Tyr
Ser
490
Thr
Gly
Thr
Ser
Ala
570
Leu
Arg
Lys
Thr
Leu
650

Lys

Glu

Gln
10

Asp
Gln
Hisg
Gln

Gln

Pro
Arg
Arg
475
val
Pro
Leu
Gly
Gly
555
Arg
Ile
Leu
Tyr
Trp
635
Ser

Pro

Met

Thr
Lys
Thr
Gly
Met

75
Gly

Thr
Thr
450
Phe
Leu
Ala
Pro
Leu
540
Glu
Ala
Arg
Gly
Ile
620
Val
Thr

Ala

Glu

Arg
Asn
Phe

Ala
60

Tyr

Ala

FPhe
445
Gln
val
Cys
Glu
Val
525
Thr
Asn
Gln
Leu
Ala
605
Met
Leu
Gly

Ile

Glu
685

Gly
Gln
Leu
45

Gly
Thr

Arg

430
Thr

Arg
Ala
Glu

Thr
510

Cys
His
Leu
Ala
Lys=
530
Val
Thr
Val
Cys
Ile

670
Cys

Leu
val
30

Ala
Thr

ASn

Ser

Ile
Arg
Pro
Cys
495
Thr
Gln
Ile
Pro
Pro
578

Pro

Gln

Gly
val

655
Pro

Leu
15

Glu
Thr
Arg

Val

Leu

Glu
Gly
Gly
480
Tyr
val
AsSp
Asp
Tyr
560
Pro
Thr
Asn
Met
Gly
640

val

Asp

Gly
Gly
Cys
Thr
Asp

80
Thr



Pro
Asp
Ser
Leu
145
Thr
Glu
Ala
Ser
Lys
225
Ala
Val
Lys
Ile
Gly
308
Leu
Ile
Lys
Cys
Leu
385
Ile
Thr
Val
Thr
Arg
4565
Glu

AsD

Arg

Cys
val
Pro
130
Cys
Arg
Thr
val
Giy

210
val

Arg
Phe
Cys
280
Thr
Ala
Glu
Ala
His
370
Gly
Pro
Gly
Thr
Ile
450
Thr
Arg

Ala

Leu

Thr
Ile
115
Axg
Pro
Gly
Thr
Pro
195
Lys
Leu
Met
Thr
Leu
275
Asp
val
Thr
Glu
Ile
3iss
Ser
Val
Thr
Phe
Gln
435
Thr
Gly
Pro

Gly

Axg
515

Cys
100
Pro
Pro
Ala
val
Met
180
Gln
Ser
val
Ser
Ile
260
Ala
Glu
Leu
Ala
Val
340
Pro
Lys
Asn
Sex
Thy
420
Thr
Leu
Arg
Ser
Cys

500
Ala

85
Gly

val
Ile
Gly
Ala
165
Arg
Ser
Thr
Leu
Lys
245
Thr
Asp
Cys
ASp
Thr
325
Ala
Leu
Lys
Ala
Gly
405
Gly
val
Pro
Gly
Gly

485
Ala

TYyr

ES 2371936 T3

Ser

Arg

Ser

His

150
Lys

Ser
Tyr
Lys
Asn
230
Ala

Thr

Gly

Gln
310
Pro
Leu

Glu

Lys

val
k¥-Tv}

Asp

Rsp
Asp
Gln
Lys
470
Met

Trp

Met

Ser
Arg
Tyr
1365
Ala
Ala
Pro
Gln
Val
215
Pro
His
Gly
Gly
Ser
295
Ala
Pro
Ser
Ala
Cys
375
Ala
Val
Phe
Phe
Asp
455
Pro
Phe
TyTr

Asn

Asp
Arg
120
Leu
Val
Val
Val
val
209
Pro
Ser
Gly
Sex
Cys
280
Thr
Glu
Gly
Thr
Ile
360
Asp
Tyt
val
Asp
Sexr
440
Ala
Gly
AsSp

Glu

Thr
520

Leu
108
Gly
Lys
Gly
Asp
Phe
185
Ala
Ala
val
Ile
Pro
265
Serxr
Asp
Thr
Ser
Thr
345
Lys
Glu
Tyr
val
Ser
425
Leu
val
Ile
Sex
Leu

505
Pro

84

20
Tyr

Asp
Gly
Ile
Fhe
170
Ser
His
Ala
Ala
Asp
250
Ile
Gly
Ala
Ala
val
330
Gly
Gly
Leu
Arg
Val
414Q
val

Asp

Ser

Sex
490
Thr

Gly

Leu
Gly
Ser
Phe
155
Ile
Asp
Lau
Tyr
Ala
231s
Pro
Thr
Gly
Thr
Gly
318
Thr
Glu
Gly
Ala
Gly
385
Ala
Ile
Pro
Arg
Arg
475
Val

Pro

Leu

Val
Arg
Ser
140
Arg
Pro
Asn
His
Ala
220
Thr
Asn
Tyr
Ala
Ser
300
Ala
val
Ile
Arg
Ala
380
Leu
Thr
Asp
Thr
Thr
460
Phe
Leu

Ala

Pro

Thr
Gly
125
Gly
Ala
Val
Ser
ala
205
Ala
Met
Ile

Ser

TyT
285
Ile
Arg
Pro
Pro
His
368
Lys
Asp
Asp
Cys
Phe
445
Gln
Val
Cys

Glu

val
525

Arg
110
ser
Gly
Ala
Glu
Ser
190
Pro
Gln
Gly
Arg
Thr
270
Asp
Leu
Leu
His
Phe
iso
Leuy
Ley
val
Ala
Aszn
430
Thr
Arg
Ala

Glu

Thr
510

a5
His

Leu
Pro
Val
Cer
175
Pro
Thr
Gly
Phe

Thr
255
TYY

Ile
Gly
Thr
Pro
335
Ile
Val
Ser
Leu
415
Thr
Ile
Arg
Proc
cys
495

Thx

Gln

Ala
Leu

Leu

Cys
160
Leu

Pro

Gly

Gly
240
Gly
Gly
Ile
Ile
Val
320
Asn
Cly -
Phe
Ala
Val
400
Met
Cys
Glu
Gly
Gly
480
Tyr

Val

Asp



His
Ala
545
Leu
Pro
Leu
Glu
Ser
625
val
Ile
Arg
<210> 45

<211> 686
<212> PRT

Leu
530
His
val
Ser
His
val
610
Ala
Leu

Val

Gliu

Glu
Phe
Ala
Trp
Gly
595
Thr
Asp
Ala
Gly

val
675

<213> Secuencia Atrtificial

<220>

Phe
Ley
Tyr
Asp
580
Pro
Leu
Leu
Ala
Arg

660
Leu

Trp
Ser
Gln
565
Gln
Thr
Thr
Glu
Leu

645
Ile

Tvr

ES 2371936 T3

Glu
Gln
550
Ala
Met
Pxo
His
Vai
630
Ala
Val

Arg

Gly
535
Thr
Thr
Trp
Leu
Pro
615
val
Ala

Leu

Glu

<223> NS3/4A del virus de la Hepatitis C mutante

<400> 45
Met
1l
Cys
Glu
ile
Ile
65
Gln
Pro
Asp
Ser
Leu
145

Thr

dlu

Ala
Ile
Val
Asn
50

Ala
Asp
Cys
val
Pro
130
Cys

Arg

Thr

Pro
Ile
Gln
35

Gly
Ser
Leu
Thr
Ile
115
Arg
Pro

Gly

Thr

Ile
Thr
20

Ile
val
Pro
Val
Cys
100
Pro
Pro
Ala

Val

Met
180

Thr
5
Ser
Val
Cys
Lys
Gly

BS

Gly
Val
Ile
Gly
Ala

165
Arg

Ala
Leu
Ser
Trp
Gly
70

Txp
Ser
Arg
Ser
His
150

Lys

Ser

™YY
Thr
Thr
Thr
S5

Pro
Pro
Ser
Ary
Tyr
135
Ala

Ala

Pro

val
Lys
Val
Lys
Leu
600
val
Arg
Tyr
Ser

Phe
680

Ala
Gly
Ala
40

Val
Val
Ala
Asp
Arg
120
Leu
Val

Val

Val

85

Phe
Gln
Cys
Cys
585
Thr
Pro
Ccys
Gly

665
Asp

Gln
Arg

25
Ala

Tyr
Ile
Pro
Lieu
105
Gly
Lys
Gly

Asp

Phe
185

Thr
Ser
Ala
570
Leu
Arg
Lys
Thr
Leu
650
Lys

Glu

Gln
10

Asp
Gln
His
Gln
Gln
g0

Tyr
Asp
Gly

Ile

Phe
170
Ser

Gly
Gly
555
Arg
Ile
Leu
Tyr
Trp
635
Ser

Pro

Met

Thr
Lys
Thr
Gly
Met
7s

Gly
Leu
Gly
Ser
Phe
155

Ile

Asp

Leu
540
Glu
Ala
Arg
Gly
Ile
620
Val
Thr
Ala

Glu

Arg
Asn
Phe

Ala
60

Tyr
Ala
Val
Arg
Ser
140
Aryg

Pro

asn

Asn
Gln
Leu
Ala
605
Mekt
Leu
Gly

Ile

Glu
68S

Gly
Gln
Leu
45

Gly
Thr
Arg
Thr
Gly
125
Gly
Ala

Val

Ser

His
Leu
Ala
Lys
590
val

Thr

Val

Ile
670
Cys

Leu
Val
30

Ala
Thr
Asn
Sar
Arg
110
ser
Gly
Ala

Glu

Ser
190

Ile
Fro
Pro
575
Pro
Gln
Cyse
Gly
val

655
Pro

Leu
15

Glu
Thr
Arg
val
Leu
95

His
Leu
Pro
val
Ser

i7s
Prao

Asp
Tyr
560
Pro
Thr
Asn
Met
Qly
640
Val

Asp

Gly
Gly
Cys
Thr
Asp
g0

Thr
Ala
Leu
Leu
Cys
160

Leu

Bro



Ala Val Pro Gln

Ser Gly

Lys
225
Ala
val
Lys
Ile
Gly
305
Leu
Ile
Lys
Cys
Leu
385
Ile
Thr
val
Thr
Arg
465
Glu
Asp
Arg
His
Ala
545
Leu
Pro
Leu

Glu

Ser

210
Vval

Tyr
Arg
Phe
Cys
290
Thr
Ala
Glu
Ala
His
370
Gly
Pro
Gly
Thr
Ile
450
Thr
Arg
Ala
Leu
Leu
530
His
Val
Ser
His
Val

610
Ala

1958
Lys

Leu
Met
Thr
Leu
275
ASp
Val
Thr
Glu
Ile
355
Ser
val
Thr
Phe
Gln
435
Thr
Gly
Pro
Gly
Arg
515
Glu
Phe
Ala
Trp
Gly
585

Thr

Asp

Sear
val
Ser
Ile
260
Ala
Glu
Leu
Ala
val
340
Pro
Lys
Asn
Ser
Thx
420
Thr
Leu
Arg
Ser
Cys
500
Ala
Phe
Leu
Tyr
Asp
580
Pro

Leu

Leu

Ser
Thr
Leu
Lys
245
Thr
Asp
Cys
Asp
Thr
325
Ala
Leu
Lys
Ala
Gly
405
Gly
val
Pro
Gly
Gly

485
Ala

Trp
Ser
Gln
565
Gln
Thr
Thr

Glu

ES 2371936 T3

Tyr
Lys
Asn
230
Ala
Thr

Cly

Gln
310
Pro
Leu

Glu

Lys

Val

390
Asp

Asp
Asp
Gln
Lys
470
Met

Trp

Met

-Glu

Gln
550
Ala
Met

Pro

Val

Gln
Val
215
Pro
His
Gly
Gly
Ser
295
Ala
Pro
Ser
Ala
Cys
378
Ala
Val
Phe
Phe
Asp
458
Pro
Phe
Tyr
Asn
Gly
53%
Thr
Thr
Trp
Leu
Pro

815
val

val
200
Pro
Ser
Gly

Ser

Cys
280
Thr
Glu
Gly
Thr
Ile
360
Asp
Tyx
val
Asp
Serxr
440
Al
Gly
Asp
Glu
Thr
520
Val
Lys
Val
Lys
Leu
600

Val

Arg

Ala
Ala
Val
Ile
Pro
265
Ser
Asp
Thr
Ser
Thr
345
Lys
Glu
Tyr
Val
Ser
425
Leu
Val
Ile
Ser
Leu
505
Pro
Phe
Gln
Cys
Cys
585

Thr

Pro

86

His
Ala
Ala
Asp
250
Ile
Gly
Ala
Ala
val
330
Gly
Gly
Leu
Arg
val
410
Val
Asp
Ser
%
Ser
490
Thr
Gly
Thr
Ser
570
Leu
Axrg
Lys

Ala

Leu
Tvr
Ala
235
Bry
Thr
Gly
Thr
Gly
315
Thr
Glu
Gly
Ala
Gly
385
Ala
Ile
Pro
Arg
Arg
475
Val
Pro
Leu
Gly
Gly
555
Aryg
Iie
Leu
TyY

Trp

His
Ala
220
Thr
Asn
Tyr
Ala
Sexr
300
Ala
Val
Ile
Arg
Ala
380
Leu
Thr
Asp
Thr
Thr
480
Phe
Leu
ala
Pro
Leu
540
Glu
Ala
Aryg
Gly
Ile

§20
Val

Ala
205
Ala
Met
Ile

Ser

Tyr
285
Ile
Arg
Pro
Pro
His
3685
Lys
Asp
Asp
Cya
Phe
445
Gln
Val
Cys
Glu
Val
525
Thr
Asn
Gln
Leu
Ala
605

Met

Leu

Pro
Gln
Gly
Arg
Thr
270
Asp
Leu
Leu
His
Phe
350
Leu
Leu
val
Ala
Agsn
430
Thr
Arg
hla

Glu

Thr
510

Cys
His
Leu
Ala
Lys
5380
Val
Thr

val

Thr
Gly
Phe

Thr
255

Tyr
Ile
Gly
Thr
Pro
315
Tyr
Ile
Val
Ser
Leu
415
Ile
Arg

Pro

Cys
435
Thr
Gln
Ile
Pro
Pro
S75
Pro
Gln

Cys

Gly

Gly
Tyr
Gly
240
Gly
Gly
Ile
Ile
Val
320
Asn
Gly
Phe
Ala
val
400
Met
Cys
Glu
Gly
Gly
480
Tyr
Val
Asp
Asp
Ty
580
Pro
Thr
Asn

Met

Gly



<210> 46

625

<211> 686
<212> PRT
<213> Secuencia Atrtificial

<220>

€75

660

645

ES 2371936 T3

620
Val Leu Ala Ala Leu Ala Ala Tyr Cys Leu Ser Thr Gly Cys Val Vval
655

Ile val Gly Arg Ile Val Leu Ser Gly Lys Pro Ala Ile Ile Pro Asp
665
Arg Glu Val Leu Tyr Arg Glu Phe Asp Glu Met Glu @lu Cys
680,

<223> NS3/4A del virus de la Hepatitis C mutante

<400> 46

Met
1
Cys
Glu
Ile
Ile

65

Gln
Pro
Asp
Ser
Leu
145
Thr
Glu

Ala

VSer

Lys
225
Ala
val
Lys

Ile

Ala
Ile
Val
Asn
50

Ala
Asp
Cys
Val
Fro
130
Cys
Arg
Thr
vVal
Gly

210
val

Tyr
Arg
Phe

Cys

Pro
Ile
Gln
35

Gly
Ser
Leu
Thx
Ile
115
Arg
Pro
Gly
Thxr
Pro
18%
Lys
Leu
Met
Thr
Leu

275
Asp

Ile
Thr
20

Ile
val
Pro
val
Cys
100
Pro
Pro
hla
val
Met
180
Gln
Ser
val
Ser
Ile
260

Ala

Glu

Thr
)
Ser
Val
Cys
Lys
Gly

85

Gly
Val
Ile
Gly
Ala
165
Axg
Ser
Thr
Leu
Lys
245
Thr
ASp

Cys

Ala
Leu
Ser
Trp
Gly
70

Trp
Ser
Axrg
Ser
His
150
Lys
Ser
Tyr
Lys
Azn
230
Ala
Thr
Gly

His

Tyr
Thr
Thr
Thr
55

Pro
Pro
Ser
Arg
Tyr
135
Ala
Ala
Pro
Gln
Val
215
Pro
His
Gly
Gly

Ser

Ala
Gly
Ala
40

Val
val
Ala
Asp
Arg
120
Leu
Val
Val
Val
Val
200
Pro
Ser
Gly
Serxr
Cy&

284
Thx

eln
Arg
25

Ala
Tyr
Ile
Pro
Leu
105
Gly
Yys
Gly
Asp
Phe
185
Ala
Ala
Val
Ile
Pro
265

Ser

Asp

87

&35

650

Gln
10

Asp
Gln
His
Gln
Gln
90

Tyr
Asp
Gly
Ile
Fhe
170
Ser
Hig
Ala
Ala
ABp
250
Ile
Gly

Ala

Thr
Lys
Thr
Gly
Met
75

Gly
Leu
Gly
Ser
Phe
158
Ile
Asp
Leu
Tyr
Ala
235

Pro

Thr

Thr

Aryg
Asn
Phe
Ala
&0

Tyr
Ala
val
Axrg
Ser
140
Arg
Pro
Asn
His
Ala
220
Thr
Asn
Tyr

Alx

Ser

670

€85

Gly
Gln
Leu
45

Gly
Thr
Arg
Thr
Gly
125
Gly
Ala
val
Ser
Ala
205
Ala
Met
Ile
Ser
Tyx

285
Ile

Leu
Val

30
Ala

Asn
Ser
Arg
110
Ser
Gly
Ala
Glu
Ser
190
Pro
Gln
Gly
Arg
Thr
270

Asp

Leu

Leu
15

Glu
Thr
Arg
val
Leu
95

His
Leu
Pro
val
Ser
175
Pro
Thr
Gly
Phe

Thr
2585
Tyr

Ile

Gly

640

Gly
Gly
Cys
Thr
Asp
80

Thr
Ala
Lau
Leu
Cys
160
Leu
Pro
Gly
Tyr
ely
240
Gly
Gly

Ile

Ile



Gly
305
Leu
Ile
Lys
Cys
Leu
385
Ile
Thr
val
Thr
Arg
465

Glu

Asp

His
Ala
545
Leu
Bro
Leu
Glu
Sexr
625
val
Ile
Ary
<210> 47

<211> 686
<212> PRT

290
Thr

Ala
Glu
Ala
His
370
Gly
Pro
Gly
Thr
Ile
450
Thr
Arg
Ala
Leu
Leu
530
His
val
Ser
Hig
Val
610
Ala
Leu

Val

@lu

Val

Glu
Ile
3155
Ser
val
Thr
Phe
Gln
435
Thr
Gly
Pro
Gly
Arg
515
Glu
Phe
Ala
Trp
Gly
585
Thr
Asp
Ala

Gly

val
675

<213> Secuencia Artificial

Leu
Ala
Val
340
Pro
Lys
Asn
Ser
Thr
420
Thr

Leu

Ser
Cys
sQC
Ala
ﬁhe
Leu
Tyr
Asp
580
Pxo
Leu
Leu
Ala
Arg

660
Leu

Asp
Thr
325
Ala
Leu
Lys
Ala
Gly
405
Gly
Val
Pro
Gly
Gly

485
Ala

Tyr
Trp
Ser
Gin
565
Gln
Thr
Thr
Glu
Leu

645
Ile

Tyr

ES 2371936 T3

Gln
310
Pro
Leu
Glu
Lys
val
390
Asp
Asp
Asp
Gln
Lys
470
Met
Trp
Met
Glu
Gln
S50
Ala
Met
P¥o
Hia
Val
€30
Ala

Val

Arg

295
Ala

Pro
Ser
Ala
Cys
37%
Ala
Val
Phe
Phe
AsSp
455
Pro
Phe
Tyrx
Asn
Gly
538
Thr
Thy
Trp
Leu
Pro
615
val
Ala

Leu

Glu

Glu
Gly
Thr
Ile
360
Asp
Tyx
val
Asp
Ser
440
ala
Gly
Asp
Glu
Thr
520
Val
Lys
val
Lys
Leu
600
val
Cys
Tyrxr

Ser

Phe
6840

88

Thr
Ser
Thr
345
Lys

Glu

val
Ser
425
Leu
val
Ile
Ser
Leu
508
Pro
Phe
Gln
Cys
Cys
585
Tyr
Thr
Ser
Cys
Gly

665
Asp

Ala
Val
330
Gly
Gly
Leu
Arg
val
410
Val
Asp
Ser
Tyr
Ser
490
Thr
Gly
Thr
Ser
Ala

57¢
Leu

Lys
Thr
Leu
650
Lys

Glu

Gly
15
Thr
Glu
Gly
Ala
Gly
398
Ala
Ile
Pro
Arg
Axg
475
Val
Pro
Leu
Gly
Gly
555
Arg
Ile
Leu
Tyr
Trp
635
Ser

Pro

Met

300
Ala

Val
Ile
Arg
Ala
EY:s;
Leu
Thr
Agp
Thr
Thr
460
Phe
Leu
Ala
Pro
Leu
5449
Glu
Ala
Arg
Gly
Ile
620
Val
Thr

Ala

Glu

Arg Leu Thr

Pro
Pro
His
365
Lys
Asp
Asp
Cys
Fhe
445
Gln
Val
Cys
Glu
vVal
5285
Thr
Asn
Gln
Leu
Ala
605
Mek
Leu
Gly
Ile

Glu
685

His
Phe
350
Leu
Lau
Val
Alz
Asn
430
Thr
Arg
Ala
Glu
Thr
510
Cys
His
Leu
Ala
Lys
580
val
Thr
val
cys
Ile

670
Cys

Pro
335

Tyr
Ile
val
Ser
Leu
415
Thr
Ile
Aryg
Pro
Cys
495
Thr
Gln
Ile
Pro
Pro
575
Pro
Gln
Cys
Gly
val

655
Pro

Val
320
Asn
Gly
Phe
Ala
val

400
Met

Cys
Glu
Gly

Gly
480

Tyr

val

Asp

Tyr
560
Pro
Thr
Asn
Mat
Gly

540
Val

Asp



<220>
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<223> NS3/4A del virus de la Hepatitis C mutante

<400> 47

Met Ala Pro Ile Thr Ala Tyr
1 5
Cys Ile Ile Thr Ser Leu Thr
20
Glu Val Gln Tle val Ser Thr
35
Ile Asn Gly Val Cys Trp Thr
50 55
Ile Ala Ser Pro Lys Gly Pro
65 70
Gln Asp Leu Val Gly Trp Pro
85
Pro Cys Thr Cys Gly Ser Ser
100
Asp Val Ile Pro Val Arg Arg
115
Ser Pro Arg Pro Ile Ser Tyr
130 135
Leu Cys Pro Ala Gly His Ala
145 150
Thr Arg Gly Val Ala Lya Ala
165
Glu Thr Thr Met Arg Ser Pro
180
Ala Val Prxo @ln Ser Tyr Gln
195
Ser Gly Lys Ser Thr Lys Val
210 215
Lys Val Leu Val Leu Asn Pro
225 : 230
Ala Tyr Met Ser Lys -Ala His
245
Val Arg Thr Ile Thr Thr Gly
260
Lys Phe Leu Ala Asp Gly Gly
275
Ile Cys Asp Glu Cys His Ser
250 285
Gly Thr Val Leu Asp Gln Ala
305 i10
Leu Ala Thr aAla Thr Pro Fro
325
Ile Glu Glu Val Ala Leu Ser
340
Lys Ala Ile Pro Leu Glu Ala
355
Cys His Ser Lys Lys Lys Cys
370 375
Leu Gly Val Asn Ala Val Ala
385 390

Ala
Gly
Ala
40

Val
Val
Ala
Asp
Arg
120
Leu
val
Val
Val
Val
200
Pro
Ser
Gly
Ser
Cys
280
Thr
Glu
Gly
Thr
Ile
360

Rap

Tyx

Gln
Arg

25
Ala

Tyr
Ile
Pro
Leu
105
Gly
Lys
Gly
Asp
Phe
185
Ala
Ala
vVal
Ile
Pro
265
Ser
Asp
Thr
Ser
Thr
345
Lys

Glu

Tyr

89

Gln
10

Asp
Gln
His
Gln
Gln
90

Tyr
ASp
Gly
Ile
Phe
170
Ser
His

Ala

Asp
250
Ile
Gly
Ala
Ala
val
330
Gly
Gly

Leu

Arg

Thr
Lys

Thr

Met
75

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

Glu

Gly

‘Ala

Gly
198

Arg
Asn
Phe
Ala
€0

Tyr
Ala
val
Arg
Ser
140
Aryg
Pro
Asn
His
Ala
220
Thr
Asn
Tyr
Ala
Ser
300
2Ala
Val
Ile
Arg
Ala

380
Leu

Gly
Gln
Leu
45

Gly
Thr
Arg
Thr
Gly
128
Gly
Ala
val
Ser
Ala
2058
2Ala
Met

Ile

Ser

Tyx
28%
Ile
Arg
Pro
Pro
Hisg
365
Lysg

Asp

Leu
Val
30

Ala
Thr
Asn
Ser
Arg
110
Ser
Gly
Ala
Glu
Ser
190
Pro
Gln
Gly
Arg
Thr
270
Aszp
Lau
Leu
His
Phe
iso
Leu

Leu

Val

Leu
15

Glu
Thr
Arg
Val
Leu
95

His
Leu
Pro
val
Ser
178
Pro
Thr
Gly
Phe
Thr
255
Tyr
Ile
Gly
Thr
Pro
335
Tyr
Ile

Val

Ser

Gly
Gly
Cys
Thr
AsSp
80

Thr
Ala
Leu
Leu
Cys
160
Leu
Pro
Gly
Tyr
Gly
240
Gly
Gly
Ile
Ile
val
320
Asn
Gly
Phe

Ala

Val
400



Ile Pro Thr Ser Gly
405
Thr Gly Phe Thr Gly
420
Val Thr Gin Thr val
435
Thr Ile Thr Leu Pro
450
Arg Thr Gly Arg Gly
4865
Glu Axg Pro Ser Gly
485
Asp Ala Gly Cys Ala
500
Arg Leu Arg Ala Tyr
515
His Leu Glu Phe Trp
530
Ala His Phe Leu Ser
545
Leu Val Ala Tyr Gln
565
Pro Ser Trp Asp Gln
580
Leu His Gly Pro Thr
395
Glu Val Thr Leu Thr
610
Ser Ala Asp Leu @Glu
625
Val Leu hla Ala Leu
645
Ile val Gly Arg Ile
660
Arg Glu Val Leu Tyr
675

<210> 48

<211> 686

<212> PRT

<213> Secuencia Artificial
<220>

ES 2371936 T3

ASp

Asp
Gln
Lys
470
Met
Trp
Mekt
Glu
Gln
550
Ala

Met

Pro

His

Val
630
Ala
val

Arg

Val
Phe
Phe
Asp
455
Pro
Phe
Tyx
Asn
Gly
535
Thr
Thr
Trp
Leu
Pro
615
Cys
Ala

Leu

Glu

<223> NS3/4A del virus de la Hepatitis C mutante

<400> 48

Met Ala Pro Ile Thr
1 5
Cys Ile Ile Thr Ser

20
Glu Val Gln Ile Val
35
Iie Asn Gly Val Cys
50

Ala Tyr

val
Asp
Ser
440
Ala
Gly
Asgp
Glu
Thr
520
val
Lys
val
Lys
Leu
600
val
Cys
Tyx

Ser

Phe
680

Val
Ser
425
Leu
Vval
Ile
Ser
Lsu
505
Pro
Phe
Gln
Cys
Cys
585
Tyr
Thxy
Ser
Cys
Gly

665
Asp

Ala Gln

Leu Thr Gly Arg

25

Ser Thr Ala Ala

Txrp Thr

S5

40

val Tyr

90

val
410
Val
Asp
Ser
Tyr
Ser
490
Thy
Gly
Thr
Ser
Ala
570
Leun
Arg
Lys
Thr
Leu
650

Lys

Glu

Gln
10

hsp
Gln

His

Ala
Ile
Pro
Arg
Arg
475
val
Pro
Leu
Gly
Gly
585
Arg
Ile
Leu
Tyr
Trp
B3S
Ser

Pro

Met

Thr
Lys
Thr

Gly

Thr
Asp
Thr
Thr
460
Phe
Leu
Ala
Bro
Leu
540
Glu
Ala
Arg
Gly
Ile
620
val
Thr

Ala

Glu

Arg
Asn
Phe

Ala
60

Asp

Cys
Phe
445
Gln
Vval
Cys
Glu
val
525
Thr
Asn
Gln
Leu
Ala
605
Met
Leu
Gly
Ile

Glu
&85

Gly
Gln
Leu

45
Gly

Ala
Asn
430
Thr
Arg
Ala

Glu

Thr
510

Cys
His
Leu
Ala
Lys

590
Val

Val
Cys
Ile

670
Cys

Leu
Val
30

Ala

Thr

Leu
415
Thr
Ile
Arg

Pro

Cys
435
Thr
Gln
Ile
Pro
Pro
57%
Pro
Gln
Cys
Gly
Vval

655
Pro

Leu
1s

Glu
Thr

Arg

Met
Cys
Glu
Gly
Gly
480
Val
Asp
Asp
560
P;o
Thr
Asn
Met
Gly
640
Val

Asp

Gly
Gly
Cys

Thr



Ile
85

Gln
Pro
Asp
Ser
Leu
145
Thr
Glu
Ala
Ser
Lys
225
Ala
Val
Lys
Ile
Gly
305
Leu
Ile
Lya
Cys
Leu
385
Ile
Thr
Val
Thr
Arg
465
Glu

Asp

Ala
Asp
Cys
val
Pro
130
Cys
Arg
Thr
Val
Gly
210
val
Tyr
Arg
Phe
Cys
290
Thr
Ala
Glu
Ala
His
370
Gly
Pro
Gly
Thr
Ile
450
Thr

Arg

Ala

Ser
Leu
Thr
Ile
115
Arg
Pro
Gly
Thr
Pro
195
Lys
Leu
Met
Thr
Leu
275
Asp
Val
Thr
Glu
Ile
355
Serxr
Val
Thr
Bhe
Gln
435
Thr
Gly

Pro

Gly

Pro
val
Cys
100
Pro
Pro
Ala
Val
Met
180
Gln
Ser
val
Ser
Ile
260
Ala
Glu
Leuw
Ala
Vval
340
Pro
Lys
Asn
Ser
Thr
420
Thr
Leu
Arg

Ser

Cys

Lys
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
408
Gly
Val
Pro
Gly
Gly

4B5
Ala

ES 2371936 T3

Gly
70

Trp
Ser
Arg
Ser
His
150
Lys
Ser
Tyr
Lys
Asn
230

Ala

Thr

Gln
310
Pro
Leu
Glu
Lys
Val
390
Asp
Asgp
Agp
Gln
Lys
470

Met

Trp

Pro
Pro
Ser
Arg
Tyr
1356
Ala
Ala
Pro
Gln
Val
218
Pro
His
Gly
Gly
Ser
295
Ala
Pro
Ser
Ala
Cys
375
Ala
val
Phe
Phe
Asp
45%
Pxo

Phe

Tyr

Vval
Ala
Asp
Arg
120
Leu
val
val
Val
Val
200
Pro
Ser
Gly
5er
cys
280
Thr
Glu
Gly
Thr
Ile
360
Asp
Tyr
val
Asp
Ser
440
Ala
Gly

Asp

Glu

Ile
Pro
Leu
105
Gly
Lys
Gly
Asp
Phe
185
Ala
Ala
val
Ile
Pro
26%
Ser
Asp
Thr
Ser
Thr
345
Lys
Glu
Tyr
Val
ser
425
Leu
val
Ile

Ser

Leu

91

Gln
Gln
20

Asp
Gly
Ile
Phe
170
Ser
His
Bla
aAla
Asp
250
Ile
Gly
Ala
Ala
Val
330
Gly
Gly
Leu
Arg
Val
410
Val
Asp
Ser
Tyr
Ser

490
Thr

Met
75

Gly
Leu
Gly
Ser
Phe
155
Ile
Asp
Leu
Tyr
Ala
235
Pro
Thr
Gly
Thr
Gly
31s
Thr
Glu
Gly
Ala
Gly
395
Ala
Ile
Fxo
Arg
arg
4775

Val

Pro

Tyr
Ala
val
Arg
Ser
140
Arg

Pro

Asn

Ala
220
Thr
Asn
Tyr
Ala
Ser
300
Ala
val
Ile
Arg
Ala
280
Leu
Thr
Asp
Thr
Thr
460
Phe

Leu

Ala

Thr
Arg
Thr
Gly
125
Gly
Ala
Val
Ser
Ala
205
Ala
Met
Ile
Serx
Tyr
285
Tle
Arg
Pro
Pro
His
365
Lys
Asp
Asp
Cys
Phe
445
Gln
Val

Cys

Glu

Asn
Ser
Arg
110
Ser
Gly
Ala
Glu
Serx
180
Pro
Gln
Gly
Arg
Thr
270
ASp
Leu
Leu
His
Phe
350
Leu
Leu
Val
Ala
Asn
430
Thr
Arg
Ala

Glu

Th1x

val
Leu
95

His
Leu
Pro
val
Ser
175
Pro
Thr
Gly
Phe
Thr
255
Tyr
Ile
Gly
Thr
Pro
a3s
Tyr
Ile
val
Ser
Leu
415
Thr
Ile
Arg
Pro
Cys

495
Thr

Asp
B0

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
Cys
@lu
Gly
Gly
480
Tyr

Val



His
Ala
545
Leu
Pro
Leu
Glu
Ser
625
val

Ile

<210> 49
<211> 686
<212> PRT

Leu
Leu
530
His
val
Ser
His
val
610
Ala
Leu

val

Glu

Arg
515
Glu
Phe
Rla
Trp
Gly
585
Thr
Asp
Ala
Gly

val
675

<213> Secuencia Atrtificial

<220>

500
Ala

Phe
Leu
Tyr
Asp
580
Pro
Leu
Leu
Ala
Arg

660
Leu

Tyr
Trp
Ser
Gin
565
Gln
Thr
Thr
Glu
Leu
645
Ile

Tyr
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Met
Glu
Gln
550
Ala
Met
Pro
His
Val
630
Ala
Val

Arg

Asn
Gly
53§
Thr
Thxy
Trp
Ley
Pro
615
Sear
Rla

Leu

Glu

<223> NS3/4A del virus de la Hepatitis C mutante

<400> 49
Met

1
Cys
Glu
Ile
Ile
65
Gin
Pro
Asp
Ser
Leu

145
Thr

Ala Pro Ile Thr

Ile
val
Asn
50

Ala
Asp
Cys
val
Pro
130
Cys

Arg

Ile
Gln
35

Gly
Ser
Leu
Thx
Ile
115
Arg

Pro

Gly

Thr
20

Ile
val
Pro
Val
Cys
1C0O
Pro
Pro

Ala

vVal

s
Ser

Val
Cys
Lys
Gly
85

Gly
val
Ile

Gly

Ala

Ala
Leu
Ser
Trp
Gly
70

Trp
Ser
aArg
Ser
His

150
Lys

Tyr
Thr
Thr
Thrx
55

Pro
Pro
Ser
Arg
Tyr
135

Ala

Ala

Thr
520
val
Lys
val
Lys
Leu
600
val
Ser
Tyr

Ser

Phe
680

Ala
Gly
Ala
40

val
Vai
Ala
Asp
Arg
120
Leu

val

val

505
Pro

Phe
Gln
Cys
Cys
585
Tyr
Thr
Ser
Cys
Gly

665
Asp

Gln
Arg

25
Ala

Tyr
Ile
Pro
Leu
105
Gly
Lys
Gly

Asp

92

Gly
Thr
Ser
Ala
570
Leu
Arg
Lys
Thr
Leu
650
Lys

Glu

Gln
10

Asp
Gln
His
Gln

Gln
a0
Tyr

Asp
Gly
Ile

Phe

Len
Gly
Gly
555
Arg
Ile
Leu
Tyr
Trp
635
Ser

Fro

Met

Thr
Lys
Thr
Gly
Met
75

Gly
Leu
Gly
Sex
Phe

155
Ile

Pxo
Leu
540
Glu
Ala
Arg
Gly
Ile
620
val
Thr
Ala

Glu

Arg
Asn
Phe
Ala
&0

Tyxr
Ala
val
Arg
Ser
1440

Arg

Pro

Val
525
Thr
Asn
Gln
Lau
Ala
605
Met
Leu
Gly
Ile

Glu
685

Gly
Gln
Leu
45

Qly
Thr
Arg
Thr
Gly
125
Gly
Ala

Val

510
Cys

His
Leu
Ala
Lys
530
Val
Thr
val
Cvys
Ile

670
Cys

Leu
Val
30

Ala
Thy
Asn
Ser
Arg
110
Serxr
Gly

Ala

Glu

Gln
Ile
Pro
Pro
575
Pro
Gln
Cys
Gly
Vval

655
Pro

Leu
15

Glu
Thr
Arg
val
Leu
25

His
Leu
Pro

val

Ser

Asp
Asp
Tyr
560
Pro
Thr
Asn
Met
Gly
640

Val

Asp

Gly
Gly
Cys
Thr
Asp
80

Thr
Ala
Leu
Leu
Cys

160
Leu



Glu
Ala
Ser
Lys
225
Ala
val
Lys
ile
Gly
305
Leu
Ile
Lys
Cys
Leu
385
Ile
Thr
Val
Thr
Arg

465
Glu

His
Ala
545
Leu

Pro

Leu

Thr
Val
Gly
210
Val
Tyr
Arg
Phe
Cysd

290
Thr

Glu
Ala
His
370
Gly
Pro
Gly
Thr
Ile
480
Thr
Arg
Ala
Leu
Leu
530
His
Val

Ser

His

Thr
Pro
185
Lys
Leu
Met
Thr
Leu
278
Asp
val
Thr
Glu
Ile
385
Ser
val
Thr
Phe
Gln
435
Thr
Gly
Pro
Gly
Arg
518
Glu
Phe
Ala

Trp

Gly
595

Met
180
Gln
Sex
val
Ser
Ile
260
Ala
Glu
Leu
Ala
val
340
Pro
Lys
Asn
Ser
Thr
420
Thr
Leu
Arg
Ser
Cys
500
Ala
Phe
Leu
Tyr
Asp

580
Bro

165
Arg

Ser
Thr
Leu
Lys
245
Thr
Asp
Cys
Asp
Thr
328
Ala
Leu
Lys

Ala
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Sar Pro

Tyr Gln

-Lys Val

21%
Asn Pro
230
Ala His

Thr Gly
Gly Gly

His Ser
295

Gln Ala

310

Prc Pro

Leu Ser
Glu Ala
Lys Cys

375

val Rla
390

Gly Asp Val

405
Gly

val
Pro
Gly
Gly

485
Ala“

Tyy
Trp
Ser
Gln
SE5

Gln

Thr

Asp Phe
Asp Phe

Gln Asp
455

Lys Preo

470

Met Phe

Trp Tyr
Met Asn
Glu Gly
535
Gln Thr
550
Ala Thr
Met Trp

Pro Leu

val
Val
200
Fro
Ser
Gly
Ser
Cys
280
Thx
Glu
Gly
Thr
Ile
360
Asp
Tyr
val
Asp
Ser
440
Ala
Gly
Asp
Glu
Thr
520
val
Lys
Yval

Lys

Leu
€00

Phe
185
Ala
Alsm
Val
Ile
Pro
285
Ser
Asp
Thr
Ser
Thr
345
Lys
Glu
Tyr
val
Ser
425
Leu
val
Ile
Ser
Leu
505
Pro
Phe
Gln
Cys
Cys

585
Tyr

93

170
Ser

His
Ala
Ala
Asp
250
Ile
Gly
Ala
Ala
Val
330
Gly
Gly
Leu
Arg
val
410
val
Asp
Ser
Tyx
Ser
490
Thr
Gly
Thr
Ser
Ala
57C

Leu

Arg

Asp
Leu
Tyr
ala
235
Pro
Thr
Gly
Thr
Gly
315
Thr
Glu
Gly
Ala
Gly
395
Ala
Ile
Pro
Arg
Arg
475
Vval
Pro
Leu
Gly
Gly
5545
Arg

Ile

Leu

Asn
His
Ala
229
Thy
AsSn
Tyr
Ala
Serxr
100
Ala
val
Ile
Arg
Ala
380
Leu
Thr
Asp
Thr
Thr
460
Phe
Leu
Ala
Pro
Leu
540
Glu
Ala

Arg

Gly

Ser
Ala
208
Ala
Met
Ile
Ser
Tyr
285
Ile
Arg
Pro
Pro
His
3265
Lys
Asp
AED
Cys
Phe
445
Gln
Val
Cys
Glu
val
525
Thr
Asn
Gln

Leu

Ala
605

Ser
150
Pro
Gln
Gly
Arg
Thr
270
Asp
Leu
Leu
His
Phe
350
Leu
Leu
val
Ala
Asn
430
Thr
Arg
Ala
Glu
Thr
510
Cys
His
Leu
Ala
Lys

580
Val

175
Pra

Thr
Gly
Phe

Thr
255

Tyr
Ile
Gly
Thr
Pro
335
Ile
val
Ser
Leu
415
Thr
Ile
Arg
Pro
Cys
495
Thr
Gin
Ile
Pro
Pro
5758

Pro

Gln

Pro
Gly
TYT
Gly
240
Gly
Gly
Ile
Ile
val
320
Asn
Gly
Phe
Ala
val
400
Met
cys
Glu
Gly
Gly
480
Tyr
val
Asp
Asp
TYyT
560
Pro

Thr

Asn



Glu
Ser
625
val
Ile

Arg

Val
610
Ala
Leu

Val

Glu

Thr Leu
Asp Ser
Ala Ala
Gly Arg

660

Val Leu
675

Thr
Ser
Leu
645
Ile

TVY
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His
Ser
630
Ala
Val

Arg

Pro
615
Ser
Ala

Leu

Glu

val
Cys
Tyr
Ser

Phe
680

Thr
Ser
Cys
Gly

665
Asp

94

Lys
Thr

Leu
650
Lys

Glu

Tyr
Trp
635
Ser

Pro

Mekt

Ile
620
val
Thx

Ala

Glu

Met Thr Cys Met

Leu Val Gly Gly
640
Gly Cys val val
655
Ile Ile Pro Asp
670
Glu Cys
685
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ES 2371936 T3

REIVINDICACIONES

1. Un acido nucleico purificado o aislado constituido por la SEQ ID NO 16 o el complemento del mismo.

2. Un acido nucleico purificado o aislado que codifica la secuencia peptidica de SEQ ID NO 17.

3. Un &cido nucleico purificado o aislado que comprende la SEQ ID NO 16.

4 Un acido nucleico purificado o aislado que comprende un acido nucleico que codifica la secuencia

peptidica de SEQ ID NO 17.

5. Un &cido nucleico purificado o aislado que comprende al menos 100, 200, 500 o 1000 nucledtidos
consecutivos del acido nucleico purificado o aislado de una cualquiera de las reivindicaciones 1-2.

6. Un vector que comprende el acido nucleico purificado o aislado de una cualquiera de las reivindicaciones
1-5.
7. Una célula aislada que comprende el acido nucleico purificado o aislado de una cualquiera de las

reivindicaciones 1-5.

8. Una composicién inmunogénica que comprende el acido nucleico purificado o aislado de una cualquiera
de las reivindicaciones 1-5.

9. Una composicion que comprende el acido nucleico purificado o aislado de una cualquiera de las
reivindicaciones 1-5.

10. Una célula aislada que comprende el vector de la reivindicacion 6.

11. Una composicion inmunogénica que comprende el vector de la reivindicacion 6.

12. Una composicién que comprende el vector de la reivindicacion 6.

13. La composiciéon inmunogénica de la reivindicacion 8 u 11 que comprende ademas un adyuvante.
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Figura 1

10 pg de rNS3/PBS &

10 pg de rNS3/PBS/1 |
mg de ribavirina

Titulo medio de NS3 en EIA o

100 pg de INS3/PBS/1 de J
ribavirina

100 1000 10000

Mean NS3 titer in EIA
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Figura 2

Semanas transcurridas

Gesde 1a inmunizacion

1
O Sin ribavirina
0,1 ng de ribaviring
/@ 1 g de ribaviring
g 10 ng de ribavirina

3

Q0000

Titulo AL medio contra  rNS3
como criterio de wvaloracidn
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Figura 3

—fF— 100 pug de rNS3/PBS —g— égor_ a?;friﬁg?’/%s/l ng

30000

25000 4

20000 -
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10000

5000 4

Cantidad de rNS3 in vitro
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Fiqura 4

1000600
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Fig. 5B

Fig. 5A

¥
A
=
I
=y 1:01
3
o
w
4
ob
3
<
2 < 10z
»
o
Lo
© ] H
(=3 [=1 o o
o o~ ———
0/zds =p
STSTT sousu O\Nmmldw\mmz op
STSTT) eoTyToadse STSTT 3P §
1:01
o 1:02
M
[a ]
iy
1 ] ] |
2 S 2 °
0/2ds P

STSTT sousuw 0/zds-¥H/ESN P
STSTT) eoTIToedse STSTT 9P §

Relacién E:T

Relacién E:T

100



	Primera Página
	Descripción
	Lista de Secuencias
	Reivindicaciones
	Dibujos

