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DESCRIPCION
Vectores para la expresion de mdltiples genes.

La presente invencion se refiere a un vector recombinante disefiado para expresar de forma independiente multiples
secuencias de nucleétidos de interés que se obtienen a partir del mismo organismo o de organismos estrechamente
relacionados. La presente invencion pertenece al sector de la tecnologia del acido nucleico recombinante para la
expresion de multiples secuencias de nucledtidos que presentan homologia entre si en diversos sistemas in vitro
procariotas y eucariotas, o en un individuo animal o humano, con fines terapéuticos o profilacticos. La presente
invencién es particularmente (til en el campo de la inmunoterapia, especialmente en el tratamiento o la prevencion
de estados patoldgicos causados por organismos infecciosos como el virus del papiloma o el virus de la hepatitis.

La tecnologia del ADN recombinante ha hecho posible la expresion de secuencias de nucleétidos en células
hospedadoras cultivadas o en organismos vivos. Se han generado y utilizado diversos ADN plasmidicos y vectores
viricos para una variedad de propdsitos, incluidos la vacunacion, la terapia génica, la inmunoterapia y la expresion
en células cultivadas. Los vectores, como los vectores adenoviricos y poxviricos, tienen la ventaja de que poseen
una gran capacidad de clonacion, con capacidad para expresar multiples secuencias de nucleétidos en una amplia
gama de células hospedadoras. La expresién de multiples secuencias de nucleétidos puede resultar ventajosa para
mejorar la eficacia terapéutica proporcionada por los polipéptidos codificados (por ejemplo, combinando la
inmunidad humoral y la celular). En lugar de producir una serie de vectores recombinantes disefiados por separado
para expresar cada una de las secuencias de nucledtidos deseadas, seria ventajoso producir un Unico vector
recombinante, por lo menos, para facilitar las etapas de produccién y la aprobacién de la autoridad competente.

Por ejemplo, en el caso de las infecciones por el virus del papiloma, seria deseable expresar polipéptidos
inmundgenos de diversos genotipos del virus del papiloma con el fin de ampliar o reforzar la respuesta inmunitaria
del hospedador, especialmente en sujetos con riesgo de infecciones multiples, por ejemplo de VPH-16 y VPH-18.
Sin embargo, las secuencias de nucledtidos que codifican dichos polipéptidos inmundégenos son altamente
homologas entre los genotipos relacionados del VPH. Por ejemplo, las secuencias E6 de VPH-16 y E6 de VPH-18,
gue muestran una homologia global del 63% en el nivel de los nucleétidos, comprenden, sin embargo, regiones
concretas con una homologia muy alta, mayor del 75%, lo que puede llegar a impedir la expresion de los genes de
VPH-16 y VPH-18 a partir de un anico vector.

Por otro lado, cuando se expresan polipéptidos de origen virico, también pueden surgir secuencias de nucleétidos
homélogas a causa de la organizacion global del genoma virico. Es bastante frecuente que un virus utilice la misma
secuencia de nuclettidos para codificar dos proteinas diferentes a través de mecanismos biolégicos tales como la
iniciacion de la traduccion interna o el desplazamiento del marco de lectura, es decir, que la misma secuencia de
ADN se traduce en méas de un marco de lectura. Por ejemplo, en el genoma de VPH-16, los genes adyacentes E1 y
E2 se solapan en mas de 59 nucledtidos que se traducen en diferentes marcos de lectura. Dicho de otro modo, los
ultimos 59 nucledtidos del gen E1 se solapan con los primeros 59 nucleétidos del gen E2.

Sin embargo, se prevé que la presencia de secuencias homélogas en un vector influya negativamente en su
estabilidad, especialmente durante las etapas de produccion del mismo, provocando la pérdida de secuencias
génicas debido a eventos de recombinacion que se producen entre las secuencias homologas. Por consiguiente, la
expresion de los genes E1 y E2 de VPH-16 en un Unico vector implica la presencia de una porcién comdn de 59
nucleétidos que podria provocar potencialmente eventos de recombinacion homéloga y, en Ultima instancia, la
pérdida de las secuencias comprendidas entre las secuencias homélogas de E1 y E2. Este tipo de eventos de
recombinacion homoéloga no deseados también pueden tener lugar cuando se expresan las secuencias génicas de
VPH-16 y VPH-18 en el mismo vector. Este problema de inestabilidad puede hacer que la reserva de vector sea
inservible, especialmente para ensayos clinicos en humanos.

En este sentido, el documento WO 92/16636 propone insertar en el vector recombinante las secuencias de
nucleétidos homdlogas en una orientacidn reciprocamente opuesta, con el fin de reducir la probabilidad de que se
produzcan eventos de recombinacion. Sin embargo, esta estrategia se ha descrito en referencia a un vector del virus
de la vaccinia, no para otros vectores recombinantes, como los adenovirus. Por otro lado, la disposiciéon en una
orientacion opuesta no siempre es posible debido a la posible interferencia de promotores y restricciones
constructivas.

En la técnica hay una necesidad de generar vectores recombinantes capaces de expresar en una célula
hospedadora o en un individuo secuencias de nucleétidos obtenidas a partir del mismo organismo o de organismos
estrechamente relacionados, que, en el contexto nativo, contienen porciones con una homologia elevada. La
presente invencion aborda esta necesidad dando a conocer una nueva estrategia disefiada para minimizar la
probabilidad de que se produzcan eventos de recombinacion mediante la alteracion de una o ambas secuencias de
nucleétidos homdlogas utilizando la degeneracion del cédigo genético para hacer que sean menos homologas que
antes de la modificacién, a la vez que no se altera, o no de forma significativa, la secuencia de aminoéacidos
codificada. La presente invencidn permite eludir el efecto nocivo de la recombinacion homdloga que se produce
entre secuencias homdélogas, especialmente durante las etapas de produccién de los vectores, y que provocan la
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pérdida de secuencias de nucledtidos contenidas entre las mismas. Se ha puesto de manifiesto que el vector segin
la presente invencion es sorprendentemente eficaz en la expresion de los genes E1 y E2 del virus del papiloma, que
en el contexto nativo comparten una porcion 100% homdloga de 59 nucleédtidos, y es sorprendentemente estable
durante las etapas de produccién. También se ha puesto de manifiesto que el vector segun la presente invencién es
sorprendentemente eficaz en la expresion de los genes E6 y E7 obtenidos a partir de los genotipos estrechamente
relacionados VPH-16 y VPH-18.

Este problema técnico se resuelve mediante la disposicion de las formas de realizacion tal como se definen en las
reivindicaciones.

Otros aspectos, caracteristicas y ventajas, distintos y adicionales, de la presente invencion seran evidentes a partir
de la siguiente descripcion de las formas de realizacion preferidas de la misma. Dichas formas de realizacion se
indican a efectos divulgativos.

De este modo, en un primer aspecto, la presente invencidon da a conocer un vector que comprende, por lo menos,
una primera molécula de acido nucleico que codifica un primer polipéptido y una segunda molécula de acido
nucleico que codifica un segundo polipéptido, en el que:

- dichas primera y segunda moléculas de acido nucleico se obtienen, respectivamente, a partir de una primera
y una segunda secuencias de acido nucleico nativo que presentan un porcentaje de homologia de
aproximadamente el 80% o mayor del 80% en una porcion de 40 o mas nucleétidos continuos, y

- dicha primera molécula de acido nucleico y/o dicha segunda molécula de acido nucleico comprendidas en el
vector se modifican a fin de reducir dicho porcentaje de homologia a menos del 75%.

Tal como se utilizan a lo largo de la presente solicitud, los términos “un”, “uno” y “una” se refieren a “por lo menos
uno”, “por lo menos un primer”, “uno 0 mas” o “una pluralidad” de los compuestos o etapas a los que se hace
referencia, a menos que el contexto indique lo contrario. Por ejemplo, en el término “una célula” se incluye una
pluralidad de células, incluida una mezcla de las mismas.

Alli donde se utilice en la presente memoria, la expresion “y/o” incluye los significados de “y”, “0” y “todos los
elementos conectados por dicho término o cualquier otra combinacion de los mismos”. Por ejemplo, “la primera
molécula de acido nucleico y/o la segunda molécula de acido nucleico” se refiere a la primera molécula de acido
nucleico, o bien a la segunda molécula de acido nucleico, o bien a la primera y la segunda moléculas de acido
nucleico.

Tal como se utiliza en la presente memoria, el término “alrededor de” o “aproximadamente” significa dentro de un
margen del 5%, preferentemente dentro de un margen del 4%, y mas preferentemente dentro de un margen del 2%,
alrededor de un valor o intervalo dado.

Tal como se utiliza en la presente memoria para definir productos, composiciones y métodos, el término “que
comprende” se refiere al hecho de que los productos, composiciones y métodos incluyen los componentes o etapas
especificados, pero sin excluir otros. La expresion “que consiste esencialmente en” significa con exclusiéon de otros
componentes o etapas de importancia esencial. Por consiguiente, una composicién “que consiste esencialmente en”
los componentes citados no excluye trazas de contaminantes ni vehiculos farmacéuticamente aceptables. La
expresion “que consiste en” significa con exclusion de elementos mas que traza de otros componentes o etapas. Por
ejemplo, un polipéptido “consiste en” una secuencia de aminoacidos cuando dicho polipéptido no contiene ningin
aminoacido mas alla de la secuencia de aminoacidos especificada. Un polipéptido “consiste esencialmente en” una
secuencia de aminoacidos cuando dicha secuencia de aminoacidos esta presente junto con unos pocos residuos de
aminoéacidos adicionales, tipicamente entre aproximadamente 1 y aproximadamente 50 residuos adicionales. Un
polipéptido “comprende” una secuencia de aminoacidos cuando la secuencia de aminoacidos es, como minimo,
parte de la secuencia de aminoacidos final del polipéptido. Dicho polipéptido puede tener entre unos pocos y varios
centenares de residuos de aminoéacidos adicionales. Dichos residuos de aminoacidos adicionales pueden tener un
papel en el trafico de polipéptidos, facilitar la produccién o purificacion de polipéptidos y prolongar su semivida, entre
otras cosas. Lo mismo se puede aplicar a las secuencias de nucleétidos.

Tal como se utiliza en la presente memoria, un “vector” puede ser cualquier agente capaz de suministrar y expresar,
por lo menos, la primera y la segunda moléculas de acido nucleico en una célula hospedadora o individuo. El vector
puede ser extracromosomico (por ejemplo, un episoma) o de integraciéon (para incorporarse a los cromosomas del
hospedador), de replicacion autbnoma o no, multicopia o de bajo nimero de copias, bicatenario o0 monocatenario,
desnudo o complejado con otras moléculas (por ejemplo, vectores complejados con lipidos o polimeros para formar
estructuras particuladas, tales como liposomas, lipoplexos o nanoparticulas, vectores empaquetados en una capside
virica y vectores inmovilizados sobre particulas en fase sélida, etc.). La definicion del término “vector” también
comprende vectores que han sido modificados para permitir su direccionamiento preferencial hacia una determinada
célula hospedadora. Un rasgo caracteristico de los vectores dirigidos es la presencia en su superficie de un ligando
capaz de reconocer un componente celular y expuesto en la superficie, tal como un marcador especifico de célula



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2416361 T3

(por ejemplo, una célula infectada por el VPH), un marcador especifico de tejido o un marcador especifico del tumor,
y de unirse al mismo. El ligando se puede insertar genéticamente en un polipéptido presente en la superficie del
vector (por ejemplo, fibra adenovirica, pentona, plX, tal como se describe en los documentos WO 94/10323 y WO
02/96939, o producto del gen p14 de vaccinia, tal como se describe en el documento EP 1 146 125).

En el contexto de la presente invencion, los términos “acido nucleico”, “molécula de acido nucleico”, “polinucledtido”
y “secuencia de nucledtidos” se utilizan indistintamente y se refieren a un polimero de cualquier longitud formado por
moléculas de polidesoxirribonucleétidos (ADN) o de polirribonucleétidos (ARN) o cualquier combinacion de las
mismas. Dicha definicién incluye polinucle6tidos monocatenarios o bicatenarios, lineales o circulares, naturales o
sintéticos. Por otra parte, dichos polinucleétidos pueden comprender nucleétidos de procedencia no natural (por
ejemplo, nucleétidos metilados y analogos de nucleétidos como los descritos en las patentes US n° 5.525.711, US n°
4.711.955 o el documento EP-A-302 175), asi como modificaciones quimicas (por ejemplo, véase el documento WO
92/03568; patente US n° 5.118.672) con el fin de aumentar la estabilidad in vivo del &cido nucleico, mejorar la
administracion del mismo o reducir la velocidad de eliminacion en el individuo hospedador. Si existen
modificaciones, las mismas se pueden llevar a cabo antes o después de la polimerizacion.

En la presente memoria, los términos “polipéptido”, “péptido” y “proteina” se utilizan indistintamente para referirse a
polimeros de residuos de aminoacidos que comprenden 9 0 mas aminoacidos unidos mediante enlaces peptidicos.
El polimero puede ser lineal, ramificado o ciclico. En el contexto de la presente invencion, un “polipéptido” puede
incluir aminoacidos con estereoisomeria L (la forma natural) o estereoisomeria D, y puede incluir aminoacidos
distintos de los 20 aminoacidos de origen natural comunes, tales como beta-alanina, ornitina o sulféxido de
metionina, o aminoacidos modificados en uno o mas alfa-amino, alfa-carboxilo o cadena lateral, por ejemplo, por
adicion de un apéndice de metilo, formilo, acetilo, glicosilo, fosforilo y similares. Como indicaciéon general, si el
polimero de aminoacidos es largo (por ejemplo, de mas de 50 residuos de aminoacidos), se denomina
preferentemente polipéptido o proteina. Por consiguiente, “péptido” se refiere a un fragmento de entre
aproximadamente 9 y aproximadamente 50 aminoacidos de longitud. En el contexto de la presente invencion, un
péptido comprende preferentemente una regioén seleccionada de una proteina de origen natural (o nativa), por
ejemplo, un fragmento inmundgeno de la misma que contiene un epitopo.

Tal como se define en la presente memoria, el término “polipéptido” incluye polipéptidos nativos y polipéptidos
modificados. El término “nativo”, tal como se utiliza en la presente memoria, se refiere a un material obtenido de una
fuente natural, a diferencia del material modificado o alterado artificialmente por el hombre en el laboratorio. Por
ejemplo, un polipéptido nativo esta codificado por un gen que esta presente en el genoma de un organismo o célula
de tipo natural. En cambio, un polipéptido modificado esta codificado por una molécula de acido nucleico que se ha
modificado en el laboratorio con el fin de diferenciarla del polipéptido nativo, por ejemplo por insercién, delecién o
sustitucion de uno o mas aminoacidos, o mediante cualquier combinacion de estas posibilidades. Cuando se
contemplan diversas modificaciones, las mismas pueden afectar a residuos consecutivos y/o a residuos no
consecutivos. Los ejemplos de modificacion o modificaciones contempladas en la presente invenciéon pueden dar
lugar a la alteracion de la actividad biolégica mostrada por el polipéptido nativo. Los aminoacidos que son esenciales
para una determinada actividad biologica se pueden identificar por métodos rutinarios, tales como analisis estructural
y funcional, y el experto en la materia puede determinar facilmente el tipo de mutacién o mutaciones capaces de
reducir o eliminar dicha actividad biolégica. Este tipo de modificaciones se pueden llevar a cabo por técnicas
rutinarias, tales como la mutagénesis dirigida al sitio. Alternativamente, se puede generar una molécula de acido
nucleico sintética que codifica el polipéptido modificado por sintesis quimica en un proceso automatizado (por
ejemplo, ensamblarla a partir de oligonucleétidos sintéticos solapantes, tal como se describe a continuacion en el
apartado de ejemplos).

Tal como se utiliza en la presente memoria, el término “obtenido” se refiere al material encontrado, aislado,
purificado o derivado de una fuente natural. “Aislado” significa extraido de su ambiente natural. “Purificado” denota
que el material esta sustancialmente desprovisto, por lo menos, de otro u otros componentes con los que esta
asociado de forma natural. “Derivado” denota una o mas modificaciones con respecto al material nativo (en
particular, mutaciones tales como sustituciones, deleciones y/o inserciones). Las técnicas de aislamiento,
purificacién y modificacion son rutinarias en la técnica y dependen del material que se quiere obtener (por ejemplo,
la clonacion de una molécula de acido nucleico se puede llevar a cabo a partir de una fuente natural mediante la
utilizacién de enzimas de restriccion, por PCR o por sintesis quimica).

Tal como se utiliza en la presente memoria, el término “homologia” se expresa generalmente como porcentaje y se
refiere a las secuencias de nucleétidos que conservan un determinado grado de identidad entre si a lo largo de una
porcién, por lo menos, de 40 nucleétidos consecutivos (por ejemplo, de aproximadamente 40, 45, 50, 55, 57, 58, 59,
60, 70 o incluso mas nucledtidos consecutivos). La expresion “por lo menos el 80%” se refiere a aproximadamente el
80% o0 mas del 80% (por ejemplo, cualquier valor superior al 80%, ventajosamente de por lo menos el 85%,
deseablemente por lo menos el 87%, preferentemente, por lo menos, el 90%, mas preferentemente, por lo menos, el
95%, aun mas preferentemente, por lo menos, el 97% y hasta el 100% de homologia de secuencia). La expresion
“menos del 75%” se refiere a cualquier valor por debajo del 75%, por ejemplo de aproximadamente el 74%, el 72%,
el 70%, el 68%, el 65%, el 62%, el 60% o incluso menos. El porcentaje de homologia entre dos secuencias de
nucleétidos es una funcion del nUmero de posiciones idénticas compartidas por las mismas, teniendo en cuenta el
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numero de huecos que es necesario introducir para una alineacion éptima y la longitud de cada hueco. En la técnica
se dispone de diversos programas informaticos y algoritmos matematicos para determinar los porcentajes de
identidad entre secuencias de nucle6tidos, como por ejemplo el paquete GCG Wisconsin y el programa Basic Local
Alignment Search Tool (BLAST), disponible publicamente a través del National Center for Biotechnology Information
(NCBI) y descrito en diversas publicaciones (por ejemplo, en Altschul et al, 1990, J. Mol. Biol. 215, 403-410).

Como punto de partida, se puede utilizar una alineacién de secuencia entre la primera y la segunda moléculas de
acido nucleico antes de la modificacién a fin de revelar la porcion o porciones de 40 o mas nucledtidos continuos que
comparten un porcentaje de homologia del 80% o mayor del 80%, es decir, la porcién o porciones “homologas”. En
una forma de realizacién particular, el patron de uso de codones de la primera molécula de acido nucleico o la
segunda molécula de acido nucleico, o la primera y la segunda moléculas de acido nucleico, se modifica (por
ejemplo, por degeneracion del patron de uso de codones) por lo menos en dicha porcién o porciones homoélogas de
40 o mas nucleétidos continuos (por ejemplo, aproximadamente 40, 45, 50, 55, 57, 58, 59, 60, 70 o incluso mas), a
fin de reducir el porcentaje de homologia a menos del 75% (por ejemplo, a aproximadamente el 74%, el 72%, el
70%, el 68%, el 65%, el 62%, el 60% o incluso menos).

Aungue los residuos de metionina y triptéfano estan codificados cada uno por un unico triplete de acido nucleico (es
decir, un coddn), se pueden utilizar diferentes codones para codificar los otros 18 aminoacidos (degeneracién del
cédigo genético). Por ejemplo, los aminoacidos estan codificados por codones del siguiente modo: la alanina (Ala o
A) esta codificada por los codones GCA, GCC, GCG y GCU; la cisteina (C o Cys), por los codones UGC y UGU; el
acido aspartico (D o Asp), por los codones GAC y GAU; el acido glutamico (E o Glu), por los codones GAA y GAG;
la fenilalanina (F o Phe), por los codones UUC y UUU; la glicina (G o Gly), por los codones GGA, GGC, GGG y
GGU,; la histidina (H o His), por los codones CAC y CAU; la isoleucina (I o lle), por los codones AUA, AUC y AUU; la
lisina (K o Lys), por los codones AAA y AAG; la leucina (L o Leu), por los codones UUA, UUG, CUA, CUC, CUG y
CUU; la metionina (M o Met) por el codén AUG; la asparagina (N o Asn), por los codones AAC y AAU; la prolina (P o
Pro), por los codones CCA, CCC, CCG y CCU,; la glutamina (Q o GlIn), por los codones CAA y CAG; la arginina (R o
Arg), por los codones AGA, AGG, CGA, CGC, CGG y CGU; la serina (S o Ser), por los codones AGC, AGU, UCA,
UCC, UCG y UCU; la treonina (T o Thr), por los codones ACA, ACC, ACG y ACU; la valina (V o Val), por los
codones GUA, GUC, GUG y GUU; el triptéfano (W o Trp) por el coddn UGG vy la tirosina (Y o Tyr), por los codones
UAC y UAU.

La reduccion del porcentaje de homologia en la porcidon o porciones homoélogas presentes en dichas primera y
segunda moléculas de acido nucleico se puede obtener aprovechando la degeneracién del cédigo genético y
modificando el patrén de uso de codones en la primera molécula de acido nucleico y/o la segunda molécula de acido
nucleico. Habitualmente, la modificacion del patrén de uso de codones se lleva a cabo mediante la sustitucion de
uno o mas codones “nativos” por otro codén o codones. Por ejemplo, la sustitucion del codon AGA, que codifica la
Arg, por el codén CGC, que codifica asimismo la Arg, reduce la homologia en 2 de las 3 posiciones del codén. No es
necesario degenerar todos los codones nativos, ya que la homologia se puede reducir de forma suficiente con una
sustitucion parcial. Por otro lado, la modificacion del patron de uso de codones se puede llevar a cabo a lo largo de
toda la molécula de acido nucleico o se puede limitar a la porcidn o porciones homologas presentes antes de la
modificacién. Deseablemente, en el contexto de la presente invencion, la degeneracion se lleva a cabo en la primera
molécula de acido nucleico y se limita a la porcidon o porciones homdlogas. Preferentemente, el patron de uso de
codones se modifica en el nivel de los nucleédtidos, y las modificaciones son silenciosas en el nivel de los
aminoacidos, es decir que, cuando es posible, cada codén “nativo” se sustituye por otro codén que codifica el mismo
aminoacido, de tal modo que dichas modificaciones no se traducen en el polipéptido codificado. Mas
preferentemente, cuando es posible, el patron de uso de codones se modifica de tal modo que las porciones
homologas entre la primera y la segunda moléculas de acido nucleico se limitan a menos de 9 u 8 nucledtidos
consecutivos, ventajosamente, a menos de 7 nucleétidos consecutivos, preferentemente, a menos de 6 nucleétidos
consecutivos, y mas preferentemente, a menos de 5 nucleétidos consecutivos. La modificacion del patron de uso de
codones se puede generar de diversas maneras conocidas por el experto en la materia, tal como la mutagénesis
dirigida al sitio (por ejemplo, mediante el sistema de mutagénesis in vitro SculptorTM, de Amersham, Les Ullis,
Francia), la mutagénesis por PCR o el barajado de ADN, y por técnicas de sintesis quimica (por ejemplo,
obteniéndose una molécula de acido nucleico sintética).

Cuando el vector segun la presente invencion comprende mas de dos moléculas de acido nucleico, cualquier
molécula de acido nucleico comprendida en dicho vector y obtenida a partir de una secuencia de acido nucleico
nativa que presenta un porcentaje de homologia de aproximadamente el 80% o mayor del 80% a lo largo de una
porcion de 40 o mas nucle6tidos continuos, por lo menos, con respecto a otra secuencia de acido nucleico nativa de
la que se obtiene otra molécula de acido nucleico, se puede modificar a fin de reducir el porcentaje de homologia a
menos del 75%, es decir, de tal modo que ningln par de moléculas de acido nucleico comprendido en el vector
pueda comprender una porciéon de 40 o mas nucle6tidos consecutivos con un porcentaje de identidad mayor del
75%.

Se puede utilizar una alineacién de secuencias entre cada (par de) secuencias nativas de las que se obtienen las
moléculas de &cido nucleico con el fin de identificar la porcién o porciones que presentan un porcentaje de
homologia del 80% o mayor del 80%. A continuacion se modifica la secuencia de una o mas de las secuencias
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nativas, concretamente degenerando el uso de codones a fin de reducir el porcentaje de homologia en las porciones
homélogas, como minimo, a menos del 75%. Al final, ninguna molécula de acido nucleico comprendida en el vector
deberia comprender una porcién de 40 o mas (por ejemplo, de 45, 50, 55, 57, 58, 59, 60, 70, o incluso mas)
nucleétidos consecutivos con un porcentaje de identidad mayor del 75% con respecto a ninguna otra molécula de
acido nucleico comprendida en dicho vector.

Tal como se ha mencionado anteriormente, el polipéptido codificado por las moléculas de acido nucleico
comprendidas en el vector puede tener la misma secuencia de aminoacidos que el polipéptido nativo o no. En
particular, ademas de las mutaciones para degenerar el uso de codones con el fin de reducir la homologia, por lo
menos, en las porciones homoélogas de las moléculas de acido nucleico comprendidas en el vector, dichas
moléculas de acido nucleico comprendidas en el vector también pueden comprender mutaciones adicionales que
dan lugar a una modificacion de la secuencia de aminoacidos del polipéptido codificado o no.

El vector segln la presente invencion comprende vectores tanto viricos como no viricos (por ejemplo, ADN
plasmidico). Entre los vectores no viricos adecuados se incluyen plasmidos tales como pREP4, pCEP4 (Invitrogene),
pCl (Promega), pCDM8 (Seed, 1987, Nature 329, 840), pVAX y pgWiz (Gene Therapy System Inc; Himoudi et al,
2002, J. Virol. 76, 12735-12746). En la presente memoria, la expresién “vector virico” se utiliza de acuerdo con su
significado conocido en la técnica. Se refiere a cualquier vector que comprende por lo menos un elemento de origen
virico, incluido un genoma virico completo, una porcién del mismo o un genoma virico modificado, tal como se
describe a continuacién, asi como particulas viricas generadas a partir de los mismos (por ejemplo, un vector virico
empaquetado en una capside virica para producir particulas viricas infecciosas). Los vectores viricos segun la
presente invencion pueden ser competentes para la replicacién o se pueden deshabilitar genéticamente para que
presenten una replicacion deficiente o deteriorada. El término “competente para la replicacion”, tal como se utiliza en
la presente memoria, comprende vectores viricos de replicacion selectiva y de replicacién condicional que han sido
disefiados para replicarse mejor o selectivamente en células hospedadoras especificas (por ejemplo, células
tumorales). Los vectores viricos se pueden obtener a partir de diversos virus diferentes, y especialmente de un virus
seleccionado de entre el grupo formado por retrovirus, adenovirus, virus adenoasociados (AAV), poxvirus, virus del
herpes, virus del sarampién y espumavirus.

En una forma de realizacion, el vector segin la presente invencién es un vector adenovirico (para una vision
general, véase “Adenoviral vectors for gene therapy”, 2002, Ed D. Curiel y J. Douglas, Academic Press). Se puede
derivar de cualquier adenovirus humano o animal. En el contexto de la presente invencion, se pueden utilizar
cualquier serotipo y cualquier subgrupo. Se pueden citar, mas particularmente, el subgrupo A (por ejemplo, los
serotipos 12, 18 y 31), el subgrupo B (por ejemplo, los serotipos 3, 7, 11, 14, 16, 21, 34 y 35), el subgrupo C (por
ejemplo, los serotipos 1, 2, 5y 6), el subgrupo D (por ejemplo, los serotipos 8, 9, 10, 13, 15, 17, 19, 20, 22-30, 32,
33, 36-39 y 42-47), el subgrupo E (serotipo 4) y el subgrupo F (serotipos 40 y 41). Son particularmente preferentes
los adenovirus humanos 2 (Ad2), 5 (Ad5), 6 (Ad6), 11 (Ad1l), 24 (Ad24) y 35 (Ad35). Dichos adenovirus estan
disponibles a través de la American Type Culture Collection (ATCC, Rockville, Md.) y han sido objeto de numerosas
publicaciones que describen su secuencia, organizacién y métodos para producirlos, permitiendo que el especialista
los aplique (véase, por ejemplo, las patentes US n° 6.133.028; US n° 6.110.735, los documentos WO 02/40665, WO
00/50573; EP 1 016 711, Vogels et al, 2003, J. Virol. 77, 8263-8271).

El vector adenovirico segun la presente invencion puede ser competente para la replicacion. Numerosos ejemplos
de vectores adenoviricos competentes para la replicacion estan facilmente disponibles para los expertos en la
materia (véase, por ejemplo, Hernandez-Alcoceba et al, 2000, Human Gene Ther. 11, 2009-2024; Nemunaitis et al,
2001, Gene Ther. 8, 746-759; Alemany et al, 2000, Nature Biotechnology 18, 723-727; documento WO 00/24408;
patente US n° 5.998.205, documento WO 99/25860, patente US n° 5.698.443, documentos WO 00/46355, WO
00/15820 y WO 01/36650).

Alternativamente, el vector adenovirico segun la presente invencion puede ser de replicacion deficiente (véase, por
ejemplo, el documento WO 94/28152). Los vectores adenoviricos de replicacion deficiente preferentes son
defectuosos en E1 (por ejemplo, patentes US n° 6.136.594 y US n° 6.013.638), con una delecién en E1 que se
extiende aproximadamente desde la posicién 459 a la posicion 3.328, o aproximadamente desde la posicion 459 a la
posicion 3.510 (haciendo referencia a la secuencia del adenovirus humano de tipo 5 que se describe en GenBank
bajo el nimero de acceso M 73260, y en Chroboczek et al, 1992, Virol. 186, 280-285). La capacidad de clonacion y
la seguridad se pueden mejorar adicionalmente mediante la delecién de una porcion o porciones adicionales del
genoma adenovirico (por ejemplo, en la regién no esencial E3 o en otras regiones esenciales E2, E4, tal como se
describe en Lusky et al, 1998, J. Virol 72, 2022-2032).

La primera y la segunda moléculas de acido nucleico se pueden insertar de forma independiente en cualquier lugar
del vector adenovirico segun la presente invencion, tal como se describe en Chartier et al (1996, J. Virol. 70, 4805-
4810) y posicionarse de forma independiente en orientacion sentido y/o antisentido respecto a la direccion
transcripcional natural de la regién de insercion. Por ejemplo, se pueden insertar las dos en sustitucion de la region
E1 o, alternativamente, una se inserta en sustitucion de la regiéon E1 y la otra en sustitucion de la regién E3.

En otra forma de realizacion, el vector segun la presente invencién es un vector poxvirico (véase, por ejemplo, Cox
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et al in “Viruses in Human Gene Therapy” Ed J. M. Hos, Carolina Academic Press). Se puede obtener de cualquier
miembro de la familia de los poxvirus, en particular el virus de la viruela del canario (por ejemplo, el vector ALVAC tal
como se describe en el documento WO 95/27780), la viruela aviar (por ejemplo, el vector TROVAC tal como se
describe en Paoletti et al, 1995, Dev. Biol. Stand. 84, 159-163) o el virus de la vaccinia, siendo preferente este
ultimo. Se puede seleccionar un virus de la vaccinia adecuado entre el grupo formado por la cepa Copenhague
(Goebel et al, 1990, Virol. 179, 247-266 y 517-563; Johnson et al, 1993, Virol. 196, 381-401), la cepa Wyeth, la cepa
NYVAC (véase WO 92/15672 and Tartaglia et al, 1992, Virology 188, 217-232) y la cepa Ankara modificada (MVA)
altamente atenuada (Mayr et al, 1975, Infection 3, 6-16). Dichos vectores y métodos de produccién de los mismos se
describen en numerosos documentos accesibles para el experto en la materia (por ejemplo, Paul et al, 2002, Cancer
gene Ther. 9, 470-477; Piccini et al, 1987, Methods of Enzymology 153, 545-563; patentes US n° 4.769.330; US n°
4.772.848; US n° 4.603.112; US n° 5.100.587 y US n°® 5.179.993). La primera y la segunda moléculas de &cido
nucleico que se utilizan en la presente invencion se insertan preferentemente en un locus no esencial del genoma
del poxvirus con el fin de que el poxvirus recombinante se mantenga viable e infeccioso. Las regiones no esenciales
son regiones intergénicas no codificantes o cualquier gen para el que la inactivacion o la delecion no perjudique
significativamente el crecimiento, la replicacion o la infeccion del virus. También se puede contemplar la insercién en
un locus virico esencial, siempre y cuando la funcion defectuosa se suministre en trans durante la produccién de las
particulas viricas, por ejemplo utilizando una linea celular auxiliar que transporta las secuencias complementarias
correspondientes a las suprimidas en el genoma poxvirico.

Cuando se utiliza el virus de la vaccinia de la cepa Copenhague, las por lo menos primera y segunda moléculas de
acido nucleico se insertan preferentemente en el gen de la timidina cinasa (tk) (Hruby et al, 1983, Proc. Natl. Acad.
Sci USA 80, 3411-3415; Weir et al, 1983, J. Virol. 46, 530-537). Sin embargo, también resultan apropiados otros
sitios de insercion, por ejemplo, en el gen de la hemaglutinina (Guo et al, 1989, J. Virol. 63, 4189-4198), en el locus
K1L, en el gen u (Zhou et al, 1990, J. Gen. Virol. 71, 2185-2190) o en el extremo izquierdo del genoma del virus de
la vaccinia, en el que, segun la bibliografia, se han documentado diversas deleciones espontaneas o disefiadas.
(Altenburger et al, 1989, Archives Virol. 105, 15-27; Moss et al 1981, J. Virol. 40, 387-395; Panicali et al, 1981, J.
Virol. 37, 1000-1010; Perkus et al, 1989, J. Virol. 63, 3829-3836; Perkus et al, 1990, Virol. 179, 276-286; Perkus et
al, 1991, Virol. 180, 406-410).

Cuando se utiliza el MVA, las por lo menos primera y segunda moléculas de acido nucleico se pueden insertar de
forma independiente en cualquiera de las deleciones identificadas | a VII que se han producido en el genoma del
MVA (Antoine et al, 1998, Virology 244, 365-396), asi como en el locus D4R, pero resulta preferente la inserciéon en
la delecion 1l y/o 1l (Meyer et al, 1991, J. Gen. Virol. 72, 1031-1038; Sutter et al, 1994, Vaccine 12, 1032-1040).

Cuando se utiliza el virus de la viruela aviar, aunque se puede contemplar la insercion dentro del gen de la timidina
cinasa, las por lo menos primera y segunda moléculas de acido nucleico se introducen preferentemente en la regién
intergénica situada entre los ORF 7 y 9 (véase, por ejemplo, el documento EP 314 569 y la patente US n°
5.180.675).

En otra forma de realizacion de la presente invencién, las por lo menos primera y segunda moléculas de acido
nucleico codifican independientemente un polipéptido capaz de proporcionar una actividad terapéutica o protectora
en un individuo que padece o es susceptible de padecer un estado patolégico. Tal como se utiliza en la presente
memoria, el término “individuo” se refiere a un vertebrado, particularmente un miembro de las especies de
mamiferos y especialmente animales domésticos, animales de granja, animales para la practica del deporte y
primates, incluidos los seres humanos. Un polipéptido de este tipo se selecciona preferentemente de entre el grupo
formado por polipéptidos inmunégenos y polipéptidos antitumorales.

El término polipéptido “inmunégeno” se refiere a un polipéptido capaz de inducir, estimular, desarrollar o potenciar
una respuesta inmunitaria en un individuo en el que se expresa. Dicha respuesta inmunitaria puede ser humoral o
celular, o a la vez humoral y celular. La respuesta humoral desencadena la produccién de anticuerpos contra el
polipéptido en cuestion, mientras que la respuesta celular desencadena una respuesta de los linfocitos T auxiliares
y/o los CTL, y/o estimula la produccion de citocinas. Normalmente, la propiedad inmundgena de un polipéptido se
puede evaluar in vitro o in vivo mediante diversos ensayos estandares en la técnica (para una descripcion general de
las técnicas disponibles para evaluar la aparicion y la activacion de una respuesta inmunitaria, véase, por ejemplo, la
Gltima edicion de Coligan et al, Current Protocols in Immunology; ed J. Wiley & Sons Inc, National Institute of Health).
Por ejemplo, la deteccion puede ser colorimétrica, fluorométrica o radiactiva, y entre las técnicas adecuadas se
incluyen la ELISA, la transferencia Western, radioinmunoensayos y ensayos de inmunoprecipitacion. La medicién de
la inmunidad celular se puede llevar a cabo mediante la medicidn de los perfiles de citocinas secretadas por las
células efectoras activadas, incluidas las derivadas de los linfocitos T CD4+ y CD8+ (por ejemplo, cuantificacién de
células productoras de IFNg por ELISPOT), mediante la determinacion del estado de activacién de las células
inmunitarias efectoras (por ejemplo, ensayos de proliferacion de linfocitos T por una absorcion de ®H-timidina
clasica), mediante el ensayo de linfocitos T especificos de antigeno en un individuo sensibilizado (por ejemplo, lisis
especifica de péptido en un ensayo de citotoxicidad). La propiedad inmundgena de un polipéptido también se puede
evaluar en modelos animales adecuados por ELISPOT, técnicas analiticas basadas en tetrameros u otras técnicas
estandar para el andlisis de la inmunidad mediada por linfocitos T. Se pueden obtener polipéptidos inmunégenos
adecuados a partir del virus de la hepatitis B (VHB) (por ejemplo, polipéptidos S, preS2 o preS1, tal como se
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describe en los documentos EP 414 374; EP 304 578 o EP 198 474); virus de la hepatitis C (VHC) (por ejemplo,
nucleo (C), la glucoproteina de envoltura E1, E2, el polipéptido no estructural NS2, NS3, NS4 o NS5, o cualquier
combinacion de los mismos); virus de la inmunodeficiencia humana (VIH) (por ejemplo, gp120 o gp160), y virus del
papiloma (tal como se ilustra a continuacion).

La expresion polipéptido “antitumoral” se refiere a un polipéptido capaz de proporcionar la eliminacion o una
reduccion neta de la expansion de las células tumorales. La propiedad antitumoral de un polipéptido se puede
determinar en modelos animales adecuados o en el individuo tratado por una disminucién del tamafio real del tumor
a lo largo de un periodo de tiempo. Se pueden utilizar diversos métodos para estimar el tamafio del tumor, incluidos
métodos radiologicos (por ejemplo, tomografia computarizada por emision de fotones individuales y positrones;
véase de forma general “Nuclear Medicine in Clinical Oncology”, Winkler, C. (ed.) Springer-Verlag, Nueva York,
1986), métodos que emplean reactivos convencionales de técnicas de imagen (por ejemplo, el citrato de galio-67),
métodos inmunolégicos (por ejemplo, anticuerpos monoclonales radiomarcados dirigidos a marcadores tumorales
especificos), asi como métodos por ultrasonidos (véase “Ultrasonic Differential Diagnosis of Tumors”, Kossoff y
Fukuda, (eds.); Igaku-Shoin, Nueva York, 1984). Alternativamente, la propiedad antitumoral de un polipéptido se
puede determinar sobre la base de una disminucion de la presencia de un marcador tumoral. Entre los ejemplos se
incluyen el PSA para la deteccion del cancer de préstata y el CEA para la deteccién del cancer colorrectal y
determinados canceres de mama. Ademas, la propiedad antitumoral de un polipéptido se puede determinar en un
modelo animal adecuado, por ejemplo, utilizando ratones inyectados con una linea celular cancerosa humana
representativa. Tras haber aparecido tumores palpables, el vector segun la presente invencion se inyecta en los
ratones y se controla la reduccién de la tasa de crecimiento tumoral y el aumento de la supervivencia. Ademas, se
pueden utilizar diversos métodos in vitro para predecir la inhibicién tumoral in vivo. Entre los polipéptidos
antitumorales adecuados se incluyen antigenos asociados a tumores (TAA), tales como MUC-1 (documento WO
92/07000; Acres et al, 2005, Exp. Rev. Vaccines 4(4)), BRCA-1, BRCA-2 (Palma et al, 2006, Critical Reviews in
Oncology/haematology 27, 1-23), el antigeno carcinoembrionario CEA (Conroy et al, 1995, Gene Ther; 2, 59-65),
MAGE (WO 99/4018 De Plaen et al, 1994, Immunogenetics 40, 360-369), MART-1, gp 100 (Bakker et al, 1994, J.
Exp. Med. 179, 1005-9), PRAME, BAGE, Lage (también conocido como NY Eos 1) SAGE, HAGE (documento WO
99/53061), GAGE (Robbins y Kawakami, 1996. Current Opinions in Immunol. 8, 628-36) y el antigeno especifico de
la prostata (PSA) (Ferguson et al, 1999, Proc. Natl. Acad. Sci. USA. 96, 3114-9; documentos WO 98/12302, WO
98/20117 y WO 00/04149) asi como polipéptidos viricos procedentes de virus con potencial inductor de tumores (por
ejemplo, el virus del papiloma).

En otra forma de realizacion de la presente invencién, las por lo menos primera y segunda moléculas de acido
nucleico se obtienen del mismo organismo o de organismos estrechamente relacionados.

Tal como se utliza en la presente memoria, el término “organismo” incluye microorganismos que tienen
preferentemente potencial patégeno, asi como eucariotas superiores. El término “microorganismo” se refiere a
hongos, bacterias, protozoos y virus. Entre los ejemplos representativos de virus se incluyen, sin limitacion, el VIH
(VIH-1 o VIH-2), los virus del herpes humano (por ejemplo, VHS-1 o VHS-2), el citomegalovirus (CMV), el virus de
Epstein Barr (VEB), el virus de la hepatitis (por ejemplo, virus de la hepatitis A (VHA), VHB, VHC vy virus de la
hepatitis E), flavivirus (por ejemplo, el virus de la fiebre amarilla), el virus varicela zéster (VVZ), el paramixovirus, el
virus sincitial respiratorio, los virus paragripales, el virus del sarampién, los virus de la gripe y los virus del papiloma
(tal como se han definido anteriormente). Entre los ejemplos representativos de bacterias adecuadas se incluyen, sin
limitacion, Neisseria (por ejemplo, N. gonorrhea y N. meningitidis); Bordetella (por ejemplo, B. pertussis, B.
parapertussis y B. bronchiseptica), micobacterias (por ejemplo, M. tuberculosis, M. bovis, M. leprae, M. avium, M.
paratuberculosis, M. smegmatis); legionela (por ejemplo, L. pneumophila); Escherichia (por ejemplo, E. coli
enterotoxica, E. coli enterohemorragica, E. coli enteropatégena); Shigella (por ejemplo, S. sonnei, S. dysenteriae, S.
flexnerii); salmonela (por ejemplo, S. typhi, S. paratyphi, S. choleraesuis, S. enteritidis); listeria (por ejemplo, L.
monocytogenes); Helicobacter (por ejemplo, H. pylori); pseudomonas (por ejemplo, P. aeruginosa); estafilococos
(por ejemplo, S. aureus, S. epidermidis); enterococos (por ejemplo, E. faecalis, E. faecium); bacilos (por ejemplo, B.
anthracis); Corynebacterium (por ejemplo, C. diphtheriae) y clamidias (por ejemplo, C. trachomatis, C. pneumoniae,
C. psittaci). Entre los ejemplos representativos de parasitos se incluyen, sin limitacion, Plasmodium (por ejemplo, P.
falciparum); Toxoplasma (por ejemplo, T. gondii); Leshmania (por ejemplo, L. major); Pneumocystis (por ejemplo, P.
carinii); y Schisostoma (por ejemplo, S. mansoni). Entre los ejemplos representativos de hongos se incluyen, sin
limitacion, Candida (por ejemplo, C. albicans) y Aspergillus. Los eucariotas superiores son preferentemente
mamiferos, incluidos los seres humanos.

La expresion “mismo organismo” define los organismos originados a partir de un antepasado comun y que han
seguido la misma ruta evolutiva. Entre los ejemplos representativos se incluyen diversas cepas de virus con el
mismo serotipo o genotipo. Por ejemplo, dos cepas del VPH-16 se clasifican dentro de esta categoria. La expresion
“organismos estrechamente relacionados” define organismos originados a partir de un antepasado comun pero que
se han diferenciado durante la evolucion. Entre los ejemplos representativos se incluyen virus con diferentes
serotipos o genotipos. Por ejemplo, el VPH-16 y el VPH-18 se clasifican dentro de esta categoria.

En una forma de realizacion preferente, el organismo para el que se obtienen las por lo menos primera y segunda
moléculas de acido nucleico es un virus del papiloma y cada una de ellas codifica un polipéptido del virus del
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papiloma. Un “virus del papiloma” se puede definir como un virus que pertenece a la subfamilia Papillomaviridae, y el
término incluye virus del papiloma animal de origen en especies no humanas, incluidas, aunque sin limitarse a las
mismas, ganado, caballos, conejos, ovejas, perros, primates no humanos y roedores, y el virus del papiloma humano
(VPH). Hasta el momento se han identificado mas de 100 genotipos de VPH (Van Ranst et al, 1992, J. Gen. Virol.
73, 2653; De Villiers et al, 2004, Virology 324, 17-27) que se han clasificado en serotipos de “bajo riesgo” (LR) y de
“alto riesgo” (HR) en funcién de su potencial oncogénico. Los VPH LR causan tumores benignos en los individuos
infectados, mientras que los HR suponen un riesgo elevado de progresion maligna.

Como orientacion general, los virus del papiloma poseen un ADN circular bicatenario, de aproximadamente 7.900
pares de bases, rodeado por una capside proteinica (véase, por ejemplo, Pfister, 1987, en The papovaviridae: The
Papillomaviruses, Salzman y Howley, eds., Plenum Press, Nueva York, p 1-38). Su genoma esta formado por tres
regiones funcionales, la region temprana (E), la region tardia (L) y la region larga de control (LCR). La LCR contiene
secuencias reguladoras de la transcripcion, como potenciadores y promotores. La region tardia codifica las proteinas
estructurales L1 y L2, respectivamente, las proteinas de la capside principales y secundarias, mientras que la regién
temprana codifica proteinas reguladoras (E1-E7) que se encuentran predominantemente en el nicleo y que
controlan la replicacion virica, la transcripcion y la transformacion celular. Mas especificamente, la proteina E1 es
una fosfoproteina de union a ADN con actividad helicasa dependiente de ATP (Desaintes y Demeret, 1996, Semin.
Cancer Biol. 7, 339-347; Wilson et al, 2002, Virus Gene 24, 275-290). La proteina E2 es una fosfoproteina de unién
a ADN multifuncional que regula la transcripciéon génica virica y controla la replicacion del ADN (Bechtold et al, 2003,
J. Virol. 77, 2021-8). La proteina codificada por E4 se une a los filamentos de queratina del citoplasma y desempefia
un papel en la maduracion virica. La funcion de la proteina E5 sigue siendo motivo de controversia, y su expresion
se pierde a menudo durante la integracién virica en los cromosomas del hospedador. Los productos génicos
codificados por E6 y E7 de los genotipos HR del VPH participan en la transformacion oncogénica de las células
infectadas (Kanda et al, 1988, J. Virol. 62, 610-3; Vousden et al, 1988, Oncogene Res. 3, 1-9; Bedell et al, 1987, J.
Virol. 61, 3635-40), presumiblemente a través de la union de estas proteinas viricas a los productos génicos p53
supresores de tumores y al retinoblastoma (Rb), respectivamente (descrito en Howley, 1996, Papillomaviruses and
their replication, p 2045-2076. En B.N. Fields, D.M. Knipe y P.M. Howley (ed.), Virology, 32 ed., Lippincott-Raven
Press, Nueva York). Los residuos de aminoacidos implicados en la union del polipéptido nativo E6 del VPH-16 a p53
se han definido claramente como los comprendidos entre el residuo 118 y el residuo 122 (siendo +1 el primer
residuo de Met, o del residuo 111 al residuo 115 si se empieza por el segundo residuo de Met. utilizado
preferentemente) (Crook et al, 1991, Cell 67, 547-556) y los implicados en la unién del polipéptido nativo E7 del
VPH-16 al Rb se sitlan entre el residuo 21 y el residuo 26 (Munger et al, 1989, EMBO J. 8, 4099-4105; Heck et al,
1992, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 89, 4442-4446).

Preferentemente, las por lo menos primera y segunda moléculas de &cido nucleico se obtienen de forma
independiente a partir de un virus del papiloma de alto riesgo seleccionado entre el grupo formado por VPH-16,
VPH-18, VPH-30, VPH-31, VPH-33, VPH-35, VPH-39, VPH-45, VPH-51, VPH-52, VPH-56, VPH-58, VPH-59, VPH-
66, VPH-68, VPH-70 y VPH-85.

Tal como se utiliza en la presente memoria, la expresion “polipéptido del virus del papiloma” se refiere a un
polipéptido reconocido en la técnica codificado por una molécula de acido nucleico obtenida a partir de un
genoma/fuente del virus del papiloma. Tal como se ha definido anteriormente en relacién con el término
“polipéptido”, la expresion “polipéptido del virus del papiloma” incluye polipéptidos del virus del papiloma nativos y
modificados y péptidos de los mismos. Entre las fuentes de virus del papiloma se incluyen, sin limitacion, muestras
biologicas (por ejemplo, secciones de tejido, muestras de biopsia y cultivos de tejidos extraidos de un individuo
expuesto a un virus del papiloma), células cultivadas (por ejemplo, células CaSki, disponibles a través de la ATCC),
asi como materiales recombinantes disponibles en instituciones de depdsito, en catalogos comerciales o descritos
en la bibliografia. Las secuencias de nucledtidos de diversos genomas del virus del papiloma y las secuencias de
aminoéacidos de los polipéptidos codificados se han descrito en la bibliografia y estan disponibles en los bancos de
datos especializados, por ejemplo, GenBank. Para informacion general, el genoma de VPH-16 esta descrito en
GenBank con los nimeros de entrada NC_01526 y K02718; el de VPH-18, con los nimeros NC_001357 y X05015;
el de VPH-31, con el numero J04353; el de VPH-33, con el nimero M12732; el de VPH-35, con el nimero
NC_001529; el de VPH-39, con el nimero NC_001535; el de VPH-45, con el nUmero X74479; el de VPH-51, con el
namero NC_001533; el de VPH-52, con el nimero NC_001592; el de VPH-56, con el niUmero X74483; el de VPH-58,
con el ndmero D90400; el de VPH-59, con el nimero NC_001635; el de VPH-68, con los nimeros X67160 y
M73258; el de VPH-70, con el nimero U21941; y el de VPH-85, con el nimero AF131950.

El polipéptido o polipéptidos del virus del papiloma codificados por la primera y/o la segunda moléculas de acido
nucleico puede ser temprano, tardio o cualquier combinacion de los mismos. Entre los polipéptidos tempranos del
virus del papiloma se incluyen E1, E2, E4, E5, E6 y E7, mientras que los polipéptidos tardios pueden ser L1 o L2.
Las secuencias de nucledtidos y de aminoacidos de los polipéptidos tempranos y tardios de un gran ndmero de
serotipos de virus del papiloma se describen en la bibliografia disponible para el experto en la materia.

De forma deseable, las por lo menos primera y segunda moléculas de acido nucleico codifican independientemente
un polipéptido temprano seleccionado entre el grupo formado por E1, E2, E6 y E7. A titulo ilustrativo, las secuencias
de aminoacidos de los polipéptidos E1, E2, E6 y E7 nativos de VPH-16 se indican, respectivamente, en las SEC ID
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n° 1-4. Sin embargo, la presente invencion no se limita a estas secuencias ilustrativas. De hecho, las secuencias de
nucleétidos y de aminoacidos pueden variar entre diferentes cepas del virus del papiloma, y esta variacién genética
natural se incluye dentro del alcance de la presente invencién, asi como la modificacion o modificaciones no
naturales, como las descritas a continuaciéon. A continuacién se indican ejemplos ilustrativos de polipéptidos
modificados del virus del papiloma adecuados (por ejemplo, en las SEC ID n°: 5-8 y 64-65). Sin embargo, el experto
en la materia podra adaptar las modificaciones descritas en la presente memoria (por ejemplo, para polipéptidos
procedentes de otros genotipos del virus del papiloma por comparacién de secuencias).

Entre los polipéptidos E1 del virus del papiloma adecuados para su utilizaciéon en la presente invencién se incluyen
mutantes defectuosos en cuanto a la estimulacion de la replicacion virica, es decir, cuya capacidad para estimular la
replicaciéon virica es significativamente menor desde el punto de vista estadistico que la del correspondiente
polipéptido E1 nativo (por ejemplo, de menos del 75%, ventajosamente menos del 50%, preferentemente menos del
10% y mas preferentemente menos del 5%). Como orientacidon general, el dominio responsable de la estimulacion
de la replicacion virica se encuentra en la parte central de E1 (por ejemplo, Hugues y Romanos, 1993, Nucleic Acids
Res. 21, 5817-23). En la bibliografia disponible para el experto en la materia se describen ejemplos representativos
de polipéptidos E1 de replicacion deficiente, por ejemplo, en Yasugi et al (1997, J. Virol 71, 5942-51). Una
modificacién preferente en el contexto de la presente invencion incluye la sustitucion del residuo de Gly de la
posicion 482 del polipéptido E1 de VPH-16 por otro residuo (preferentemente, un residuo de Asp) (por ejemplo,
véase la SEC ID n° 5) o la sustitucidn del residuo de Gly de la posicién 489 del polipéptido E1 de VPH-18 por otro
residuo (preferentemente, un residuo de Asp) (por ejemplo, véase la SEC ID n°: 6).

Entre los polipéptidos E2 adecuados para su utilizacion en la presente invencion se incluyen mutantes deficientes en
cuanto a la activacion transcripcional y/o las actividades de replicacion en comparacion con el polipéptido E2 nativo
(por ejemplo, menor en un 75%, ventajosamente menor en un 50%, preferentemente menor en un 10% y mas
preferentemente menor en un 5%). Como orientacién general, el dominio responsable de la activacion
transcripcional y la estimulacién de la replicacion se encuentra en la porcion N-terminal de E2 (Seedorf et al, 1985,
Virology, 145,181-185; Kennedy et al, 1991, J. Virol. 65, 2093-2097; Cole et al, 1987, J. Mol. Biol. 193, 599-608;
McBride et al, 1989, Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 86, 510-514) y la reduccién o falta de replicacién y actividades
transcripcionales de E2 se pueden determinar facilmente mediante métodos estandar (véase, por ejemplo, Sakai et
al, 1996, J. Virol. 70, 1602-1611). En la bibliografia disponible para el experto en la materia se describen mutantes
de E2 defectuosos adecuados para su utilizacién en la presente invencién, por ejemplo, en Demeret et al (1995,
Nucleic Acids Res. 23, 4777-4784), Sakai et al (1996, J. Virol. 70, 1602-1611), Brokaw et al (1996, J. Virology 70, 23-
29) y Ferguson et al (1996, J. Virology 70, 4193-4199). Entre las modificaciones preferentes en el contexto de la
presente invencion se incluyen la sustitucion del residuo de Glu de la posicion 39 del E2 de VPH-16,
preferentemente por un residuo de Ala (E39A) y/o la sustitucién del residuo de lle de la posicion 73, preferentemente
por un residuo de Ala (173A) (por ejemplo, véase la SEC ID n°: 7). A titulo ilustrativo, los residuos de Glu e lle de las
posiciones 39 y 73 del E2 de VPH-16 corresponden, respectivamente, a los residuos de Glu e lle de las posiciones
43y 77 de E2 de VPH-18 (por ejemplo, véase la SEC ID n°: 8).

Los polipéptidos E6 adecuados para su utilizacion en la presente invencién incluyen mutantes no oncogénicos
defectuosos en cuanto a la union al producto génico celular supresor de tumores p53. Se describen ejemplos
representativos de polipéptidos E6 no oncogénicos, por ejemplo, en Pim et al (1994, Oncogene 9, 1869-1876), y
Crook et al (1991, Cell 67, 547-556). En este contexto, entre las modificaciones preferentes se incluyen la delecién
en el E6 de VPH-16 de los residuos 118 a 122 (CPEEK) (por ejemplo, véase la SEC ID n°: 64) o la delecion en el E6
de VPH-18 de los residuos 113 a 117 (NPAEK).

Entre los polipéptidos E7 adecuados para su utilizacion en la presente invenciéon se incluyen mutantes no
oncogénicos defectuosos en cuanto a la unién al producto génico celular supresor de tumores Rb. Se describen
ejemplos representativos de polipéptidos E7 no oncogénicos, por ejemplo, en Munger et al (1989, EMBO J. 8, 4099-
4105), Heck et al (1992, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 89, 4442-4446) y Phelps et al (1992, J. Virol. 66, 2148-2427). En
este contexto, entre las modificaciones preferentes se incluyen la delecién en el E7 de VPH-16 de los residuos 21 a
26 (DLYCYE) (por ejemplo, véase la SEC ID n°: 65) o la delecién en el E7 de VPH-18 de los residuos 24 a 28
(DLLCH).

Por otra parte, los polipéptidos (por ejemplo, polipéptidos del virus del papiloma) codificados por las por lo menos
primera y/o segunda moléculas de acido nucleico pueden comprender, ademas, modificaciones adicionales
beneficiosas para el procesamiento, la estabilidad y/o la solubilidad de los polipéptidos codificados, por ejemplo, la
supresion de uno 0 mas sitios de escision potenciales, la supresion de uno 0 mas sitios de glucosilacién potenciales
y/o la presentacion en la superficie de las células expresoras. Por ejemplo, el polipéptido o polipéptidos codificados
pueden incluir sefiales adecuadas para anclarse dentro de la membrana plasmatica de las células expresoras. De
hecho, se ha puesto de manifiesto con antelacién que la presentacién membranaria permite mejorar la presentacion
a través del MHC de clase | y/o MHC de clase II, lo que conlleva una mejora del reconocimiento por parte del
sistema inmunitario del hospedador (véase, por ejemplo, el documento WO 99/0388). Dado que los polipéptidos
nativos tempranos del virus del papiloma (E1, E2, E6 y E7) son proteinas nucleares (aunque no se ha podido
identificar con claridad ninguna sefial tipica de localizacion nuclear), podria resultar beneficioso actuar sobre ellos en
la membrana plasmatica con el fin de mejorar su potencial inmunégeno y, de este modo, su eficacia terapéutica en
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el individuo hospedador.

La presentacién membranaria eficaz de un polipéptido en la superficie de la célula hospedadora expresora se puede
alcanzar mediante la fusién del polipéptido a un péptido sefial y un péptido de anclaje a la membrana. Dichos
péptidos son conocidos en la técnica. En resumen, habitualmente los péptidos sefial estan presentes en el extremo
N-terminal de polipéptidos de presentacion membranaria o secretados, e inician su paso hacia el reticulo
endoplasmatico (ER). Comprenden de 15 a 35 aminoacidos esencialmente hidr6fobos que a continuaciéon son
eliminados por una endopeptidasa especifica situada en el ER para dar el polipéptido maduro. Normalmente, los
péptidos de anclaje a la membrana tienen una naturaleza muy hidréfoba y sirven para anclar los polipéptidos en la
membrana celular (véase, por ejemplo, Branden y Tooze, 1991, en Introduction to Protein Structure, pag. 202-214,
NY Garland). La eleccién de los péptidos sefial y de anclaje a la membrana que se pueden utilizar en el contexto de
la presente invencién es amplia. Se pueden obtener de forma independiente a partir de cualquier polipéptido
secretado o anclado a la membrana (por ejemplo, polipéptidos celulares o viricos), tal como la glucoproteina de la
rabia, la glucoproteina de envoltura del virus VIH o la proteina F del virus del sarampién, o pueden ser sintéticos. El
sitio de insercién preferente del péptido sefial es el extremo N posterior al codén de iniciacion de la traduccion, y el
del péptido de anclaje a la membrana es el extremo C, por ejemplo inmediatamente anterior al codon de parada. Si
es necesario, se puede utilizar un péptido conector para conectar el péptido sefial y/o el péptido de anclaje a la
membrana con el polipéptido codificado.

Se indican ejemplos representativos de polipéptidos E1 anclados a la membrana y defectuosos adecuados para su
utilizacion en la presente invencion en la SEC ID n° 5 (que define el polipéptido SS-E1*-TMR de VPH-16 que se
ilustra en el apartado de ejemplos) y en la SEC ID n°: 6 (que define el polipéptido SS-E1*-TMF de VPH-18 que se
ilustra en el apartado de ejemplos). Se indican ejemplos representativos de polipéptidos E2 anclados a la membrana
y defectuosos adecuados para su utilizacién en la presente invencion en la SEC ID n°: 7 (que define el polipéptido
SS-E2*-TMR de VPH-16 que se ilustra en el apartado de ejemplos) y en la SEC ID n°: 8 (que define el polipéptido
SS-E2*TMR de VPH-18 que se ilustra en el apartado de ejemplos). Se indican ejemplos representativos de
polipéptidos E6 y E7 anclados a la membrana y no oncogénicos adecuados para su utilizacién en la presente
invencion, respectivamente, en la SEC ID n°: 64 (que define el polipéptido SS-E6*-TMF de VPH-16 que se ilustra en
el apartado de ejemplos) y en la SEC ID n°: 65 (que define el polipéptido SS-E7*-TMR de VPH-16 que se ilustra en
el apartado de ejemplos).

En una forma de realizacion particularmente preferente, las por lo menos primera molécula de acido nucleico y
segunda molécula de acido nucleico codifican dos polipéptidos del virus del papiloma diferentes obtenidos a partir
del mismo serotipo de VPH.

En un aspecto preferente de esta forma de realizacion, la primera molécula de acido nucleico codifica un polipéptido
E1l y la segunda molécula de acido nucleico codifica un polipéptido E2, o viceversa. Deseablemente, las moléculas
de acido nucleico que codifican los polipéptidos E1 y E2 se obtienen a partir de VPH-16 o VPH-18. Preferentemente,
la primera molécula de acido nucleico codifica un polipéptido que comprende la secuencia de aminoacidos indicada
en la SEC ID n°: 5, o0 que consiste esencialmente en la misma, o que consiste en la misma, y la segunda molécula
de acido nucleico codifica un polipéptido que comprende la secuencia de aminoacidos indicada en la SEC ID n°: 7, 0
que consiste esencialmente en la misma, o que consiste en la misma. Alternativamente, la primera molécula de
acido nucleico codifica un polipéptido que comprende la secuencia de aminoacidos indicada en la SEC ID n°: 6, o
gue consiste esencialmente en la misma, o que consiste en la misma, y la segunda molécula de acido nucleico
codifica un polipéptido que comprende la secuencia de aminoacidos indicada en la SEC ID n°: 8, o que consiste
esencialmente en la misma, o que consiste en la misma.

En el contexto nativo (por ejemplo, el genoma de VPH-16 o VPH-18), la porcion 3’ de la secuencia que codifica el
polipéptido E1 se solapa con la porciéon 5’ de la secuencia que codifica el polipéptido E2 a lo largo de 59 nucledétidos.
Se prevé que la presencia de estos 59 nucledtidos 100% homologos afecte negativamente a la estabilidad de un
vector que expresa las dos moléculas de acido nucleico que codifican los polipéptidos E1 y E2. Entre estas
porciones comunes puede tener lugar una recombinacién homologa que dé lugar a la pérdida de las secuencias de
nucleétidos comprendidas entre ellas.

Segun la presente invencion, la homologia del 100% entre la porcion solapante de 59 nucle6tidos presente antes de
la modificacién de las moléculas de acido nucleico que codifican E1 y E2 se puede reducir a menos del 75%
degenerando el patrén de uso de codones en una de las moléculas de acido nucleico. Un ejemplo representativo de
las secuencias degeneradas se indica en la SEC ID n° 9, en la que la homologia de los 59 nucleétidos solapantes
de E1/E2 se reduce al 69% (tal como se ilustra en la figura 1), y un vector preferente segin la presente invencién
que codifica los polipéptidos E1 y E2 de VPH-16 comprende la secuencia de nucledétidos indicada en la SEC ID n°; 9.
La misma estrategia se puede aplicar a la porcién solapante presente en las secuencias que codifican los
polipéptidos E1 y E2 de VPH-18. Dichas secuencias degeneradas se pueden introducir en la primera molécula de
acido nucleico que codifica E1 en sustitucion de los 59 nucleétidos solapantes nativos (por ejemplo, SEC ID n° 10 y
11, respectivamente).

Por consiguiente, un vector preferente segun la presente invencion comprende una primera molécula de é&cido
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nucleico que comprende la secuencia de nucleétidos indicada en la SEC ID n°: 10 (que codifica el polipéptido E1 de
VPH-16 de la SEC ID n° 5), o que consiste esencialmente en la misma, o que consiste en la misma, y una segunda
molécula de acido nucleico que comprende la secuencia de nucleétidos indicada en la SEC ID n°: 12 (que codifica el
polipéptido E2 de VPH-16 de la SEC ID n° 7), o que consiste esencialmente en la misma, o que consiste en la
misma. Otro vector preferente segun la presente invencion comprende una primera molécula de &acido nucleico que
comprende la secuencia de nucleétidos indicada en la SEC ID n°: 11 (que codifica el polipéptido E1 de VPH-18 de la
SEC ID n°: 6), 0 que consiste esencialmente en la misma, o que consiste en la misma, y una segunda molécula de
acido nucleico que comprende la secuencia de nucleétidos indicada en la SEC ID n° 13 (que codifica el polipéptido
E2 de VPH-18 de la SEC ID n° 8), o que consiste esencialmente en la misma, o0 que consiste en la misma. Mas
preferentemente, el vector segun la presente invencién es un vector de MVA, la primera molécula de acido nucleico
(que codifica el polipéptido E1) se coloca bajo el control del promotor 7.5K del virus de la vaccinia y la segunda
molécula de acido nucleico (que codifica el polipéptido E2) se coloca bajo el control del promotor H5R del virus de la
vaccinia, y la primera y la segunda moléculas de acido nucleico estan insertadas en la delecién Il de dicho vector de
MVA.

La presente invencién también se refiere a un vector que comprende una primera molécula de acido nucleico que
codifica un polipéptido E1 de VPH-16, una segunda molécula de acido nucleico que codifica un polipéptido E2 de
VPH-16, una tercera molécula de acido nucleico que codifica un polipéptido E1 de VPH-18 y una cuarta molécula de
acido nucleico que codifica un polipéptido E2 de VPH-18, en el que dichas primera, segunda, tercera y cuarta
moléculas de acido nucleico no comprenden ninguna porciéon de 40 o mas nucleétidos continuos con un porcentaje
de homologia del 75% o mayor del 75%. Preferentemente, dicho polipéptido E1 de VPH-16 comprende la secuencia
de aminoécidos indicada en la SEC ID n° 5, dicho polipéptido E2 de VPH-16 comprende la secuencia de
aminoacidos indicada en la SEC ID n°: 7, dicho polipéptido E1 de VPH-18 comprende la secuencia de aminoacidos
indicada en la SEC ID n°: 6, y/o dicho polipéptido E2 de VPH-18 comprende la secuencia de aminoacidos indicada
en la SEC ID n°: 8.

En el contexto nativo, las secuencias que codifican el E1 de VPH-16 y VPH-18 comprenden diversas porciones de
40 o mas nucleétidos continuos que presentan un porcentaje de homologia del 80% o mayor del 80%. Lo mismo es
cierto para las secuencias que codifican el E2 de VPH-16 y VPH-18. Por otra parte, las secuencias adyacentes que
codifican los polipéptidos E1 y E2 se superponen a lo largo de una porcién de aproximadamente 59 nucleétidos en
los genomas de VPH-16 y VPH-18. En este contexto, es recomendable madificar las moléculas de acido nucleico
que codifican los polipéptidos E1 y E2 de VPH-18 con el fin de reducir la homologia con sus equivalentes de VPH-16
a menos del 75%, especialmente en las porciones homdlogas compartidas por los dos serotipos. Con este propésito,
las secuencias de nucledtidos de los genes de E1 y E2 de VPH-16 y VPH-18 se pueden alinear y se pueden disefar
modificaciones en el nivel de los nucleétidos a fin de reducir la homologia a menos de 8, 7, 6 o, preferentemente, 5
nucleétidos consecutivos. Por otra parte, la secuencia de E1 de VPH-18 se puede modificar adicionalmente para
reducir la homologia a menos del 75% con la porcion de 59 nucleétidos que se solapa con el extremo 5 de la
secuencia de E2 de VPH-18. Preferentemente se modifica el uso de codones, pero las modificaciones no se
traducen en el nivel de los aminoacidos excepto para generar modificaciones tal como se definen en la presente
memoria, por ejemplo, dando lugar a funciones enzimaticas deficientes. Se indican ejemplos representativos de
secuencias “degeneradas” de nucledtidos que codifican el E1 de VPH-18 y el E2 de VPH-18 que se pueden utilizar
adecuadamente como tercera y cuarta moléculas de acido nucleico en SEC ID n% 11 y SEC ID n° 13,
respectivamente. Un vector preferente segun la presente invencién comprende una primera molécula de acido
nucleico que comprende la secuencia de nucleétidos indicada en la SEC ID n°: 10 (que codifica el polipéptido E1 de
VPH-16 de la SEC ID n°: 5), o que consiste esencialmente en la misma, o que consiste en la misma, una segunda
molécula de acido nucleico que comprende la secuencia de nucleétidos indicada en la SEC ID n°: 12 (que codifica el
polipéptido E2 de VPH-16 de la SEC ID n° 7), o que consiste esencialmente en la misma, o que consiste en la
misma, una tercera molécula de acido nucleico que comprende la secuencia de nucleétidos indicada en la SEC ID
n° 11 (que codifica el polipéptido E1 de VPH-18 de la SEC ID n° 6), o que consiste esencialmente en la misma, o
que consiste en la misma, y una cuarta molécula de acido nucleico que comprende la secuencia de nucleétidos
indicada en la SEC ID n° 13 (que codifica el polipéptido E2 de VPH-18 de la SEC ID n° 8), o que consiste
esencialmente en la misma, o que consiste en la misma. Preferentemente, el vector es un vector de MVA, la
primera, la segunda, la tercera y la cuarta moléculas de acido nucleico se introducen en la delecion Il del vector de
MVA, la primera y tercera moléculas de acido nucleico (que codifican el E1) se disponen en orientacién opuesta,
cada una de ellas bajo el control del promotor p7.5K del virus de la vaccinia, y la segunda y cuarta moléculas de
acido nucleico (que codifican el E2) se disponen en orientacion opuesta, cada una de ellas bajo el control del
promotor pH5R del virus de la vaccinia.

En otra forma de realizacién particularmente preferente, las por lo menos primera molécula de acido nucleico y
segunda molécula de acido nucleico codifican el mismo polipéptido obtenido a partir de organismos estrechamente
relacionados, por ejemplo, serotipos de VPH estrechamente relacionadas, como VPH-16, VPH-18, VPH-33 y/o VPH-
52.

En un primer aspecto de esta forma de realizacién, el mismo polipéptido obtenido a partir de organismos

estrechamente relacionados es preferentemente un polipéptido E2. Los polipéptidos E2 codificados se modifican
preferentemente de modo que se anclen a la membrana y sean defectuosos para la replicacion virica, tal como se

12



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2416361 T3

define en la presente memoria. En el contexto nativo, las secuencias de diversos genotipos que codifican el E2
presentan un elevado grado de homologia en el nivel de los nucleétidos, especialmente en las porciones mas
conservadas. Se espera que la presencia de estas secuencias homadlogas afecte negativamente a la estabilidad de
un vector que coexpresa dos o mas (por ejemplo, 3, 4 o incluso mas) genes de E2, por ejemplo, los genes de E2 de
VPH HR, tales como VPH-16, VPH-18, VPH-33 y VPH-52. Entre estas secuencias génicas homélogas puede tener
lugar una recombinacién homdloga que provoque la pérdida de las secuencias de nucledtidos comprendidas entre
ellas, y por lo tanto la extincién de genes.

Segun la presente invencién, las moléculas de acido nucleico que codifican los polipéptidos E2 comprendidas en el
vector segln la presente invencién se pueden modificar degenerando el patrén de uso de codones a fin de reducir la
homologia a menos del 75%, especialmente en las porciones altamente homdlogas. En la SEC ID n°: 13, 66, 67, 68
y 69 se proporcionan ejemplos representativos de moléculas de acido nucleico degeneradas que codifican los
polipéptidos E2. Mas especificamente, la SEC ID n° 13 codifica el polipéptido E2 de VPH-18 de presentacion
membranaria y de replicacion deficiente cuya secuencia de nucleétidos se ha disefiado con el fin de reducir a menos
de 8 o 7 nucleétidos consecutivos la homologia con sus equivalentes que codifican el polipéptido E2. Las SEC ID n°:
66 y 67 codifican un polipéptido E2 de VPH-33 de replicacion deficiente (que es ademas de presentacion
membranaria en la SEC ID n° 67) cuyas secuencias de nucleétidos se han disefiado con el fin de reducir a menos
de 8 o 7 nucleétidos consecutivos la homologia con los otros equivalentes que codifican el E2. Las SEC ID n°: 68 y
69 codifican un polipéptido E2 de VPH-52 de replicacion deficiente (que es ademas de presentacién membranaria en
la SEC ID n°: 69) cuyas secuencias de nucledtidos se han disefiado con el fin de reducir la homologia con los otros
equivalentes que codifican el E2 a menos de 8 o 7 nucleétidos consecutivos. Sin embargo, la presente invencion no
se limita a estas secuencias ilustrativas, de modo que se pueden disefiar sobre este mismo principio versiones
alternativas de moléculas de acido nucleico degeneradas que codifican polipéptidos E2 del virus del papiloma tal
como se han definido anteriormente.

Un vector preferente segun la presente invenciéon comprende una primera molécula de acido nucleico que codifica
un polipéptido E2 de VPH-16, tal como se define en la presente memoria (por ejemplo, el polipéptido E2 de
presentacion membranaria y de replicacion deficiente que comprende la secuencia de aminoéacidos indicada en la
SEC ID n°: 7), una segunda molécula de acido nucleico que codifica un polipéptido E2 de VPH-18, tal como se
define en la presente memoria (por ejemplo, el polipéptido E2 de presentacion membranaria y de replicacién
deficiente que comprende la secuencia de aminoacidos indicada en la SEC ID n°: 8), una tercera molécula de acido
nucleico que codifica un polipéptido E2 de VPH-33, tal como se define en la presente memoria (por ejemplo, el
polipéptido E2 de presentacion membranaria y de replicacion deficiente que comprende la secuencia de
aminoacidos indicada en la SEC ID n° 70), y una cuarta molécula de acido nucleico que codifica un polipéptido E2
de VPH-52, tal como se define en la presente memoria (por ejemplo, el polipéptido E2 de presentacion membranaria
y de replicacién deficiente que comprende la secuencia de aminoacidos indicada en la SEC ID n° 71). Mas
preferentemente, la primera molécula de acido nucleico comprende la secuencia de nucleétidos indicada en la SEC
ID n°: 12 o consiste esencialmente en la misma; la segunda molécula de acido nucleico comprende la secuencia de
nucleétidos indicada en la SEC ID n% 13 o consiste esencialmente en la misma; la tercera molécula de éacido
nucleico comprende la secuencia de nucleétidos indicada en la SEC ID n° 67 o consiste esencialmente en la misma,
y/o la cuarta molécula de acido nucleico comprende la secuencia de nucleétidos indicada en la SEC ID n° 69 o
consiste esencialmente en la misma. Mas preferentemente, el vector segun la presente invencion es un vector de
MVA vy las cuatro moléculas de acido nucleico que codifican el polipéptido E2 estan insertadas en la delecién Ill. Aln
mas preferentemente, la primera y la segunda moléculas de acido nucleico estan bajo el control del promotor H5R
del virus de la vaccinia y se disponen en orientacién opuesta entre si, mientras que la tercera y la cuarta moléculas
de acido nucleico estan bajo el control del promotor p7.5K del virus de la vaccinia y se disponen en orientacién
opuesta entre si.

En otro aspecto de esta forma de realizacién, el mismo polipéptido obtenido a partir de organismos estrechamente
relacionados es preferentemente un polipéptido E6, un polipéptido E7 o los dos polipéptidos E6 y E7. Los
polipéptidos E6 y E7 se pueden expresar de forma independiente o como polipéptido de fusion. Preferentemente, los
polipéptidos E6 y/o E7 codificados se modifican de modo que se anclen a la membrana y sean no oncogénicos, tal
como se ha definido en la presente memoria.

En el contexto nativo, las secuencias nativas de E6 de VPH-16 y VPH-18 presentan un 63% de homologia en el
nivel de los nucleétidos, mientras que las secuencias nativas de E7 de VPH-16 y VPH-18 presentan un 57% de
homologia entre si. Sin embargo, en ambos casos, las secuencias nativas de VPH-16 y VPH-18 comparten diversas
porciones de 40 nucle6tidos 0 mas que presentan el 80% o mas del 80% de homologia (véase la figura 2). Se prevé
que la presencia de estas porciones homélogas afecte negativamente a la estabilidad de un vector que coexpresa
los genes de E6 y/o E7 de VPH-16 y VPH-18. Entre estas porciones homologas puede tener lugar una
recombinacion homéloga que provoque la pérdida de las secuencias de nucledtidos comprendidas entre ellas, y por
lo tanto la extincién de genes.

Segun la presente invencion, las moléculas de acido nucleico que codifican los polipéptidos E6 y E7 de VPH-16 y/o

VPH-18 se pueden modificar degenerando el patron de uso de codones a fin de reducir la homologia a menos del
75%, especialmente en las porciones homoélogas. En la SEC ID n°: 14 se indica un ejemplo representativo de una
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molécula de acido nucleico degenerada que codifica un polipéptido E6 de VPH-18, y en la SEC ID n°: 15 se indica
un ejemplo representativo de una molécula de acido nucleico degenerada modificada que codifica un polipéptido E7
de VPH-18. Mas especificamente, la SEC ID n° 14 y la SEC ID n° 15 se han disefiado con el fin de reducir la
homologia con los equivalentes de VPH-16 a menos de 8, 7, 6 o, preferentemente, 5 nucleétidos consecutivos, a la
vez que codifican polipéptidos E6 y E7 de VPH-18 anclados a la membrana y no oncogénicos. Sin embargo, sobre
este principio se pueden disefiar versiones alternativas de moléculas de acido nucleico degeneradas que codifican
polipéptidos E6 y/o E7 del virus del papiloma, tal como se ha definido anteriormente.

Un vector preferente segun la presente invencidon comprende una primera molécula de acido nucleico que codifica
un polipéptido E6 de VPH-16, tal como se define en la presente memoria (por ejemplo, anclado a la membrana y no
oncogénico) y una segunda molécula de acido nucleico que codifica un polipéptido E6 de VPH-18 tal como se define
en la presente memoria (por ejemplo, anclado a la membrana y no oncogénico), en el que la segunda molécula de
acido nucleico comprende la secuencia de nucleétidos indicada en la SEC ID n°: 14 o consiste esencialmente en la
misma. Un vector preferente segun la presente invencion comprende una primera molécula de &acido nucleico que
codifica un polipéptido E7 de VPH-16, tal como se define en la presente memoria (por ejemplo, anclado a la
membrana y no oncogénico) y una segunda molécula de acido nucleico que codifica un polipéptido E7 de VPH-18 tal
como se define en la presente memoria (por ejemplo, anclado a la membrana y no oncogénico), en el que la
segunda molécula de acido nucleico comprende la secuencia de nucleétidos indicada en la SEC ID n°: 15 o consiste
esencialmente en la misma. Mas preferentemente, el vector segln la presente invencion es un vector de MVA, la
primera molécula de &cido nucleico se coloca bajo el control del promotor 7.5K del virus de la vaccinia y la segunda
molécula de &cido nucleico se coloca bajo el control del promotor H5R del virus de la vaccinia, y la primera y la
segunda moléculas de acido nucleico estan insertadas en la delecion 1l de dicho vector de MVA.

La presente invencién también se refiere a un vector que comprende una primera molécula de acido nucleico que
codifica una fusion de un polipéptido E6 de VPH-16 con un polipéptido E7 de VPH-16, y una segunda molécula de
acido nucleico que codifica una fusion de un polipéptido E6 de VPH-18 con un polipéptido E7 de VPH-18, en el que
dichas primera y segunda moléculas de acido nucleico no comprenden una porcién de 40 o mas nucledtidos
continuos que presentan un porcentaje de homologia de aproximadamente el 75% o mayor del 75%.

La presente invencion también se refiere a un vector que comprende una primera molécula de acido nucleico que
codifica un polipéptido E6 de VPH-16, una segunda molécula de acido nucleico que codifica un polipéptido E6 de
VPH-18, una tercera molécula de acido nucleico que codifica un polipéptido de E7 de VPH-16 y una cuarta molécula
de acido nucleico que codifica un polipéptido de E7 de VPH-18, en el que dichas primera, segunda, tercera y cuarta
moléculas de &cido nucleico no comprenden una porcion de 40 o mas nucleétidos continuos que presentan un
porcentaje de homologia del 75% o mayor del 75%. Preferentemente, la segunda molécula de acido nucleico
comprende la SEC ID n° 14, o consiste esencialmente en la misma, o consiste en la misma, y/o la cuarta molécula
de acido nucleico comprende la SEC ID n°: 15, o consiste esencialmente en la misma, o consiste en la misma. Mas
preferentemente, el vector segun la presente invencion es un vector de MVA, la primera y la segunda moléculas de
acido nucleico se disponen en una orientacion opuesta entre si bajo el control del promotor 7.5K del virus de la
vaccinia, y la tercera y la cuarta moléculas de acido nucleico se disponen en orientacion opuesta entre si, cada una
de ellas bajo el control del promotor H5R del virus de la vaccinia y la primera, la segunda, la tercera y la cuarta
moléculas de &cido nucleico estan insertadas en la delecion Il de dicho vector de MVA.

En otro aspecto, la presente invencion también da a conocer una molécula de acido nucleico sustancialmente
aislada que comprende la secuencia de nucleétidos mostrada en cualquiera de entre SEC ID n°: 9, 10, 11, 12, 13,
14, 15, 66, 67, 68 0 69, 0 que consiste esencialmente en la misma, o consiste en la misma.

En otra forma de realizacion de la presente invencion, la primera y la segunda y, si existen, la tercera y la cuarta
moléculas de acido nucleico comprendidas en el vector segun la presente invencidon se presentan en una forma
adecuada para la expresion de los polipéptidos codificados en una célula hospedadora o individuo, lo que significa
que se disponen bajo el control de las secuencias reguladoras necesarias para su expresion.

Tal como se utiliza en la presente memoria, el término “secuencias reguladoras” se refiere a cualquier secuencia que
permite, facilita o0 modula la expresién de una molécula de acido nucleico en una determinada célula hospedadora,
incluidos la replicacion, la duplicacién, la transcripcién, el corte y empalme, la traduccion, la estabilidad y/o el
transporte del acido nucleico o uno de sus derivados (es decir, ARNm) en la célula hospedadora. En el contexto de
la presente invencion, las secuencias reguladoras estan “operativamente unidas” a la molécula de acido nucleico
que se pretende expresar, es decir que se disponen en una relacion funcional que permite la expresién en una célula
hospedadora o individuo. Dichas secuencias reguladoras son bien conocidas en la técnica (véase, por ejemplo,
Goeddel, 1990, Gene Expression Technology: Methods in Enzymology 185, Academic Press, San Diego). El experto
en la materia apreciara que la eleccién de las secuencias reguladoras puede depender de factores tales como el tipo
de vector, la célula hospedadora, el nivel de expresion deseado, etc.

El promotor tiene una especial importancia y la presente invencion comprende la utilizacion de promotores

constitutivos que dirigen la expresion de las moléculas de acido nucleico en muchos tipos de células hospedadoras y
de promotores que dirigen la expresion sélo en determinadas células hospedadoras (por ejemplo, secuencias
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reguladoras especificas de tejido), 0 en respuesta a sucesos especificos o0 a factores exégenos (por ejemplo, por la
temperatura, un aditivo nutriente, una hormona u otro ligando). Entre los promotores adecuados para la expresion
constitutiva en sistemas eucariéticos se incluyen promotores viricos, tales como el promotor de SV40, el promotor
temprano inmediato o potenciador de citomegalovirus (CMV) (Boshart et al, 1985, Cell 41, 521-530), los promotores
tempranos y tardios de adenovirus, el promotor de timidina cinasa (TK) del virus del herpes simple (VHS-1) y
repeticiones terminales largas retroviricas (por ejemplo, las LTR del MoMuLV y del virus del sarcoma de Rous
(RSV)), asi como promotores celulares tales como el promotor de la fosfoglicerato cinasa (PGK) (Hitzeman et al,
1983, Science 219, 620-625; Adra et al, 1987, Gene 60, 65-74). Entre los promotores adecuados Utiles para dirigir la
expresion de las moléculas de acido nucleico en un vector poxvirico se incluyen los promotores 7.5 K, H5R, TK, p28,
pll o K1L del virus de la vaccinia. Alternativamente, se puede utilizar un promotor sintético, tal como los descritos
en Chakrabarti et al (1997, Biotechniques 23, 1094-1097), Hammond et al (1997, J. Virological Methods 66, 135-138)
y Kumar y Boyle (1990, Virology 179, 151-158) asi como promotores quiméricos entre los promotores poxviricos
tempranos y tardios.

Los promotores inducibles se regulan mediante compuestos administrados de forma exdgena, e incluyen, sin
limitacion, el promotor de la metalotioneina (MT) inducible por cinc (Mc Ivor et al, 1987, Mol. Cell Biol. 7, 838-848),
el promotor del virus del tumor mamario de ratdn inducible por la dexametasona (Dex) (MMTV), el sistema promotor
de la polimerasa de T7 (documento WO 98/10088), el promotor de la ecdisona de insecto (No et al, 1996, Proc. Natl.
Acad. Sci. USA 93, 3346-3351), el promotor represible por tetraciclina (Gossen et al, 1992, Proc. Natl. Acad. Sci.
USA 89, 5547-5551), el promotor inducible por tetraciclina (Kim et al, 1995, J. Virol. 69, 2565-2573), el promotor
inducible por RU486 (Wang et al, 1997, Nat. Biotech. 15, 239-243 y Wang et al, 1997, Gene Ther. 4, 432-441), el
promotor inducible por rapamicina (Magari et al, 1997, J. Clin. Invest. 100, 2865-2872) y los promotores lac, TRP y
TAC de E. coli.

Las secuencias reguladoras que se utilizan en el contexto de la presente invencion también pueden ser especificas
de tejido para dirigir la expresién de las moléculas de acido nucleico en tejidos especificos en los que se desea
obtener un beneficio terapéutico. Los promotores adecuados se pueden tomar de genes que se expresan
preferentemente en células tumorales. Dichos genes se pueden identificar, por ejemplo, por visualizacion e
hibridacién genémica comparativa (véase, por ejemplo, los documentos US n°® 5.759.776 y n° 5.776.683).

Los expertos en la materia apreciaran que los elementos reguladores que controlan la expresién de las moléculas de
acido nucleico comprendidas en el vector segun la presente invencidon pueden comprender ademas elementos
adicionales para la iniciacion, la regulacion y/o la terminacién adecuadas de la transcripcion (por ejemplo, las
secuencias de terminacién de la transcripcion poliA), el transporte de ARNm (por ejemplo, secuencias de sefial de
localizacién nuclear), el procesamiento (por ejemplo, sefiales de corte y empalme), la estabilidad (por ejemplo,
intrones y secuencias no codificantes 5’ y 3'), y la traduccion (por ejemplo, secuencias lider tripartitas, sitios de union
de ribosomas, secuencias de Shine-Dalgamo, etc.) en la célula hospedadora o individuo.

En otro aspecto, la presente invencidn da a conocer particulas viricas infecciosas que comprenden el vector descrito
anteriormente. En la presente memoria no se pretende describir con detalle los diversos métodos conocidos para la
produccién de particulas viricas infecciosas. Habitualmente, dichas particulas viricas se producen por un proceso
que comprende las etapas de (a) introduccién del vector virico en una linea celular apropiada, (b) cultivo de la linea
celular en condiciones adecuadas para permitir la produccién de dicha particula virica infecciosa, recuperacién de la
particula virica infecciosa producida a partir del cultivo de dicha linea celular y, opcionalmente, la purificacién de
dicha particula virica infecciosa recuperada.

Habitualmente, cuando el vector virico es defectuoso, las particulas infecciosas se producen en una linea celular de
complementacion o utilizando un virus auxiliar que proporciona en trans los genes viricos no funcionales. Por
ejemplo, entre las lineas celulares adecuadas para complementar vectores adenoviricos con delecién de E1 se
incluyen las células 293 (Graham et al, 1997, J. Gen. Virol. 36, 59-72), las células PER-C6 (Fallaux et al, 1998,
Human Gene Ther. 9, 1909-1917) y las células HER96. Son células adecuadas para la propagacion de vectores
poxviricos las células aviares, y preferentemente fibroblastos primarios de embrién de pollo (CEF) preparados a
partir de embriones de pollo obtenidos en huevos fertilizados. Las células productoras se pueden cultivar en
biorreactores de fermentacion, matraces y placas de Petri convencionales, en condiciones de temperatura, pH y
contenido de oxigeno apropiadas.

Las particulas viricas infecciosas se pueden recuperar a partir del sobrenadante de cultivo o de las células tras la
lisis. Se pueden purificar adicionalmente mediante técnicas estandar (cromatografia o ultracentrifugacion tal como se
describen, por ejemplo, en los documentos WO 96/27677, WO 98/00524, WO 98/22588, WO 98/26048, WO
00/40702, EP 1 016 700 y WO 00/50573).

En otro aspecto, la presente invencion da a conocer células hospedadoras que comprenden las moléculas de acido
nucleico, los vectores o las particulas viricas infecciosas descritos anteriormente. Tal como se utiliza en la presente
memoria, el término “célula hospedadora” define cualquier célula que puede ser o ha sido receptora del vector o la
particula virica infecciosa segun la presente invencion y la descendencia de la misma. Este término, que debe
interpretarse en sentido amplio, incluye células aisladas, un grupo de células o una organizacion particular de
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células, por ejemplo en un tejido u 6rgano. Dichas células pueden ser células primarias, transformadas o cultivadas.

En el contexto de la presente invencion, entre las células hospedadoras se incluyen células procaridticas (por
ejemplo, Escherichia coli, Bacillus, Listeria), células eucaridticas inferiores, como levaduras (por ejemplo,
Saccharomyces cerevisiae, Saccharomyces pombe o Pichia pastoris) y otras células eucaritticas, tales como células
de insecto, células vegetales y células eucaridticas superiores, con una preferencia especial por las células de
mamifero (por ejemplo, células humanas o no humanas). Entre los ejemplos representativos de células
hospedadoras adecuadas se incluyen, aunque sin limitarse a las mismas, células BHK (de rifién de cria de hamster),
células MDCK (linea celular de rifion canino Madin-Darby), células CRFK (linea celular de rifién de gato Crandell),
células CV-1 (linea celular de rifion de mono verde africano) células COS (por ejemplo, COS-7), células de ovario de
hamster chino (CHO), células NIH/3T3 de ratén, células HelLa y células Vero. El término “célula hospedadora”
también comprende células de complementacién capaces de complementar, por lo menos, una funcion defectuosa
de un vector de replicacion deficiente segun la presente invencion (por ejemplo, un vector adenovirico), como los
citados anteriormente.

Las células hospedadoras se pueden utilizar para la produccién recombinante de los polipéptidos codificados por las
moléculas de &cido nucleico comprendidas en el vector o las particulas infecciosas segun la presente invencién.
Dichas técnicas son bien conocidas en el sector técnico (véase, por ejemplo, Ausubel, Current Protocols in
Molecular Biology, John Wiley, 1987-2002, y la Gltima edicion de Sambrook et al, Molecular Cloning, A Laboratory
Manual, Cold Spring Harbor Laboratory Press).

En otro aspecto, la presente invencién da a conocer una composicion que comprende las moléculas de acido
nucleico, el vector, la particula virica infecciosa o la célula hospedadora descritos anteriormente (también
denominados el “agente activo” en la presente memoria) o cualquier combinacién de los mismos. Ventajosamente, la
composicion es una composicion farmacéutica que comprende una cantidad terapéuticamente eficaz del agente o
agentes activos y un vehiculo farmacéuticamente aceptable.

Tal como se utiliza en la presente memoria, el término “vehiculo farmacéuticamente aceptable” pretende incluir todos
y cada uno de los vehiculos, disolventes, diluyentes, excipientes, adyuvantes, dispersantes, recubrimientos, agentes
antibacterianos y antifingicos, y agentes retardadores de la absorcion, y similares, compatibles con la administracién
farmacéutica. Tal como se utiliza en la presente memoria, una “cantidad terapéuticamente eficaz” es una dosis
suficiente para el alivio de uno 0 mas sintomas normalmente asociados con el estado patolégico que se desea tratar
o prevenir en un individuo. Referido a un uso profilactico, este término significa una dosis suficiente para prevenir o
retrasar el establecimiento de un estado patolégico en un individuo. Por ejemplo, una cantidad terapéuticamente
eficaz podria ser la cantidad suficiente para inducir o potenciar una respuesta inmunitaria en el individuo tratado, o la
cantidad suficiente para paliar, mejorar, estabilizar, revertir, ralentizar o retrasar la progresion del estado patolégico
(por ejemplo, la reduccién del tamafio o la regresion de una lesién o tumor en un individuo, o la reversiéon de una
infeccion virica en un individuo infectado).

Deseablemente, la composicidon segun la presente invencion comprende uno o mas vehiculos y/o diluyentes no
téxicos a la dosis y la concentracion empleadas. Dichos vehiculo y/o diluyente se seleccionan preferentemente entre
los que se utilizan habitualmente para formular composiciones en forma de dosificacién unitaria o multidosis para la
administracion sistémica o mucosa. Un vehiculo adecuado puede ser un disolvente, un medio de dispersion que
contiene, por ejemplo, agua, etanol, poliol (por ejemplo, glicerol, propilenglicol, polietilenglicol liquido y similares), un
aceite vegetal, o mezclas adecuadas de los mismos. El diluyente es preferentemente isotonico, hipoténico o
débilmente hiperténico, y tiene una fuerza iénica relativamente baja. Entre los ejemplos representativos de
diluyentes adecuados se incluyen el agua estéril, una solucién salina fisiolégica (por ejemplo, cloruro de sodio), la
solucién de Ringer, la glucosa, soluciones de trehalosa o sacarosa, la solucion de Hank y otras soluciones salinas
acuosas fisioldgicamente equilibradas (véase, por ejemplo, la Ultima edicion de Remington: The Science and
Practice of Pharmacy, A. Gennaro, Lippincott, Williams&Wilkins). El pH de la composicion segun la presente
invencion se ajusta adecuadamente y se tampona con el fin de que sea apropiado para su utilizaciéon en seres
humanos o animales, preferentemente a un pH fisiolégico o ligeramente basico (entre aproximadamente 7,5 y
aproximadamente 9, con una especial preferencia por un valor de aproximadamente 8 u 8,5). Entre los tampones
adecuados se incluyen un tamp6n de fosfato (por ejemplo, PBS), un tamp6n de bicarbonato y/o un tampén Tris.

La composicion segun la presente invencion puede presentarse en diversas formas, por ejemplo, congelada, sélida
(por ejemplo, en forma de polvo seco o liofilizada) o liquida (por ejemplo, acuosa). Una composicion solida del
agente activo mas cualquier ingrediente o ingredientes adicionales deseados se puede obtener a partir de una
solucion de la misma previamente filtrada en condiciones estériles y sometida a secado al vacio y liofilizacién. Si se
desea, se puede almacenar en una ampolla estéril, lista para su reconstitucion mediante la adicion de un vehiculo
adecuado antes de su utilizacion.

Una composicién particularmente preferente (especialmente cuando el agente activo es un vector adenovirico) se
formula en sacarosa 1 M, NaCl 150 mM, MgCl, 1 mM, Tween 80 54 mg/l, Tris 10 mM, pH 8,5. Otra composicion
preferente se formula en manitol 10 mg/ml, HSA 1 mg/ml, Tris 20 mM, pH 7,2 y NaCl 150 mM. Dichas formulaciones
son particularmente adecuadas para preservar la estabilidad de la composicién segln la presente invencion durante
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un periodo de por lo menos dos meses a una temperatura de congelacion (por ejemplo, -70°C, -40°C, -20°C) o de
refrigeracion (por ejemplo, 4°C).

La composicién también puede contener uno o mas excipientes farmacéuticamente aceptables para proporcionar las
propiedades farmacéuticas o farmacodinamicas deseables, incluidas, por ejemplo, la modificacion o mantenimiento
del pH, la osmolaridad, la viscosidad, la nitidez, el color, la esterilidad, la estabilidad, la liberacion o la absorcién en
un individuo humano o animal Entre los ejemplos representativos de componentes estabilizantes se incluyen
polisorbato 80, L-arginina, polivinilpirrolidona, trehalosa y polimeros tales como polietilenglicol, que se pueden utilizar
para obtener propiedades deseables de solubilidad, estabilidad y semivida (Davis et al, 1978, Enzyme Eng. 4, 169-
173; Burnham et al, 1994, Am. J. Hosp. Pharm. 51, 210-218). Entre los agentes potenciadores de la viscosidad se
incluyen la carboximetilcelulosa sédica, el sorbitol y el dextrano. La composicion también puede contener sustancias
conocidas en la técnica por potenciar la penetracion o el transporte a través de una barrera mucosa 0 en un
determinado 6rgano. Por ejemplo, una composicion adecuada para la administracion vaginal puede incluir
eventualmente uno o mas potenciadores de la absorcioén Utiles para aumentar el tamafio de poro de las membranas
mucosas.

Ademas, la composicién segun la presente invencién puede comprender uno o mas adyuvantes adecuados para la
administracion sistémica o mucosa en los seres humanos. El término “adyuvante” se refiere a un compuesto que
tiene la capacidad de mejorar la respuesta inmunitaria a un determinado antigeno. El adyuvante se puede
administrar en el sitio del antigeno o cerca del mismo. La potenciacién de la inmunidad humoral se manifiesta
tipicamente por un aumento significativo (habitualmente de mas de 10 veces) del titulo de anticuerpos que
responden al antigeno. La potenciacién de la inmunidad celular se puede medir, por ejemplo, mediante un ensayo
cutaneo positivo, un ensayo de linfocitos T citotoxicos o un ensayo ELISPOT para IFNg o IL-2. Preferentemente, el
adyuvante que se utiliza en la presente invencién es capaz de estimular la inmunidad frente al agente activo,
especialmente a través de receptores de tipo Toll (TLR), tales como TLR-7, TLR-8 y TLR-9. Entre los ejemplos
representativos de adyuvantes (tiles se incluyen, sin limitacion, alumbre, emulsiéon de aceite mineral, tal como el
adyuvante completo o incompleto (IFA) de Freund, lipopolisacaridos o un derivado de los mismos (Ribi et al, 1986,
Immunology and Immunopharmacology of Bacterial Endotoxins, Plenum Publ. Corp., Nueva York, pag. 407-19),
saponinas tales como QS21 (Sumino et al, 1998, J.Virol. 72, 4931-9; WO 98/56415), compuestos de
imidazoquinolina, tales como |m|qU|mod (Suader, 2000, J. Am. Acad. Dermatol. 43, S6-S11), derivado de 1H-
imidazo(4,5-c)quinolon-4-amina (Aldara ) y compuestos relacionados (Smorlesi, 2005, Gene Ther. 12, 1324-32),
oligodesoxinucleodtidos de tipo citosina-fosfato-guanosina, como CpG (Chu et al, 1997, J. Exp. Med. 186: 1623; Tritel
et al, 2003, J. Immunol. 171: 2358-2547) y péptidos catiénicos, tales como IC-31 (Kritsch et al, 2005, J. Chromatogr.
Anal. Technol. Biomed. Life Sci. 822, 263-70).

La molécula de acido nucleico, el vector, la particula infecciosa o la composiciéon segin la presente invencion se
pueden administrar por diversos modos de administracion, incluidas las administraciones sistémica, topica y
mucosa. La administracion sistémica se puede llevar a cabo por cualquier medio, por ejemplo, por inyeccion
subcutanea, intradérmica, intramuscular, intravenosa, intraperitoneal, intravascular e intraarterial. Las inyecciones
pueden estar constituidas por jeringas y agujas convencionales, o por cualquier otro dispositivo adecuado disponible
en la técnica. La administracion mucosa se puede llevar a cabo por via oral, nasal, intratraqueal, intrapulmonar,
intravaginal o intrarrectal. La administracion tépica se puede llevar a cabo por medios transdérmicos (por ejemplo,
mediante parches y similares). La administracion intramuscular o subcutdnea es particularmente preferente con
vectores viricos y particulas infecciosas como agentes activos.

La dosificacion apropiada puede variar en funcién de factores conocidos, tales como las caracteristicas
farmacodinamicas del agente activo concreto, la edad, salud y peso del individuo, el estado o estados patolégicos
gue se van a tratar, la naturaleza y extension de los sintomas, el tipo de tratamiento concurrente, la frecuencia del
tratamiento, la necesidad de prevencion o terapia y/o el efecto deseado. La dosis también se calculara en funcion de
la via de administracién concreta seleccionada. El médico responsable podra llevar a cabo de forma rutinaria el
refinamiento de los céalculos necesarios para determinar la dosis adecuada para el tratamiento a la luz de las
circunstancias relevantes Como orientacion general la dosis adecuada para particulas adenoviricas varia de
aproxmadamente 10° a aproxmadamente 10" ui (unidades infecciosas), de manera deseable de aproxmadamente
10" a aproximadamente 10" ui, y preferentemente de aproxmadamente 10° a aproxmadamente 10™ ui. La d03|s
adecuada para las particulas de virus de la vaccinia varia de aproxmadamente 10* a aproximadamente 10 ufp
(unidades formadoras de placas), deseablemente de aproxmadamente 10° a aproximadamente 10° ufp y
preferentemente de aproximadamente 10° a aproximadamente 5 x 10° ufp. Los plasmidos de vector se pueden
administrar en dosis comprendidas entre 10 ug y 20 mg, y preferentemente entre 100 ug y 2 mg.

Ademas, la administracion se puede llevar a cabo en una sola dosis o, alternativamente, en varias dosis segun los
protocolos, dosificaciones y regimenes estandar durante varias horas, dias y/o semanas. Ademas, la administracion
se puede llevar a cabo por inyeccion intravenosa rapida o infusion continua. Por ejemplo, el individuo se puede
tratar, por lo menos, con dos (por ejemplo, de 2 a 10) administraciones de la molécula de acido nucleico, el vector, la
particula infecciosa o la composicién descritos anteriormente. Preferentemente, se lleva a cabo una primera serie de
administraciones de forma secuencial dentro de un periodo que varia de unos pocos dias a 4 semanas, seguida de
una segunda serie (por ejemplo, una o dos administraciones) administrada dentro de un periodo de entre uno y 6
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meses después de la Ultima administracion de la primera serie. El periodo transcurrido entre cada una de las
administraciones de la segunda serie puede ser de entre unos dias y 4 semanas. En una forma de realizacién
preferente, la primera serie de administraciones comprende tres administraciones secuenciales a intervalos
semanales y la segunda serie comprende una administracion dentro de los 4 a 6 meses posteriores a la primera
serie. Como orientacion general, en el caso del vector de MVA, la via de administracion precedente es la subcutanea
con una dosis de particulas de MVA comprendida entre 10° y5x 10° ufp.

La molécula de acido nucleico, el vector, la particula infecciosa, la célula hospedadora o la composiciéon segun la
presente invencién se pueden introducir en un individuo para tratar o prevenir diversos estados patoldgicos, incluidas
enfermedades genéticas, enfermedades congénitas y enfermedades adquiridas. La presente invencién también se
refiere a la utilizacién de la molécula de acido nucleico, el vector, la particula infecciosa, la célula hospedadora o la
composicion segun la presente invencion para la preparacion de un farmaco destinado al tratamiento o la prevencién
de dichos estados patolégicos. Es particularmente adecuada para el tratamiento o la prevencion de enfermedades
infecciosas (por ejemplo, infecciones viricas y/o bacterianas), canceres y enfermedades de inmunodeficiencia. Tal
como se utiliza en la presente memoria, el término “cancer” comprende cualquier enfermedad cancerosa que resulta
de una proliferacién celular no deseada, e incluye tumores difusos o localizados, metéastasis, pélipos cancerosos y
lesiones preneoplasicas (por ejemplo, las neoplasias).

Las enfermedades infecciosas comprendidas en el contexto de la presente invencién incluyen cualquier estado
asociado con la infeccién por un microorganismo patégeno, tal como se ha descrito anteriormente. Entre los
canceres comprendidos en el contexto de la presente invencién se incluyen, sin limitacion, el glioblastoma, el
sarcoma, el melanoma, el mastocitoma, el carcinoma, asi como el cancer de mama, el cancer de prdstata, el cancer
testicular, el cancer de ovario, el cancer de endometrio, el cancer de cuello uterino (particularmente los asociados
con una infeccion por el virus del papiloma), los canceres de pulmén (por ejemplo, el carcinoma de células grandes,
el carcinoma microcitico, el carcinoma de células escamosas y adenocarcinomas), el cancer renal, el cancer de
vejiga, el cancer de higado, el cancer de colon, el cancer anal, el cancer de pancreas, el cancer de estémago, el
cancer gastrointestinal, el cancer de la cavidad bucal, el cancer de laringe, el cancer de cerebro y del SNC, los
canceres de piel (por ejemplo, melanoma y no melanoma), los canceres de la sangre (linfomas, leucemias, sobre
todo si han formado una masa sélida), el cancer de huesos, el retinoblastoma y el cancer de tiroides.

En una forma de realizacion preferente, la presente invencion se utiliza para el tratamiento preventivo o curativo de
una afeccion asociada con la infeccion por un virus del papiloma (especialmente un VPH HR), tal como una infeccion
persistente o lesiones premalignas y malignas. El término “infeccién persistente” se refiere a la fase asintomatica de
la infeccion por el virus del papiloma en un individuo infectado en el que no se ha producido la erradicacion del virus.
Generalmente no se observan signos clinicos. Entre los ejemplos de lesiones premalignas se incluyen, sin limitacion,
una neoplasia intraepitelial de grado bajo, moderado o alto, que se puede detectar en diversos tejidos, tal como la
NIC (neoplasia intraepitelial cervicouterina), la neoplasia intraepitelial vulvar (NIV), la neoplasia intraepitelial anal
(NIA), la neoplasia intraepitelial peneana (NIP) y la neoplasia intraepitelial vaginal (NIVa). Entre los ejemplos de
lesiones malignas se incluyen, sin limitacion, el carcinoma de cuello uterino, el carcinoma anal, el cancer vaginal, el
cancer de pene y el cancer de boca. La molécula de &cido nucleico, el vector, la particula infecciosa, la célula
hospedadora o la composicion segun la presente invencién que codifican polipéptidos del virus del papiloma estan
particularmente destinados al tratamiento de lesiones premalignas, especialmente lesiones de tipo NIC2/3, o
lesiones malignas, especialmente de carcinoma de cuello uterino. En otra forma de realizacién, la presente invencion
también se puede utilizar para el tratamiento preventivo o curativo de una afeccién asociada con la infeccion por el
virus de la hepatitis (por ejemplo, VHB o VHC), tal como una infeccién persistente, una hepatitis crénica o aguda o
un cancer de higado.

El agente activo se puede utilizar solo o, si se desea, junto con modalidades terapéuticas convencionales (por
ejemplo, radiacién, quimioterapia y/o cirugia). Las modalidades terapéuticas convencionales se aplican al individuo
animal o humano de acuerdo con los protocolos estandar y utilizando agentes, dosis y regimenes estandar, y dichas
modalidades se pueden aplicar antes, durante y/o después de la administracién del agente o agentes activos segun
la presente invencion. Por ejemplo, para el tratamiento de afecciones asociadas con la infeccion por VHC, el método
o utilizacién segun la presente invencion se asocia preferentemente, por ejemplo, con inhibidores de la proteasa (por
ejemplo, inhibidores de la serina proteasa tal como VX950, de Vertex), inhibidores de la polimerasa, inhibidores de la
helicasa, antifibréticos, analogos de nucleosidos, agonistas de TLR, ARNip, oligonucleétidos antisentido, anticuerpos
anti-VHC, moduladores inmunitarios, vacunas terapéuticas y agentes antitumorales utilizados convencionalmente en
el tratamiento de los hepatocarcinomas asociados al VHC (por ejemplo, adriamicina o una mezcla de adriamicina,
lipiodol y spongel administrada generalmente por quimioembolizacién en la arteria hepatica). Una combinacion
particularmente adecuada incluye el tratamiento con IFN-a pegilado (IFN-a2a o IFN-a2b) y/o ribavirina,
preferentemente por un periodo de entre 24 y 48 semanas antes de la administracion del agente o agentes activos
segun la presente invencion. Para el tratamiento de afecciones asociadas con la infeccion por el virus del papiloma,
el método o la utilizaciéon segun la presente invencion se pueden asociar con procedimientos ablativos, tales como
una escision electroquirdrgica con asa. El método o utilizacién también se puede llevar a cabo junto con uno o mas
inmunoestimulantes, tales como citocinas (por ejemplo, IL-2, IL-7, IL-15, IL-18, IL-21, IFNg) o productos génicos
suicidas (por ejemplo, timidina cinasa de VHS-1 que se describe en Caruso et al, 1993, Proc. Natl. Acad. Sci. USA
90, 7024-28; o FCU-1, que se describe en el documento WO 99/54481), o uno o mas vectores que expresan dicho
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polipéptido o polipéptidos.

En otra forma de realizacion, el método o utilizaciéon segun la presente invencion se lleva a cabo de acuerdo con una
modalidad terapéutica de sensibilizacion y refuerzo que comprende administraciones secuenciales de una o mas
composiciones de sensibilizacion y una o mas composiciones de refuerzo. Habitualmente, las composiciones de
sensibilizacion y de refuerzo utilizan diferentes vehiculos que comprenden o codifican, por lo menos, un dominio
antigénico comun. ElI método o utilizacion segun la presente invencién puede comprender entre una y diez
administraciones de la composicidon de sensibilizacién, seguidas por entre una y diez administraciones de la
composicion de refuerzo. Deseablemente, los intervalos de inyeccién estan comprendidos entre un dia y doce
meses. Una modalidad preferente incluye tres o cuatro administraciones secuenciales de la composicién de
sensibilizacion separadas de forma independiente por un periodo comprendido entre 3 y 10 dias (por ejemplo, una
semana), seguidas por una o dos administraciones de la dosis de refuerzo entre una y varias semanas después de
la Ultima administracion de sensibilizacion. Por otra parte, las composiciones de sensibilizacion y refuerzo se pueden
administrar en el mismo sitio o en sitios alternativos por la misma via o por diferentes vias de administracion. Por
ejemplo, las composiciones a base de polipéptidos se pueden administrar por una via mucosa, mientras que las
composiciones a base de vectores preferentemente se inyectan, por ejemplo, por inyeccion subcutanea para un
vector de MVA o por inyeccién intramuscular para un plasmido de ADN y para un vector adenovirico. El vector, la
particula infecciosa o la composicidn segun la presente invencion se pueden utilizar para sensibilizar o reforzar, o
para sensibilizar y reforzar a la vez, la respuesta inmunitaria en el individuo tratado. En una forma de realizacion, la
sensibilizacion se lleva a cabo con un vector plasmidico segun la presente invencion y el refuerzo se lleva a cabo
con una particula infecciosa del virus de la vaccinia segin la presente invencion. En otra forma de realizacion, la
sensibilizacion se lleva a cabo con una particula infecciosa adenovirica segun la presente invencion y el refuerzo se
lleva a cabo con una particula infecciosa del virus de la vaccinia segun la presente invencién. En otra forma de
realizacién, la sensibilizacion se lleva a cabo con una particula infecciosa del virus de la vaccinia segun la presente
invencion y el refuerzo se lleva a cabo con una particula infecciosa adenovirica segun la presente invencion.

La presente invencion se ha descrito de modo ilustrativo, y debe entenderse que la terminologia utilizada pretende
ser un conjunto de palabras descriptivas, mas que limitativas. Naturalmente, es posible llevar a cabo muchas
modificaciones y variaciones de la presente invencion a partir de la descripcion anterior. Por consiguiente, debe
entenderse que, dentro del alcance de las reivindicaciones adjuntas, la presente invencién se puede poner en
practica de un modo diferente a lo descrito especificamente en la presente memoria.

Todas las descripciones de patente, publicaciones y entradas de bases de datos citadas anteriormente se
incorporan especificamente en la presente memoria como referencia en su totalidad, en la misma medida que si
cada patente, publicacion o entrada individuales estuvieran especifica e individualmente indicadas para ser
incorporadas como referencia.

Leyendas de las figuras

La figura 1 ilustra la alineacién de secuencias (A) entre los 59 nucleétidos presentes (a) al final de las secuencias de
E1l de VPH-16 nativas y (b) al inicio de las secuencias de E2 de VPH-16, y (B) entre los 59 nucleétidos presentes
(a) al final de las secuencias de E1 de VPH-16 nativas o al inicio de las secuencias de E2 de VPH-16 nativas, y (b) la
SEC ID n®: 9.

La figura 2 ilustra la alineacion de secuencias (A) entre las secuencias que codifican el E6 de VPH-16 y VPH-18, y
(B) entre las secuencias que codifican el E6 de VPH-16 y la SEC ID n°: 14.

Los siguientes ejemplos son proporcionados para ilustrar la presente invencion.
Ejemplos

Las construcciones que se describen a continuacion se llevan a cabo segun las técnicas generales de ingenieria
genética y clonaciéon molecular descritas con detalle en Maniatis et al (1989, Laboratory Manual, Cold Spring Harbor
Laboratory Press, Cold Spring Harbor, Nueva York) o segln las recomendaciones del fabricante, cuando se utiliza
un kit comercial. Las técnicas de amplificacion de PCR son conocidas por el experto en la materia (véase, por
ejemplo, PCR protocols -A guide to methods and applications, 1990, publicado por Innis, Gelfand, Sninsky y White,
Academic Press). Los plasmidos recombinantes portadores del gen de resistencia a la ampicilina se replican en E.
coli C600 (Stratagene), BJ5183 (Hanahan, 1983, J. Mol. Biol. 166, 557-580) y NM522 sobre agar o medio liquido
suplementado con 100 pg/ml de antibidtico. Las construcciones de los virus de la vaccinia recombinantes se llevan a
cabo segun la tecnologia convencional del sector, descrita en los documentos citados anteriormente y en Mackett et
al (1982, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 79, 7415-7419) y Mackett et al (1984, J. Virol. 49, 857-864). El gen de seleccién
gpt (xantina-guanina fosforribosiltransferasa) de E. coli (Falkner y Moss, 1988, J. Virol. 62, 1849-1854) se utiliza para
facilitar la seleccion de los virus de la vaccinia recombinantes.
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Ejemplo 1: Construccién de un vector de MVA que expre  salos genes de E1 y E2 de VPH-16 (MVATG17410)

a) Construccién de un vector de MVA recombinante que codifica el gen de E2 de VPH-16 (MVATG17408)

Clonacién del gen de E2 de VPH-16

Las secuencias de nucledtidos que codifican el E2 de VPH-16 se clonaron a partir del ADN gendémico aislado de
células CaSki (ATCC CRL-1550). El gen de E2 se amplifico utilizando los cebadores OTG16809 (SEC ID n° 16) y
OTG16810 (SEC ID n°: 17). El fragmento resultante se digiri6 con BamHI y EcoRIl y se inserté en pGEX2T
(Amersham Biosciences) restringido por las mismas enzimas, obteniéndose pTG17239. La secuenciacion del gen de
E2 clonado mostré cinco mutaciones en comparacion con la secuencia prototipica de E2 de VPH16 (descrita en
Genbank NC-01526). Dos mutaciones eran silenciosas, y las tres no silenciosas (T210l, S219P, K310T) se
corrigieron utilizando el kit QuickChange Site Directed Mutagenesis (Stratagene), obteniéndose pTG17268.

Modificacién del polipéptido E2 de VPH-16

Las secuencias de nucleétidos de E2 incorporadas a pTG17268 se modificaron mediante mutagénesis dirigida al
sitio con el fin de generar una variante de E2 de VPH-16 (E39A y 173A) designada E2*. Mas especificamente, la
funcién de replicacion del E2 se suprimié mediante la sustitucion del residuo de Glu de la posicién 39 por una Ala, y
la funcién de transactivacion mediante la sustitucion del residuo de lle de la posicién 73 por una Ala. El plasmido
pTG17318 resultante comprende las secuencias modificadas que codifican el E2* de VPH-16.

El E2* de VPH-16 se modificd adicionalmente mediante la fusién en su extremo N-terminal a un péptido sefial, y en
su extremo carboxiterminal a una secuencia de anclaje a membrana derivada de la glucoproteina del virus de la
rabia (cepa PG; Genbank ay009097) con el fin de dirigir la presentacion del E2* de VPH-16 en las células
hospedadoras expresoras en la superficie de la membrana plasmatica. Las secuencias de nucleétidos (SEC ID n°:
12) que codifican la variante de E2 deficiente de presentacion membranaria, designadas SS-E2*-TMR, se volvieron
a unir por triple PCR utilizando los siguientes cebadores: OTG17500 (SEC ID n° 18), OTG17501 (SEC ID n°: 19),
OTG17502 (SEC ID n°: 20), OTG17503 (SEC ID n°: 21), OTG17504 (SEC ID n°: 22) y OTG17505 (SEC ID n°: 23).
La reensamblada se insertd en un vector derivado de pBS (Stratagene) para obtener pTG17360, y a continuacion se
cloné en un plasmido de transferencia de vaccinia posterior al promotor pH5R (Rosel et al, 1986, J. Virol. 60, 436-
449), obteniéndose pTG17408.

El plasmido de transferencia esta disefiado para permitir la insercion de la secuencia de nucleétidos que se pretende
transferir por recombinacién homéloga en la delecién 11l del genoma de MVA. Se origina a partir del plasmido pTG1E
(descrito en Braun et al, 2000, Gene Ther. 7, 1447-57) en el que se clonaron las secuencias flanqueantes (BRG3 y
BRD3) que rodean la delecién Il de MVA, que a su vez se obtuvieron por PCR a partir de ADN de MVATGN33.1
(Sutter y Moss, 1992, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 89, 10847-51). El plasmido de transferencia también contiene una
fusion entre la proteina verde fluorescente mejorada de Aequorea victoria (gen eGFP, aislado a partir de pEGP-C1,
Clontech) y el gen de xantina-guanina fosforribosiltransferasa de Escherichia coli (gen gpt) bajo el control del
promotor sintético temprano tardio del virus de la vaccinia p11K7.5 (proporcionado amablemente por R. Wittek,
Universidad de Lausana). La sintesis de la xantina-guanina fosforribosiltransferasa permite que el MVA
recombinante GPT" forme placas en un medio selectivo que contiene acido micofendlico, xantina e hipoxantina
(Falkner et al, 1988, J. Virol. 62, 1849-54) y eGFP permite la visualizacion de las placas de MVA recombinante. El
marcador de seleccion eGPP-GPT se coloca entre dos secuencias homélogas en la misma orientacion. Cuando se
alcanza la seleccion de clones, el marcador de seleccién se elimina facilmente mediante varios pases sin seleccion,
permitiendo el crecimiento de MVA recombinante de eGPP-GPT.

Construccion de un MVA recombinante que expresa el gen SS-E2*-TMR de VPH-16

La generacion del virus MVATG17408 se llevé a cabo mediante la recombinacién homéloga en fibroblastos
primarios de embrién de pollo (CEF) infectados con MVATGN33.1 (a una MOI de 0,1 ufp/célula) y transfectados con
pTG17408 (segun la precipitacion estandar de ADN con fosfato de calcio). La seleccion virica se llevé a cabo por
tres rondas de purificacién en placa en presencia de un medio selectivo que contenia acido micofendlico, xantina e
hipoxantina. Tal como se ha mencionado anteriormente, a continuacion se elimind el marcador de seleccion por
pase en un medio no selectivo. La ausencia de contaminacién por MVA parental se verificd por PCR.

El analisis de la expresién de E2 se realizé por transferencia Western. Se infectaron CEF a una MOI de 0,2 con
MVATG17408 y tras 24 horas se recolectaron las células. El analisis por transferencia Western se realiz6 utilizando
anticuerpo TVG271 monoclonal anti-E2 comercial (Abcam). Se detectd la expresion de una proteina con un peso
molecular aparente de 55 kDa, mientras que el peso molecular teérico de E2*-TMR es de 48,9 kDa. Tras el
tratamiento de los extractos celulares con endoglicosidasa F, se observé una reduccion del tamafio de la proteina
recombinante, lo que sugiere que el polipéptido E2*-TMR expresado a partir de MVATG17408 esté glicosilado en N.
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b) Construccién de un MVA recombinante que codifica un gen de E1 de VPH-16 degenerado en la porcién que se
solapa con el gen E2 de VPH-16 (MVATG17409)

Las secuencias de nucleétidos que codifican el polipéptido E1 de VPH-16 se clonaron a partir del ADN de células
CaSki (ATCC CRL-1550). Mas especificamente, el gen de E1 se amplificé en dos partes Ela (nt 1 a 1.102) y E1b (nt
1.001 a 1.950). Se utilizaron los cebadores OTG16811 (SEC ID n°: 24) y OTG16814 (SEC ID n°: 25) para amplificar
el fragmento Ela, que se digiri6 con BamHI y EcoRI y se insertd en pGEX2T restringido por las mismas enzimas,
obteniéndose pTG17240. El fragmento E1lb se generé utilizando OTG16813 (SEC ID n°: 26) y OTG16812 (SEC ID
n% 27) y se digiri6 con BamHI y EcoRI antes insertarse en pGEX2T, obteniéndose pTG17241. La secuenciacion
mostré 4 mutaciones en comparacion con la secuencia prototipica de E1 de VPH-16 (descrito en Genbank NC-
01526). Una mutacién era silenciosa, y las tres mutaciones no silenciosas presentes en Ela (K130Q, N185T y
T220S) se corrigieron por mutagénesis dirigida al sitio. A continuacién, el gen de E1 completo se reensamblé por
clonacion del fragmento Ela corregido en pTG17241 digerido por BsrGl y EcoRIl. El plasmido resultante se
denominé pTG17289.

En el genoma de VPH-16, los 59 ultimos nucleétidos del gen de E1 son idénticos a los 59 primeros nucledtidos del
gen de E2. Con el fin de evitar el problema de la inestabilidad durante las etapas de produccion de un vector de MVA
que codifica los polipéptidos E1 y E2, esta porcion de las secuencias que codifican el E1 se modific6 mediante
modificaciones del uso de codones a fin de disminuir la homologia de secuencia con respecto a la secuencia que
codifica el E2. La secuencia degenerada (SEC ID n°: 9) se obtuvo por amplificacién del extremo 3’ del gen de E1
utilizando los cebadores degenerados OTG17408 (SEC ID n° 28) y OTG17409 (SEC ID n° 29). El fragmento
amplificado se digirié con Nsil y Bglll y se inserté en pTG17289 restringido por las mismas enzimas, obteniéndose
pTG17340.

Las secuencias de E1 degeneradas de VPH-16 también se mutaron por mutagénesis dirigida al sitio con el fin de
suprimir la funcién de replicacion del polipéptido E1 codificado mediante la sustitucion del residuo de Gly de la
posicion 482 del E1 de VPH-16 por un residuo de Asp (G482D; también designado E1* en la presente memoria),
obteniéndose pTG17373.

Las secuencias E1ldeg* de VPH-16 también se modificaron con el fin de dirigir la expresion del polipéptido codificado
a la superficie de la membrana plasmatica de la célula mediante fusién con los péptidos sefial y de anclaje a
membrana derivados de la glucoproteina del virus de la rabia (cepa ERA; descrita en Genbank N °© M38452). La
secuencia SS-Eldeg*-TMR (SEC ID n°: 10) se reconstituy6 por triple PCR utilizando los cebadores OTG17560 (SEC
ID n°: 30), OTG17561 (SEC ID n°: 31), OTG17562 (SEC ID n°: 32), OTG17563 (SEC ID n°: 33), OTG17564 (SEC ID
n° 34) y OTG17565 (SEC ID n°: 35). El fragmento resultante se insertd en un vector derivado de pBS (Stratagene),
obteniéndose pTG17404. A continuacion, la secuencia SS-E1deg*-TMR se cloné en el plasmido de transferencia de
vaccinia posterior al promotor p7.5K (Cochran et al, 1985, J. Virol. 54, 30-7), obteniéndose pTG17409.

La generacion de virus MVATG17409 se llevo a cabo en CEF mediante recombinaciéon homologa, tal como se ha
descrito anteriormente.

¢) Construccién de un vector de MVA recombinante gue codifica los genes de E1 y E2 de VPH-16 (MVATG17410)

La secuencia SS-Eldeg*-TMR controlada por el promotor p7.5K se aislé a partir de pTG17409 y se inserté en
pTG17408, obteniéndose pTG17410.

La generacion de virus MVATG17410 se llevo a cabo en CEF mediante recombinaciéon homologa, tal como se ha
descrito anteriormente.

Ejemplo 2: Construccion de un vector de MVA que codif ica los genes de E1 y E2 de VPH-18 (MVATG17582)

Los genes E1 y E2 de VPH-18 se reconstituyeron como genes sintéticos y los oligonucleétidos se disefiaron con el
fin de (i) reducir el porcentaje de homologia entre las porciones homologas compartidas por las secuencias de VPH-
16 y VPH-18 nativas a menos del 75% (se alinearon las secuencias de los genes de E1 y E2 VPH-16 y VPH-18 y los
oligonucledtidos se disefiaron con el fin de reducir la homologia a menos de 5 nucleétidos consecutivos), (ii) reducir
la homologia a menos del 75% entre la porcién de 59 nucledtidos presente en el extremo 3’ de la secuencia de E1
de VPH-18 nativa y en el extremo 5’ de la secuencia de E2 de VPH-18, y (iii) introducir las mutaciones que eliminan
las funciones enzimaticas del producto génico de E1y E2 de VPH-18 (E1: G489D, E2: E43A y I77A).

La secuencia degE1l* de VPH-18 se reconstituyé mediante el ensamblaje de 50 oligonucleétidos y se cloné en un
vector pBS, obteniéndose pTG17473. A continuacion, la secuencia de E1 se fusiond a las secuencias de
sefializacion de clones de la proteina F del virus del sarampiéon (SS-18Eldeg*-TMF) mediante una triple PCR
utilizando los cebadores OTG15315 (SEC ID n°: 36), OTG17881 (SEC ID n° 37), OTG17882 (SEC ID n°: 38),
OTG17883 (SEC ID n°: 39), OTG17884 (SEC ID n°: 40) y OTG17885 (SEC ID n°: 41). El fragmento resultante (SEC
ID n% 11) se clon6é en un vector de transferencia de MVA bajo el control del promotor p7.5K, obteniéndose
pTG17521.
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La secuencia degE2* de VPH-18 se reconstituyé mediante el ensamblaje de 26 oligonucleétidos y se cloné en un
vector pBS, obteniéndose pTG17498. La fusion con los péptidos sefial y de anclaje a membrana de la glucoproteina
del virus de la rabia (cepa ERA; Genbank N° M38452) se llevé a cabo por triple PCR utilizando los cebadores
OTG17875 (SEC ID n°: 42), OTG17876 (SEC ID n°: 43), OTG17877 (SEC ID n° 44), OTG17878 (SEC ID n° 45),
OTG17879 (SEC ID n°: 46) y OTG17880 (SEC ID n°% 47). El casete SS-18E2*-TMR se inserté en el plasmido de
transferencia de MVA posterior al promotor pH5R, obteniéndose pTG17552. Por ultimo, el casete p7.5K-SS-Eldeg*-
TMF se aisl6 a partir de pTG17521 y se inserté en pTG17552, obteniéndose pTG17582.

La generacién de MVATG17521, MVATG17552 y MVATG17582 recombinantes se llevd a cabo tal como se ha
descrito anteriormente.

Ejemplo 3: Construccion de un vector de MVA multivale nte que expresa los genes de E1 y E2 de VPH-16 y
VPH-18 (MVATG17583)

El casete p7.5K-SS-18E1deg*-TMF y el casete pH5R-SS-18E2*-TMR se introdujeron en pTG17410 (que contenia el
casete p7.5K-SS-16E1deg*-TMR y el pH5R-SS-16E2*-TMR) y el plasmido de transferencia resultante se denominé
pTG17583. La generacion de MVATG17583 se llevo a cabo como se ha descrito anteriormente.

Ejemplo 4: Construccién de un virus recombinante mul tivalente que expresa los genes de E6 y E7 de VPH-16
y VPH-18

El MVATG16327 es un virus MVA recombinante que expresa variantes de anclaje membranario y no oncogénicas
de los polipéptidos E6 y E7 de VPH-16 y VPH-18. Las secuencias de nucleétidos de E6 y E7 se mutaron a fin de
eliminar sus propiedades oncogénicas (E6* y E7*) y se fusionaron a secuencias que codificaban péptidos sefial y de
anclaje membranario adecuados (E6*tm, E7*tm). Mas especificamente, el polipéptido E7* de VPH-18 se fusioné
respectivamente en sus extremos N y C con los péptidos sefial y de anclaje membranario de la glucoproteina F del
virus del sarampién, mientras que el E6* de VPH-16, el E7* de VPH-16 y el E6* de VPH-18 se fusionaron con
péptidos sefial y de anclaje membranario derivados de los de la glucoproteina del virus de la rabia. Por otra parte,
las secuencias de nucledtidos E6 y E7 de VPH-18 se modificaron adicionalmente por modificacién del uso de
codones a fin de disminuir la homologia con sus equivalentes de VPH-16. Con este propdsito, se alinearon las
secuencias de los genes de VPH-16 y VPH-18 nativos y se llevo a cabo una degeneracion de codones a fin de
reducir la homologia a menos de 5 nucleétidos consecutivos. En el vector, las secuencias de E6 de VPH-16 y VPH-
18 se disponen bajo el control del promotor p7.5K en orientacion opuesta entre si, mientras que las secuencias de
E7 de VPH-16 y VPH-18 estan dirigidas por el promotor H5R y todos los casetes de expresion se insertan en la
region de escision 11l del genoma de MVA.

a) Construccién del casete de expresiéon E7*tm de VPH-16

El gen de E7 de VPH-16 se aisl6 a partir de células Caski y se modificé con el fin de que codificara un polipéptido E7
no oncogénico y de presentacion membranaria (16E7*tmR), tal como se describe en el documento WO 99/03885.
Se llevaron a cabo mutaciones no oncogénicas mediante la deleciéon de los residuos de aminoacidos 21-26
(ADLYCYE) y la presentacion membranaria por fusion de la secuencia mutada E7* respectivamente, en sus
extremos 5’ y 3’ con las secuencias que codifican los péptidos sefial y de anclaje membranario clonados a partir de
la glucoproteina del virus de la rabia (cepa ERA; Genbank, nimero de acceso M38452). La secuencia resultante se
cloné bajo el control del promotor temprano-tardio pH5R (Rosel et al, 1986. J. Virol. 60, 436-9) y el casete se
introdujo en un vector derivado de pBS, obteniéndose pTG16161.

b) Clonacién de los casetes de expresidon E6*tm de VPH-16 y E6*tm de VPH-18

El gen de E6 de VPH-16 se aislo y modificé con el fin de que codificara un polipéptido E6 no oncogénico y de
presentacién membranaria, tal como se describe en el documento WO 99/03885. Se llevaron a cabo mutaciones no
oncogénicas mediante la delecién de los residuos de aminoacidos 118 a 122 (ACPEEK) y la presentacion
membranaria por fusion de la secuencia mutada E6*, respectivamente, en sus extremos 5’ y 3’ con las secuencias
gue codifican los péptidos sefial y de anclaje membranario derivados de la glucoproteina del virus de la rabia (cepa
PG; Genbank, nimero de acceso ay009097). Esto se realizé6 mediante la insercion de la secuencia E6* mutada en
un vector que contenia la secuencia del péptido sefial y la secuencia del péptido de anclaje membranario separadas
por un sitio BamHI, obteniéndose pTG16097.

Se generé una secuencia E6 de VPH-18 sintética mediante el ensamblaje de los oligonucleétidos OTG15174 (SEC
ID n° 48), OTG15175 (SEC ID n°: 49), OTG15176 (SEC ID n°: 50), OTG15177 (SEC ID n° 51), OTG15178 (SEC ID
n% 52), OTG15179 (SEC ID n°: 53), OTG15180 (SEC ID n°: 54) y OTG15181 (SEC ID n°: 55). Los oligonucle6tidos
se disefiaron con el fin de introducir la deleciéon de codones que codifican los residuos de aminoacidos 113 a 117
(mutacién no oncogénica ANPAEK) y para degenerar el uso de codones con el fin de reducir la homologia con el
gen de E6 de VPH-16 (secuencia degenerada). A continuacion, la secuencia sintética resultante se fusioné
respectivamente en sus extremos 5 y 3’ con las secuencias que codifican los péptidos sefial y de anclaje
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membranario derivados del gen de la glucoproteina del virus de la rabia, a fin de obtener la secuencia indicada en la
SEC ID n° 14, obteniéndose pTG16160. Las secuencias E6*tmR de VPH-16 y degE6*tmR de VPH-18 se insertaron
en orientacion opuesta, cada una de ellas bajo el control del promotor p7.5K. A continuacion, se introdujeron los
casetes en pTG16161 para generar pTG16215.

c) Clonacién del casete de expresiéon E7*tmF de VPH-18

Se generé una secuencia E7 de VPH-18 sintética mediante el ensamblaje de los oligonucleétidos OTG14773 (SEC
ID n°: 56), OTG14774 (SEC ID n°: 57), OTG14775 (SEC ID n°: 58), OTG14776 (SEC ID n°: 59), OTG14777 (SEC ID
n% 60) y OTG14778 (SEC ID n° 61). Los oligonucleétidos se disefiaron con el fin de introducir la delecién de
codones que codifican los residuos de aminoacidos 24 a 28 (mutacién no oncogénica ADLLCH) y para degenerar el
uso de codones con el fin de reducir la homologia con el gen de E7 de VPH-16 (secuencia degenerada). A
continuacion, la secuencia sintética resultante se fusiond en sus extremos 5 y 3', respectivamente, con las
secuencias codificantes de los péptidos sefial y de anclaje membranario clonados a partir de la proteina F del virus
del sarampién (descrita en el documento EP 0 305 229). La secuencia resultante (SEC ID n°: 15) se cloné bajo el
control del promotor pH5R y el casete se introdujo en un vector derivado de pBS para generar pTG16015.

d) Construccién del plasmido de transferencia pTG16327

El plasmido de transferencia pTG6019 (descrito en el ejemplo 2 del documento WO 99/03885) contiene secuencias
homologas que flanquean la delecion 11l de MVA. Se modific6 como se describe a continuacion. Se introdujo un
policonector sintético, obtenido por hibridacion de los cebadores OTG15040 (SEC ID n° 62) y OTG15041 (SEC ID
n% 63), en pTG6019 digerido por BamHI y Sacl, obteniéndose pTG16007. Se aislé6 un fragmento Sacl-Sacl que
contenia el casete de expresion que codifica gpt de E. coli bajo el control del promotor temprano-tardio pH5R a partir
de pTG14033 (descrito en el ejemplo 2 del documento EP 1 146 125) y se introdujo en pTG16007 digerido por Sacl,
obteniéndose pTG16093. La sintesis de la xantina-guanina fosforribosiltransferasa permite que el MVA
recombinante GPT" forme placas en un medio selectivo que contiene acido micofendlico, xantina e hipoxantina
(Falkner et al, 1988. J. Virol. 62, 1849-54). El marcador de seleccion GPT se coloca entre dos secuencias
homologas en la misma orientacion. Cuando se alcanza la seleccion de clones, el marcador de seleccion se elimina
facilmente mediante varios pases sin seleccion, permitiendo el crecimiento de MVA recombinante de GPT.

Se aislo un fragmento Hindlll-Smal que contenia el casete de expresion degE7*TMF de VPH-18 a partir de
pTG16015 y se introdujo en pTG16093 digerido por las mismas enzimas, obteniéndose pTG16105. Por otro lado, se
digiri6 pTG16215 con Sall y EcoRl, se traté con ADN-polimerasa de T4 y el fragmento resultante que contenia los
casetes de expresion E7*tmR de VPH-16, E6*tmR de VPH-16 y degE6*tMR de VPH-18 se introdujo en pTG16105
digerido por Smal, obteniéndose pTG16327 (figura 2).

e) Generacién de MVATG16327

La generacion de MVATG16327 se llevo a cabo por recombinaciéon homdloga en fibroblastos primarios de embrion
de pollo (CEF). Con este proposito, se transfecté pTG16327 seguln la precipitacion estandar de ADN con fosfato de
calcio sobre CEF previamente infectados con MVATGN33.1 a una MOI de 0,1 ufp/célula. La seleccion virica se llevé
a cabo por tres rondas de purificacién en placa sobre CEF en presencia de un medio selectivo que contenia acido
micofendlico, xantina e hipoxantina. A continuacion se elimind el marcador de seleccion por pase en un medio no
selectivo. La ausencia de contaminacion por MVA parental se verificé por PCR.

El analisis de la expresién génica se realiz6 por transferencia Western. Se infectaron CEF a una MOI de 0,2 con
MVATG16327 y tras 24 horas se recolectaron las células. El andlisis por transferencia Western se llevé a cabo
utilizando anticuerpos policlonales de conejo contra las proteinas E6 y E7 de VPH-16 y VPH-18, respectivamente.
Los resultados muestran que todos los polipéptidos de VPH estaban correctamente expresados a partir de
MVATG16327.

f) Estudio de la estabilidad genética de MVATG16327

Se llevaron a cabo cinco pases de MVATG16327 sobre CEF infectados a una MOI de 10 ufp/célula y 10 ufp/cell.
La estabilidad genética se evaludé en 100 clones viricos aislados a partir del quinto pase de la reserva de
investigacion. Se utilizaron dos métodos: amplificacion por PCR para determinar la estructura de los casetes de
expresion y deteccidn de antigenos por transferencia Western. Los resultados del analisis por PCR mostraron que el
99% de los clones contenia los casetes de expresion de interés. La inmunedeteccién puso de manifiesto que el 97%
de los clones expresaban los cuatro antigenos: los polipéptidos E6*tm y E7*tm de VPH-16 y VPH-18.

Estos andlisis mostraron que el 97% de los clones derivados de MVATG16327 se conformaron después de cinco
pases, lo que indica una buena estabilidad genética de este constructo.
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Ejemplo 5: Construccion de un vector de MVA multivale nte que expresa los genes de E2 de VPH-16, VPH-18,
VPH-33 y VPH-52.

Geneart (Regensburg, Alemania) sintetizd un gen sintético que codifica el polipéptido E2 de VPH-33. La secuencia
sintética se disefid a fin de (i) reducir el porcentaje de homologia a menos del 75% con los genes de E2 de VPH-16,
VPH-18 y VPH-52 (si es posible, las porciones homadlogas se reducen a menos de 6 nucledtidos consecutivos), y (i)
introducir las mutaciones que eliminan las funciones enzimaticas del producto génico de VPH-33 (E39A y I73A).

A continuacién, la secuencia de degE2* de VPH-33 se fusion6 con la secuencia de nucleétidos que codifica los
péptidos sefal y de anclaje membranario de la glucoproteina del virus de la rabia (cepa ERA, Genbank N° M38452).
Esto se llevo a cabo por triple PCR utilizando los cebadores OTG18962 (SEC ID n°: 72), OTG18963 (SEC ID n°: 73),
OTG18964 (SEC ID n°: 74), OTG18965 (SEC ID n°: 75), OTG18966 (SEC ID n°: 76) y OTG18967 (SEC ID n°: 77).
El fragmento resultante (SEC ID n° 67) que codifica el polipéptido SS-33degE2*-TMR se cloné en un vector de
transferencia de MVA bajo el control del promotor p7.5K, y se generaron particulas viricas tal como se ha descrito
anteriormente.

Geneart (Regensburg, Alemania) sintetizé un gen sintético que codifica el polipéptido E2 de VPH-52. La secuencia
sintética se disefid a fin de (i) reducir el porcentaje de homologia a menos del 75% con los genes de E2 de VPH-16,
VPH-18 y VPH-33 (preferentemente, las porciones homélogas se reducen a menos de 6 nucledtidos consecutivos),
y (ii) introducir las mutaciones que eliminan las funciones enzimaticas del producto génico de VPH-52 (E39A y I173A).

A continuacion, la secuencia de E2*deg de VPH-52 se fusion6é con secuencias de nucleétidos que codifican los
péptidos sefial y de anclaje membranario de la proteina F del virus del sarampién (obteniéndose SS-52E2*deg-TMF)
mediante una triple PCR utilizando los cebadores OTG18968 (SEC ID n° 78), OTG18969 (SEC ID n°: 79),
OTG18970 (SEC ID n°: 80), OTG18971 (SEC ID n°: 81), OTG18972 (SEC ID n°: 82) y OTG18973 (SEC ID n°: 83).

El fragmento resultante (SEC ID n° 69) que codifica el polipéptido SS-52E2*deg-TMF se inserté en un vector de
transferencia de MVA posterior al promotor p7.5K, y se generaron particulas viricas tal como se ha descrito
anteriormente.

Se introdujeron el casete pH5R-SS-18E2*-TMR que codifica el polipéptido E2 de VPH-18 de presentacion
membranaria y enzimaticamente deficiente (aislado a partir de pTG17552), el casete p7.5-SS-33degE2*-TMR que
codifica el polipéptido E2 de VPH-33 de presentacion membranaria y enzimaticamente deficiente y el casete p7.5-
SS-52degE2*-TMF que codifica el polipéptido E2 de VPH-52 de presentacién membranaria y enzimaticamente
deficiente se introdujeron en pTG17408 (que contenia el casete pH5R-SS-16E2*-TMR), y se generaron particulas
viricas tal como se ha descrito anteriormente.
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Ser
270

Asn

Pro

Cys
15

Asp
Asp
Glu
His
Leu
95

Lys
Phe
Gln
Gln
Ser
175
Len
Met
val
Ala
Leu
255
Trp

Arg

Met:

Asn
Ala
Leu
Thr
Arg
80

Ser
Ala
Glu
Met
Tyr
160
Gly
Thr
Leu
Arg
Ala
240
Gln
Gly

Glu

Cys
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ES 2416361 T3

290 295
Met Met Ile Glu Pro Pro Lys Leu Arg Ser
305 310
Trp Tyr Lys Thr Gly Ile Ser Asn lle Ser
325 330
Pro Glu Trp 1le Gln Arg Gln Thr Val Leu
340 345
Cys Thr Phe Glu Leu Ser Gln Met Val Gln
355 360
Ile val Asp Asp Ser Glu Ile Ala Tyr Lys
370 375
Thr Asn Ser Asn Ala Ser Ala Phe Leu Lys
385 390
Ile vVal Lys Asp Cys Ala Thr Met Cys Arg
405 410
Lys Lys Gln Met Ser Met Ser Gln Trp Iie
420 425
Val Asp Asp Gly Gly Asp Trp Lys Gln Ile
435 440
Gln Gly Val Glu Phe Met Ser Phe Leu Thr
450 455
Gln Gly Ile Pro Lys Lys Asn Cys Ile Leu

Thr Gly Lys Ser Leu Phe Gly Met Ser Leu
485 430

Ser Val Ile Cys Phe Val Asn Sexr Lys Ser

500 505
Leu Ala Asp Ala Lys Ile Gly Met Leu Asp
315 520
Trp Asn Tyr Ile Asp Asp Asn Leu Arg Asn
530 535

Val Ser Met Asp Val Lys His Arg Pro Leu

545 550

Pro Leu Leuw Ile Thr Ser Asn Ile Asn Ala
565 570

Pro Tyr Leu His Asn Arg Leu Val Val Phe

580 : 585
Pro Phe Asp Glu Asn Gly Asn Pro Val Tyr
595 600
Trp Lys Ser Phe Phe Ser ARrg Thr Trp Ser
610 615

Asp Glu Asp Lys Glu Asn Asp Gly Asp Ser

625 630

Val Ser Gly Gln Asn Thr Asn Thr Leu
645

<210> 2

<211> 365

<212> PRT

<213> Virus del papiloma humano tipo 16

<400> 2

Met Glu Thr Leu Cys Gln Arg Leu Asn Val
1 5 10
Thr His Tyr Glu Asn Asp Ser Thr Asp Leu
20 25
Trp Lys His Met Arg Leu Glu Cys Ala Ile
35 40
Met Gly Phe Lys His Ile Asn His Gln Val
. 50 ' " 55 : S

Thr
315
Glu
Gln
Trp
TYyr
Ser
395
His
Lys
val
Ala

Leu

475
Met

His
Asp
Ala
Val
555
Gly
Thr
Glu

Arg

Leu
635

Cys
Arg
Tyr

Val

300
Ala

Val
His
Ala
Ala
380
Asn
Tyr
Tyr
Met
Leu
460
Tyr
Lys
Phe
Ala
Leu
540
Gln
Thr
Phe
Leu
Leu

620
Pro

Gln
Asp
Tyr

Pro
60

Ala
Tyr
Ser
Tyr
365
Gln
Ser
Lys
Arg
Phe
445
Lys
Gly
Phe
Trp
Thr
525
Asp
Leu
Asp
Pro
Asn
605

Ser

Thr

Asp
His
Lys

15
Thr

26

Ala
Gly
Phe
350
Asp
Leu
Gln
Arg
Cys
430
Leu
Axrg
Ala
Leu
Leu
510
val
Gly
Lys
Ser
Asn
590
Asp

Leu

Phe

Lys
Ile
Ala

Leu

Leu
Asp
335
Asn
Asn
Ala
ala
Ala
415
Asp
Arg
Phe
Ala
Gln
495
Gln
Pro
Asn
Cys
Arg
575
Glu
Lys
His

Lys

Ile
15
Asp

Arg

ala

Tyr
320
Thr
Asp
Asp
Asp
Lys

400
Glu

Leu
Pro
560
Trp
Phe
Asn

Glu

Cys
640

Leu
Tyr
Glu

val
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15

Ser
65

Thr
val
His
Met
val
145
His
Lys
Ile
Glu
Lys
225
Pro
Leu
Ser

Val

Phe
305
Trp

Tyr

Pro

Lys
Ile
Ser
Gly
His
130
Thr
Glu
Tyr
Leu
Ile
210
Ala
Arg
His
Ser
His
290
Lys
Thr
Asp

Lys

<210>3
<211> 158
<212> PRT
<213> Virus del papiloma humano tipo 16

<400> 3

Met
1
Arg
Ile
val
Asn
65
Ser

Gin

Cys

Lys

Ser
145

His
Lys
Ile
Tyr
50

Fro
Glu
Gln

Gln

Gln
130
Cys

<210>4

<211>98

Ty
Leu
Tyr
115
Tyr
Val
Gly
Ser
Cys
195
Ile
Val
Ser
Arg
His
275
Leu
Lys
Gly

Ser

Thr
355

Gln
Leu
Leu
35

Asp
Tyr
Tyr
Tyr

Lys

115
Arg

Cys

<212> PRT
<213> Virus del papiloma humano tipo 16

Lys
Asn
Glu
10¢
Thr
Thr
Val
Ile
Lys
180
Pro
Arg
Ala
Glu
Asp
260
Lys
Lys
His
His
Glu

340
Ile

Lys
Pro
Glu
Phe
Ala
Arg
Asn
100
Pro

Phe

Arg

Ala
Ser
85

Val
Val
Asn
Glu
Arg
165
Asn
Thr
Gln
Leu
Pro
245
Ser
Gly
Gly
Cys
Asn
325
TIrp

Thr

Arg
Gln
Cys
Ala
val
His
85

Lys

Leu

His

Ser

Leu
70

Gln
Tyr
Glu
Tep
Gly
150
Thr
Lys
Ser
Ris
Gly
230
Asp
vVal
Arg
Asp
Thr
310
Val
Gln

Val

Thr
Leu
Val
Phe
Cys
70

Tyr

Pro

Cys

Asn

Ser
150

Gln
Tyr
Leu
val
Thr
135
Gln
Tyr
Val
Val
Len
215
Thr
Thr
Asp
Ile
Ala
255
Leu
Lys
Arg

Ser

Ala
Cys
Tyr
Arg
55

AsSp
Cys
Leu

Pro

Ile
135
Arg

Ala
Ser
Thr
Gln
120
His
val
Phe
Trp
Phe
200
Ala
Glu
Gly
Ser
Asn
280
Asn
Tyr
His
Asp

Thr
360

Met
Thr
Cys
40

Asp
LysS
Tyr
Cys
Glu

120
Arg

Thr

Ile
Asn
Ala
105
Phe
1le
Asp
val
Glu
185
Ser
Asn
Glu
Asn
Ala
265
Cys
Thr
Thr
Lys
Gln

345
Gly

Phe
Glu
25

Lys
Leu
Cys
Ser
Asp
105
Glu
Gly

Arg

ES 2416361 T3

Glu
Glu
Pro
Asp
Tyr
Tyr
Gln
170
val
Ser
His
Thr
Pro
250
Pro
Asn
Leu
Ala
Sar
330

Fhe

Phe

Gin
Leu
Gln
Cys
Leu
Leu
90

Leu

Lys

Arg

Arg

Leu
75

Lys
Thr
Gly
Ile
Tyx
159
Phe
His
Asn
Pro
Gin
235
Cys
Ile
Ser
Lys
Val
315
Ala

Leu

Met

Asp
Gln
Gln
Ile
Lys
15

Tyr
Leu

Gln

Trp

Glu
155

Gln Leu
Trp Thr
Gly Cys
Asp lle
125
Cys Glu
140
Gly Leu
Lys Asp
Ala Gly
Glu Vval
205
Ala Ala
220
Thr Thr
Hig Thr
Leu Thr
Asn Thr
285
Cys Leu
300
Ser Ser
Ile Val
Ser Gln

Ser 1le
365

Pro Gln
Thr Thr
Leu Leu
45
Val Tyr
Phe Tyr
Gly Thr
Ile Arg
Arg His
125
Thr Gly

140
Thr Gln

27

Thr
Leu
Ile
110
Cys
Glu
Tyr
Asp
Gly
190
Ser
Thr
Ile
Thr
Ala
270
Thr
Arg
Thr
Thr

val
350

Glu
Ile
30

Arg
Arg
Ser
Thr
Cys
110
Leu

Arg

Leu

Leu
Gln
95

Lys
Asn
Ala
Tyr
Ala
175
Gln
Ser
His
Gln
Lys
255
Phe
Pro
Tyr
Trp
Leu

335
Lys

Arg
His
Arg
Asp
Lys
Leu
95

Ile

Asp

Cys

Glu
80

Asp
Lys
Thr
Ser
Val
160
Glu
Val
Prg
Thr
Arg
240
Leu
AsD
Ile
Arg
His
320
Thr

Ile

Pro
Asp
Glu
Gly
Ile
Glu
Asn

Lys

Met
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15

<400> 4

Met His
1

Gly Asp Thr

5

Pro Glu Thr Thr asp

20

Glu Glu Glu Asp Glu

Arg Ala
50

Leu Arg

€5

Asp Leu

Lys Pro

<210>5

35

His Tyr Asn

Leu Cys Val

Leu Met Gly

<211> 737
<212> PRT
<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Polipéptido E1 defectuoso en la preplicaciéon y anclado a la membrana de VPH-16

<400> 5

Met Val
1
Cys Phe

Glu Gly

Lys Lys
50

Asp Thr

65

Leu Thr

Glu Ala
Leu Gly

Ser Pro
130

Lys Arg

145

Val Glu

Pro
Gly
Thr
Thr
Gly
Gln
Lys
Ser
115
Arg
Arg

Thr

Gln
Lys
20

Gly
Gly
Glu
Ala
Gln
100
Pro
Leu

Leu

Gln

85

Ala
Phe
Cys
Asp
Asp
Glu
85

His
Leu
Lys
Phe

Gln
165

Pro
Leu
Ile
Ile
Gln

70
Thr

Leu
Pro
Asn
Ala
Leu
0

Thr
Arg
Ser
Ala
Glu

15¢
Met

Thr
Tyr
Asp
val
Ser

Leu

Leu
Ile
Gly
Ile
55

Val
Glu
Asp
Asp
Ile
135

Ser

Leu

Leu
Cys
Gly
Thr
Thr

Gly

Phe
Ala
Trp
40

Ser
Asp
Thr
Ala
Ile
120
Cys
Glu

Gln

ES 2416361 T3

His Glu
Tyr Glu
25

Pro Ala
Phe Cys

His val

Ile Val
a0

Val Pro
10

Asp Pro
Phe Tyr
Asp Asp
Phe Ile
Rla His
Val Gln
105

Ser Gly
Ile Glu
Asp Ser

val Glu
170

Tyr Met Leu

Gln

Leu Asn

Gly Gln Ala

45

Cys Lys Cys

Asp
75
Cys

Leu
Ala
Val
Glu
Val
75

Ala
Val
Cys
Lys
Gly

155
Gly

60
Ile Arxg

Pro Ile

Leu Val
Gly Thr
Glu Ala
Asn Glu
60
Asn Asp
Leu Phe
Leu Lys
Val Asp
125
Gln Ser
140
Tyr Gly

Arg His

28

Asp
Asp
30

Glu
Asp
Thr

Cys

Phe
Asn
30

val
Asn
Asn
Thr
Arg
110
Asn
Arg

Asn

Glu

Leu
Ser
Pro
Ser
Leu

Ser
95

Pro
15

Gly
Val
Asp
Asp
Ala
95

Lys
Asn
Ala
Thr

Thr
195

Gln
Ser
Asp
Thr
Glu

80
Gln

Leu
Glu
Glu
Ser
Tyr
80

Gln
Tyr
Ile
Ala
Glu

160
Glu



Thr Pro
Tyr Ser

Cys Gln
210

Ala Lys

225

Phe Ser

Asp Trp
Ile Lys
Leu Ala
290
Cys Gly
305
Cys Val
Thr Ala
Glu val

Gln His

Lys Tyr

Val Met
465
Ala Leu

Leu Tyr
Met lys

His Phe
530
Asp Ala
545
Ala Leu

val Gln
Gly Thr
Thr Phe
610
Glu Leu
625
Arg Leu
Leu Pro
Val Leu
Leu Ile
690
Ser Leu
705
Lys Phe

Leu

<210>6

Cys
Ser
195
Thr
Ala
Glu
Cys
Thx
275
Cys
Lys
Ser
Ala
Tyr

355
Ser

Lys
Gly
Phe
515
Trp
Thr
Asp
Leu
Asp
595
Pro
Asn
Ser
Thr
Leu
675
Thr

Arg

Ile

Ser
180
Gly
Pro
Ala
Leu
Ile
260
Leu
Ser
Asn
Pro
Rla
340
Gly

Phe

Ala
500
Leu
Leu
val
Gly
Lys
580
Ser
Asn
Asp
Leu
Phe
660
Ser
Cys
Gly

Ser

Glin
Ser
Leu
Met
Val
245
Ala
Leu
Trp
Arg
Met
325
Leu
Asp
Asn

Asn

Ala
405

A=
A

Ala
Asp
Arg
Phe
485
Ala
Gln
Gln
Pro
Asn
565
Cys
Arg
Glu
Lys
His
645
Lys
Ala
Cys

Thr

Ser
725

Tyr
Gly
Thr
Leu
230
Arg
ala
Gln
Gly

Glu

Arg
Tyr
470
Leu
Asn
Gly
Fro
Cys
550
Leu
Pro
Trp
Phe
Asn
630
Glu
Cys
Gly
Lys
Gly

710
Trp

Ser
Gly
Asn
215
Ala
Pro
Phe
Gln
Met
29%
Thr
Met
Trp
Pro
Cys
375

Ile

Thr

val
Gln
Gln
Thr
Ser
Leu
535
Trp
Val
Pro
FPro
Pro
615
Trp
Asp
Val
Thr
Arg
695
Arg

Glu

Gly
Glu
200
Ile
Lys
Phe
Gly
Tyr
280
Val
Ile
Met
Tyr
Glu
360
Thr

Val

Val
520
Ala
Asn
Ser
Leu
Tyr
€00
Phe
Lys
Glu
Ser
Leu
680
val

Asn

Ser

Gly
185
Gly
Leu
Phe
Lys
Leu
265
Cys
val
Glu
Ile
Lys
345
Trp
Phe
Asp
Ser
Lys
425
Gln
Asp
Val
Ile
Lys
505
Ile
Asp
Tyr
Met
Leu
585
Leu
Asp
Ser
Asp
Gly
665
Ile
Asp

val

His

ES 2416361 T3

Ser
Val
Asn
Lys
Ser
250
Thr
leu
Leu
Lys
Glu
330
Thr
Ile
Glu
Asp

Asn
410

Ao

ASP
Met
Gly
Glu
Pro
490
Ser
Cys
Ala
Ile
Asp
570
Ile
His
Glu
Phe
Lys
650
Gln
Ala
Arg

Ser

Lys
730

Gly
Ser
val
Glu
235
Asn
Pro
Tyr
Leu
Leu
315
Bro
Gly
Gln

Leu

Phe
475
Lys
Leu
Phe
Lys
Asp
555
Val
Thr
Asn
Asn
Phe
635
Glu
Asn
Leu
Pro
val

715
Ser

Gly
Glu
Leu
220
Leu
Lys
Ser
Leu
Leu
300
Leu
Pro

Ile

Arg

Asp
Met
Lys
Phe
Val
Ile
540
Asp
Lys
Ser
Arg
Gly
620
Ser
Asn
Thr
Met
Glu
700

Thr

Gly

Gly
Arg
205
Lys
Tyr
Ser
Ile
His
285
Val
Ser
Lys
Ser
Gln
365
Gln

Ile

Ser
Asn
Gly
Asn
525
Gly
Asn
His
Asn
Leu
605
Asn
Arg
Asp
Asn
Leu
685
Ser

Ser

Gly

29

Cys
190
His
Thr
Gly
Thr
Ala
270
Ile
Arg
Lys
Leu
Asn
350
Thr
Met

Ala

Phe

N b
pel—pn

430
Gln

Lys
Phe
Cys
Met
310
Ser
Met
Leu
Arg
Ile
590
Val
Pro
Thr
Gly
Thr
670
Ile
Thr

Gin

Glu

Ser
Thr
Ser
val
Cys
255
AsSp
Gln
Tyr
Leu
Arg
335
Ile
Val
Val
Tyr

Leu
415

More
~¥S

Trp
Gln
Leu
Ile
495
Ser
Lys
Leu
Arg
Pro
575
Asn
Val
val
Trp
Asp
655
Leu
Ile
Gln

Ser

Thr
135

Gln
Ile
Asn
Ser
240
Cys
Ser
Ser
Lys
Leu
320
Ser
Ser

Leu

Gln

Ile
Thr
480
Leu
Leu
Ser
Asp
Asn
560
Leu
Ala
Phe
Tyr
Ser
640
Ser
Tyz -
Phe
Arg
Gly

720
Arg
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<211> 746
<212> PRT
<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Polipéptido E1 defectuoso en la preplicaciéon y anclado a la membrana de VPH-18

<400> 6

Met
1
Thr
Gly
Ala
Glu
65
Gln
Phe
Lys
Arg
Leu
145
Asp
Thr

Glu

Gly’

Ile
225
Met
Val
Ala

Ile

Gly
Leu
Thr
Ile
50

Asn
Gly
His
Arg
Leu
130
Asn
Ser
Thr
Ala
Thr
210
Ala
Leu
Arg

Ile

Gln
290

Leu
Gln
Asp
35

Val
Ala
Thr
Ala
Lys
115
Glu
Ser
Gly
Asn
Ile
19%
Ser
Gln
Ala
Asn
Phe

275
Fro

Lys
Thr
Gly
Asp
Thr
Phe
Gln
100
Phe
Val
Gly
Tyr
Gly
180
Asp
Rsp
Leu
Val
Phe
260
Gly

Phe

val
Pro
Glu
Lys
Asp
Cys
85

Glu
Ala
Asp
Gln
Gly
165
Glu
Asn
Asn
Lys
Phe
245
Lys
Val

Ile

Asn
Thr
Gly
Lys
Thr
Glu
val
Gly
Thr
Lys
150
Cys
His
Gly
Ser
Asp
230
Lys
Ser

Asn

Leu

Val
Gly
Thr
Thr
Gly
Gln
His
Gly
Glu
135
Lys
Ser
Gly
Gly
Asn
215
Leu
Asp
Asp
Pro

Tyr
295

Ser
Gln
Gly
40

Gly
Ser
Ala
Asn
Ser
120
Leu
Ala
Glu
Gly

Thr

200-

Ile
Leu
Thr
Lys
Thr

280
Ala

Ala
Ile
Cys
Asp
Asp
Glu
Asp
105
Thr
Ser
Lys
Val
Asn
185
Glu
Glu
Lys
Tyr
Thr
265
Ile

His

ES 2416361 T3

Ile
10

His
Asn
Val
Met
Leu
90

Ala
Glu
Pro
Arg
Glu
170
Val
Gly
Asn
val
Gly
250
Thr
Ala

Ile

Gln
- - 300

Phe
Trp
Gly
Ile
Val
15

Glu
Gln
Asn
Arg
Arg
155
Ala
Cys
Asn
Val
Asn
235
Leu
Cys

Glu

Met Ala
Gly Ala

Trp Fhe
45

Ser Asp

60

Asp FPhe

Thr Ala
Val Leu
Ser Pro
125
Leu Gln
140
Leu Fhe
Thr Gln
Ser Gly
Asn Ser
205
Asn Pro
220
Asn Lys
Ser Phe
Thr Asp
Gly Phe

285
Cys Leu

30

val
Asp
Tyr
Asp
Ile
Gln
His
110
Leu
Glu
Thr
1le
Gly
180
Ser
Gln
Gln

Thr

Trp
270
Lys

Asp

Lew
15

Pro
val
Glu
Asp
Ala
val
Gly
Ile
Ile
Gln
175
Ser
Val
Cys
Gly
Asp
255
Val

Thr

Cys

Leu
Glu
Gln
Asp
Thr
Leu
Leu
Glu
Ser
Ser
160
Val
Thr
Asp
Thr
Rla
240
Leu
Thr

Leu

Lys
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Trp Gly
305
Arg Leu

Thr Cys
Leu Tyr

Asp Thr
370

Asp ASpP

385

Asn Glu

Ala Asp
Ala Lys

Ala Gln
450

Ser Lys

465

Arg Tyr

Phe Leu
Ala Asn

Gln Gly
530

Glu Pro

545

Thr Cys

Asn Pro
Cys Pro
Arg Trp
610
Ala Phe
625
Lys Asn
His Glu
Phe Lys
Thr Ser
690
Gly Ile
705
Gly Glu

Gly Thr

<210>7

val
Thr
Met
Trp
355
Fro
Ser
Leu
Ser
Tyx
435
Lys
Ile
Gln
Lys
Thr
515
Ala
Leu
Trp
Ile
Pro
595
Pro
Pro
Trp
Glu
Leu
675
Iie
Pro

Gln

Ser

<211> 453
<212> PRT
<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Polipéptido E2 defectuoso en la preplicacion y anclado a la membrana de VPH-16

<400> 7

Leu
Val
Leu
340
Tyr
Glu
Asn
Thr
Asn
420
Leu
Arg
Asp
Gln
Gly
500
Asp
val
Thr
Thr
Ser
580
Ile
Tyr
Phe
Lys
Glu
660
Arg
Val
Ala
Val

Lys
740

Ile
Ala
325
Ile
Arg
Trp
Phe
Asp
405
Ser
Lys
Gln
Glu
Ile
485
Thr
Lys
Ile
Asp
Tyr
565
Ile
Leu
Leu
Asp
Cys
645
Glu
Ala
Tyr
Leu
Gly

725
Ser

Leu
310
Lys
Gln
Thr
Ile
Asp
390
Glu
Ash
Asp
Met
Gly
470
Glu
Pro
Ser
Ser
Thr
550
Phe
Asp
Leu
Glu
Lys
630
Phe
Asp
Gly
Ile
Ile
710

Met

Tyr

Ala
Gly
Pro
Gly
Gln
375
Leu
Ser
Ala
Cys
Asn
455
Gly
Phe
Lys
Tyr
Phe
535
Lys
Asp
Arg
Thr
Ser
615
Asn
Phe
Ala
Gin
Leu
695
Cys

Ser

Val

Leu
Leu
Pro
Ile
360
Arg
Ser
Asp
Ala
Ala
2490
Met
Asp
Ile
Lys
Phe
520
Val
val
Thr
Lys
Thr
600
Arg
Gly
Giu
ASpP
Asn
680
Ile
Cys
Arg

Arg

Leu
Ser
Lys
345
Ser
Leu
Glu
Met
Ala
425
Thr
Ser
Trp
Thr
asn
505
Gly
Asn
Ala
Tyr
His
585
Asn
Ile
Asn
Arg
Thr
665
His
Ala
Cys

Pro

Ser
745

ES 2416361 T3

Arg
Thr
330
Leu
Asn
Thr
Met
Ala
410
Phe
Met
Gln
Arg
FPhe
430
Cys
Met
Ser
Met
Met
570
Lys
Ile
Thr
Pro
Thr
650
Glu
Arg
Val
Arg
Gly

730
Leu

Tyr
315
Leu
Arg
Ile
Ile
Val
385
Phe
Leun
Cys
Trp
Pro
475
Leu
Leu
Ser
Thr
Leu
555
Arg
Pro
His
val
Val
635
Trp
Gly
Pro
Cys
Gly

715
Leu

Lys Cys
Leu His
Ser Ser

Ser Glu
365

Ile Gln

380

Gln Trp

Glu Tyr
Lys Ser

Lys His
445

Ile Arg

480

Ile Val

Gly Ala
Val Phe

Phe Ile
525

Ser His

5490

Asp Asp

Asn Ala
Leu Ile
Pro Ala
605
Phe Glu
620
Tyr Glu
Ser Arg
Asn Pro
Leu Gly
685
Leu Gly
700
Arg Cys

Lys Pro

31

Gly
Val
Val
350
Val
His
Ala
Ala
Asn
430
Tyx
Phe
Gln
Leu
Cys
510
His
Phe
Ala
Leun
Gln
590
Lys
Phe
Ile
Leu
Phe
670
Leu
Gly

Asn

Asp

Lys
Pro
335
Ala
Met
Gly
Phe
Leu
415
Cys
Arg
Arg
Phe
Lys
495
Gly
Phe
Trp
Thr
Asp
575
Leu
Asp
Pro
Asn
Asp
655
Gly
Ser
Leu

Lys

Leu
735

Ser
32¢
Glu
Ala
Gly
Ile
Asp
400
Leu
Gln
Arg
Cys
Leu
480
Ser
Pro
Ile
Leu
Thr
560
Gly
Lys
Asn
Asn
Asp
640
Leu
Thr
Ser
Ile
Lys

720
Thr
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Met
1
Cys
Cys
Arqg
Tyr
65
Val
Leu
Lys
Thr
Gly
145
Ile
Tyr
Phe
His
Asn
225
Pro
Gln
Cys
Ile
Ser
305
Lys
Val
Ala
Leu
Met
38S%

Leu

Ser
Ser

Gly

Val
FPhe
Gln
Asp
50

Tyr
Pro
Gln
Trp
Gly
130
Asp
Cys
Gly
Lys
Ala
210
Glu
Ala
Thr
His
Leu
290

Asn

Cys

"Ser

Ile
Ser
370
Ser
Ile
Thr
Gln

Glu
450

<210>8
<211> 453
<212> PRT
<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Polipéptido E2 defectuoso en la preplicaciéon y anclado a la membrana de VPH-18

<400> 8

Pro
Gly
Asp
35

His
Lys
Thx
Leu
Thr
115
Cys
Ile
Glu
Leu
Asp
195
Gly
Val
Ala
Thr
Thr
275
Thr
Thr
Leu
Ser
Val
355
Gln
Ile
Ile
Gln
Ser

435
Thx

Leu
Lys
20

Lys
Ile
Ala
Leu
Thr
100
Leu
Ile
Cys
Glu
Tyr
180
Asp
Gly
Ser
Thr
Ile
260
Thr
Ala
Thr
Arg
Thr
340
Thr
val
Tyr
Phe
Arg
420
Gly

Gly

Ala
Phe
Ile
Asp
Arg
Ala
85

Leu
Gln
Lys
Asn
Ala
165
Tyr
Ala
Gln
Ser
His
245
Gln
Lys
Phe
Pro
Tyr
325
Trp
Leu
Lys
Val
Leun
405
Ser

Lys

Leu

Leu
Pro
Leu
Tyr
Glu
70

Val
Glu
Asp
Lys
Thr
150
Ser
val
Glu
val
Pro
230
Thr
Arqg
Leu
Asn
Ile
3190
Arg
His
Thr
Ile
Leu
390
Ile

Leu

Phe

Leu
Ile
Thr
Trp
55

Met
Ser
Thr
Val
His
135
Met
Val
His
Lys
Ile
215
Glu
Lys
Pro
Leu
Ser
295
Val
Phe
Trp
Tyr
Pro
375
Leu
Thr
Arg

Ile

Leu
Glu
His
40

Lys
Gly
Lys
Ile
Ser
120
Gly
His
Thr
Glu
Tyr
200
Leu
Ile
Ala
Arg
His
280
Ser
His
Lys
Thr
Asp
360
Lys
Ser
Cys
Gly

His
440

val
Thr
25

TYX
His
Phe
Ash
TYX
105
Leu
Tyr
Tyr
Vval
Gly
185
Ser
Cys
Ile
Val
Ser
265
Arg
His
Leu
Lys
Gly
345
Ser
Thr
Ala
Cys
Thr

425
Ser

ES 2416361 T3

Pro
10

Leu
Glu
Met
Lys
Lys
90

Asn
Glu
Thr
Thr
Val
170
Ile
Lys
Pro
Arg
Ala
250
Glu
Asp
Lys
Lys
His
330
His
Glu
Ile
Gly
Lys

410
Gly

Trp’

Leu
Cys
Asn
Arg
His
75

Ala
Ser
Val
Val
Asn
155
Glu
Arg
Asn
Thr
Gln
235
Leu
Pro
Ser
Gly
Gly
315
Cys
Asn
Trp
Thr
Thr
395
Arg
Arg
Glo

Leu Gly

Gln Arg

Asp Ser

Leu Ala

Ile aAsn

Leu Gln

Gln Tyr

Tyr Leu

125

Glu Val

140

Trp Thr

Gly Gln

Thr Tyr

Lys Val

205

Ser Val

220

His Leu

Gly Thr

Asp Thr

Val Asp

Arg
300

285
Ile

Asp Ala

Thr Leu

val

Lys

Gln Arg

Val
380
Leu

365
Ser

Ile

Val Asp

Asn Val

Ser

32

Tyr
445

Phe
Leu
30

Thr
Cys
His
Ala
Ser
il0
Thr
Gln
His
val
Phe
190
Trp
Phe
Ala
Glu
Gly
270
Ser
Asn
Asn
Tyr
His
350
Asp
Thr
Ala
Arg
Ser

430
Lys

Ser
15

Asn
Asp
Ala
Gln
Ala
95

Asn
ala
Phe
Ile
Asp
175
val
Glua
Ser
Asn
Glu
255
Asn
Ala
Cys
Thr
Thr
335
Lys
Gln
Gly
Leu
Pro
415
val

Ser

Leu
Val
Leu
Ile
Val
Glu
Glu
Pro
Asp
Tyr
160
Tyr
Gln
Val
Ser
His
240
Thr
Pro
Pro
Asn
Leu
320
Ala
Ser
Phe
Phe
Met
400
Glu
Thr

Gly
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15

Met Val
Cys Pre
Arg Leu
Ser Lys
50
Ala Asn
Asn His
Lys Ala
Tyr Lys

Asn Thr

Gly Thr
210

Ser Met

225

Lys Gln

Gly Thr
His Cys
Leu Gly
290
Ser Gly
305
Leu Lys
Asp Ile
Gly Ile

Leu Asn
370

Met Thr

385

Leu Ile

Pro Thr
Pro Gln

Gly Glu
450

<210>9
<211> 59

Pro
Gly
Ser
35

Asp
Ala
Gln
Ala
Thx
115
Glu
Fhe

val

Tyr
195
Trp
Cys
Leau
Ala
Gly
275
Ala
Asn
Cys
Ser
Leu
355
Thr
Met
Ile
Gln
Ser

435
Thx

<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>

Gln
Lys
29

Cys
Ile
Ile
Val
Glu
100
Glu
Pro
Asp
Tyxr

Qar

ool

180
Ile

Glu
Ser
Gln
Lys
260
Leu
Ala
Thr
Leu
Ser
340
Thr
Val
Tyr
Phe
His
420
Gly

Arg

Ala
Phe
val
Asp
Phe
Val
85

Leu
Asp
Thr
Gly
Tyr
165
Hisg
Glu
val
Thr

Kis
245
Thr
Ala
Thr
Thr
Arg
325
Thr
val
Ala
val
Leu
405
Asn
Lys

Leu

Leu
Pro
Gln
Ser
Phe
Pro
Gln
Trp
His

Asn

His
Ser
230
Thr
Tyr
Glu
Pro
Pro
310
Tyr
Trp
Thr
Ile
Leu
39¢
Met

Leu

Ile

Leu
Ile
Asp
Gln
55

Ala
Ala

Met

Thr

Pro
Gly
Lys
Thr
295
ile
Arg
His
Tyr
Pro
375
Leu
Thr
Arg

Ile

Phe
Gln
Lys
40

Ile
Ala
Tyr
Ala
Leu

120
Phe

Ser
Gln
Glin
280
Gly
Ile
Leu
Trp
His
360
Asp
Ser
Cys
Gly

Ser
440

Val
Thr
Ile
Gln
arg
Asn
Leu
105
Gln
Lys

Asn

'Ala

ES 2416361 T3

Pro
10

Pro
Ile
Tyr
Glu
Ile

90
Gln

Tvy Tyur

Tyr
185
Glu
Asn
Thr
Pro
Thr
265
His
Asn
His
Arg
Thr

345
Ser

Ser
Ala
Cys
Thr

425
Ser

Asn
val
Tyr
250
Ser
Cys
Asn
Leu
Lys
330
Gly
Glu
Val
Gly
Arg
410
Gly

Trp

Leu
Lys
Asp
Trp
His
75

Ser
Gly
Thr
Gly
Met

Thr

val
Ser
235
Ser
Ala
Gly
Lys
Lys
315
His
Ala
Thr
Gln
Ala
385
Arg
Arg

Glu

Leu Val
Glu Thr

His Tyr
45

Gln Leu

60

Gly Ile

Lys Ser

Leu Ala

Cys Glu
125

Gly Gln

140

Thr Tyr

Trp Asp

'
e
o]

7]

Lys Tyr

Ile Asp
220
Ala Thr

Ser ?ht
Ala Thr
Pro val
285
Arg Arg
300
Gly Asp
Ser Asp
Gly Asn
Gln Arg
365
Ile Leu
380
Leu Thr
Val Asn
Glu Vval

Ser His
445

Phe
Leu
Glu
Ile
Gln
Lys
Gln
110
Glu
Thr
val
Lys

Glv

190
Gly

Cys
Gln
Val
Arg
270
Asn
Lys
Arg
His
Glu
350
Thr
Val
Rla
Arg
Ser

430
Lys

Pro
15

Ser
Asn
Arg
Thr
Ala
95

Ser
Leu
val
Ala
Thr
175

Tur
Tyr
Asn
Asn
Leu
Ser
255
Pro
Pro
Leu
Asn
Tyr
335
Lys
Lys
Gly
Leu
Ser
415
val

Ser

Leu
Glu
Asp
Trp
Leu
80

His
Arg
Trp
Gln
Trp

160
Ala

Asp
val
240
val
Gly
Leu
Cys
Ser
320
Arg

Thr

Phe -

Tyr
Met
400
Glu
Thr

Gly

<223> Porcion de 59 nucleétidos de las secuencias que codifican E1 de VPH-16 degeneradas para disminuir la

homologia con la porcién de solapamiento en las secuencias que codifican E2 de VPH-16

<400>9

atggtgattc attacctaca ttcaagtgcg tatctggtca gaacacaaat actttgtga

33

59
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<210>10
<211> 2214
<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Secuencia de nucleétidos que codifica un polipéptido E1 de VPH-16 defectuoso en la replicaciéon y anclado a
la membrana degenerada en la porcion de 59 nucleétidos que solapa con la secuencia codificante de E2 de

VPH-16.

<400> 10

atggtaccge
tttectatag
ttttatgtag
gaaaatgaca
ttaacacagg
catagagatg
agtggatgtg
agtagagctg
gtggaaactc
cagtatagtg
ggtgttagtyg
aaaactagta
ttttcagaat
gctgcatttg
tgtttatatt
gtaagatata
tgtgtgtcte
ttatattggt
tggatacaaa
cagatggtac
tatgcacaat
gcaaaaattg
caaatgagta
tggaagcaaa
gcattaaaaa
gctaacacag
atatgttttg
ggtatgttag
gcattggatg
tgceccteecat
ttacataata
aatccagtgt
agattaagtt
aagtgcgtat
atcgcactaa
agtacccaaa
aagttcatta

<210>11
<211> 2241
<212> ADN

aagccctget
ctgatectge
aggctgtagt
gtgatacagg
cagaaacaga
cagtacaggt
tagacaataa
caaaaaggag
agcagatgtt
gtggaagtgg
aaagacacac
atgcaaaggc
tagtaagacc
gacttacacc
tacacattca
aatgtggaaa
caatgtgtat
ataaaacagg
gacaaacagt
aatgggccta
tggcagacac
taaaggattg
tgagtcaatg
ttgttatgtt
gatttttgca
ataaatcatt
taaattctaa
atgatgctac
gaaatttagt
tattaattac
gattggtggt
atgagcettaa
tgcacgagga
crtggtcagaa
tgcttatcat
ggtccttgag
gcagttggga

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Secuencia de nucle6tidos que codifica un polipéptidoE1 de VPH-18 defectuoso en la replicacion y anclado en
la membrana degenerada para disminuir la homologia con la secuencia de VPH-16 codificante de E1.

<400> 11

attcgtacct
aggtaccaat
ggaaaaaaaa
tgaagatttg
gacagcacat
tctaaaacga
tattagtcct
attatttgaa
acaggtagaa
gggtggttgc
tatatgccaa
agcaatgtta
atttaaaagt
cagtatagct
aagtttagca
aaatagagaa
gatgatagag
tatatcaaat
attacaacat
cgataatgac
taatagtaat
tgcaacaatg
gataazatat
tttaaggtat
aggcatacct
atttggtatg
aagccatttt
agtgcecctgt
ttctatggat
atctaacatt
gtttacattt
tgataagaac
cgaggacaaqg
cacaaatact
cttcctaata
aggtaccgga
gtcgcacaaa
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ttattggtct
ggggaagagg
acaggggatg
gtagatttta
gcgttygttta
aagtatttgg
agattaaaag
agcgaagaca
gggcgecatg
agtcagtaca
acaccactta
gcaaaattta
aataaatcaa
gacagtataa
tgttcatggg
acaattgaaa
ccteccaaaat
attagtgaag
agttttaatg
atagtagacy
gcaagtgcct
tgtagacatt
agatgtgata
caaggtgtag
aaaaaaaatt
agtttaatga
tggttacaac
tggaactata
gtaaagcata
aatgctggta
cctaatgagt
tggaaatect
gaaaacgatg
ttgtacgtac
acctgctgea
cgcaacgtat
tcaggtggag

ttececeotetyg
gtacgggatg
ctatatcaga
tagtaaatga
ctgcacagga
gtagtccact
ctatatgtat
gcgggtatgg
agactgaaac
gtagtggaag
caaatatttt
aagagttata
cgtgttgega
aaacactatt
gaatggttgt
aattgctgte
tgcgtagtac
tgtatggaga
attgtacatt
atagtdaaat
ttctaaaaag
ataaacgagc
gggtagatga
agtttatgtc
gcatattact
aatttctgca
cattagcaga
tagatgacaa
gqaccattggt
cagattctag
ttccatttga
ttttctcaag
gtgattcatt
tgctateggce
agegggttga
cggtaacgtc
agacccgecet

34

ttteggtaag
taatggatygg
tgacgagaac
taatgattat
agcaaaacaa
tagtgatatt
agaaaaacaa
caatactgaa
accatgtagt
tgggggagag
aaatgtacta
cggggtgagt
ttggtgtatt
acaacaatakt
gttactatta
taaactatta
agcagcagcea
cacqgccagaa
tgaattatca

tgcatataaa

taattcacag
agaaaaaaaa
tggaggtgat
atttttaact
atatggtgca
agggtctgta
tgccaaaata
tttaagaaat
acaactaaaa
gtggccttat
cgaaaacgga
gacgtggtce
acctacatte
aggcacgttyg
taggccegaa
gcaaagcggce
gtga

60
120
180
240

360
420
480
540
600
660
720
780
840
900
960
1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620
1680
1740
1800
1860
1920
1980
2040
2100
2160
2214
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atgggtctcea
cccaceggte
tgcaacgget
gacgatgagg
caaggaacat
gaggtccaca
acagaaaaca
caagaaatat
gatagtgget
gaacatggceg
gagggcaaca
ccacaatgta
atgcttgcag
aagagtgaca
atcgcagaag
ctagactgta
agactaacag
attcaaccac
tctaacataa
cagcatggaa
aacgagctga
agcaacgcag
actatgtgca
cgatttaggt
cgataccaac
acccccaaga
ggaatgagcet
cacttctgge
acgtgctgga
attgatagaa

--aatatacatec

gaattcccaa
aaaaattgga
gaagatgctg
cacaggcctc
ggagggttga
ggagaacaag
tcctatgtaa

<210> 12
<211> 1362
<212> ADN

aggtgaacgt
aaatccattg
ggttctacgt
acgagaatgc
tttgtgaaca
atgatgcaca
gtccattagg
ctttaaataqg
acggctgttce
gcaatgtatg
acagcagtgt
ccatagcaca
tattcaagga
aaaccacatg
gatttaagac
agtgggygtygt
ttgctaaagg
ctaagttacg
gcgaggtaat
tagacgatag
cagatgaaag
ctgcattttt
aacactatag
gttcaaaaat
aaatagaatt
agaactgtte
ttatacactt
tggaaccgtt
catactttga
aacacaaacc
cagcaaagga
atgcattcece
agtgtttctt
atacagaggg
ttggtttatce
tagggatccc
ttggtatgtc
ggtecgetetg

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Secuencia de nucleétidos que codifica un polipéptido E2 de VPH-16 defectuoso en la replicacién y anclado a

la membrana

<400> 12

ctctgecata
gggcgcagac
acaagctatt
aacagacaca
agccgagcta
agtgttgcat
ggagcggctg
tgggcagaaa
tgaggtggaa
cagtggogge
agacggtaca
attaaaagac
cacatatggg
tacagactgg
tctaatacag
attaatatta
tttaagtacqg
aagtagtgtt
gggtgacaca
caatttcgat
cgatatggca
aaagagcaat
gegtgccecag
agacgaaggqg
cataacattc
agtattctgt
tatacaagga
aacagacact
tacctatatg
tttaatacag
taatagatgg
gttcgataaa
tgaaagaaca
taatccattt
gagcactagc
cgctttaata
aagaccaggc
a
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ttcatggcag
ccagaaggca
gtagacaaga
gggtcggata
gaaactgctc
gttttaaage
gaggtggata
aaggctaaga
gcaacacaga
agtacggagg
agcgacaata
ttgttaaaag
ctatcattta
gttacagcta
ccatttatat
gccctgtige
ttgttacacy
gctgcactat
cctgagtgga
ttgtcagaaa
tttgaatacg
tgccaagcta
aaacgagaga
ggagactgga
ttaggagcct
ggaccagcaa
gcagttatat
aaggtggcca
aggaacgcgt
cttaagtgte
ccatacttag
aatggcaacc
tggtcaaggt
ggtactttca
atagtctaca
tgttgctgeca
ctaaagectg

tactgttaac
cagacggaga
agaccggaga
tggttgactt
aggcattgte
ggaagtttgce
cagagttaag
ggcggetget
ttcaggtaac
ctatagacaa
gcaatataga
taaacaataa
cagatttagt
tattcggagt
tgtatgccca
gttacaagtg
tacctgaaac
actyggtacag
ttcagagact
tggttcagty
cettattage
aatatttaaa
tgaatatgtc
gaccaatagt
tgaaatcatt
atactgacaa
cattcgtgaa
tgctagacga
tagacggcaa
cgccaatact
aaagtagaat
ctgtatacga
tagatttaca
aattacgage
tcctgattge
gggggegttyg
atcttacggg

35

tctccaaaca
aggcacgggt
tgtaatttct
cattgataca
ccatgcgeag
aggaggcagc
cccacggtta
tacaatatca
tacaaatggc
cggaggcaca
aaatgtaaat
acaaggagct
tagaaatttc
aaacccaaca
tatacaatgt
cggtaagagt
ttgcatgtta
aactggaatt
tactattata
ggcatttgac
tgacagecaac
agactgtgcc
acagtggatt
gcaattecty
cttaaaagga
gtcatatetre
ctccactagt
cgcaacgace
tccaataagt
actaaccaca

aacagtattt -~

aataaacgac
tgaagaagaa
tggacagaat
agtgtgtctt
taacaaaaag
aacatcaaaa

60
120
i80
240
300
360
420
480
540
600
660
726
780
840
900
960

1020
1080
1140
1200
1260
13290
1380
1440
1560
1560
1620
1680
1740
1800
1860
1320
1980
2040
2160
2160
2220
2241
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atggtaccac
ttcccaatag
tatgaaaatg
gcatgtgcta
gtgccaacgc
ttagaaacaa
cttgaagtgt
gtgcagtttg
atttgtgaag
tatgttcatg
agtaaaaata
gtgtttagca
cecegeegega
cagcgaccaa
agagactcayg
attaactgta
aaatgtttaa
tggcattgga
agtgaatggce
tctactggat
ttaataatat
agcctiaggg
tcttgggaat

<210>13
<211> 1362
<212> ADN

aagcegetgte
agactettty
atagtacaga
tttattacaa
tggctgtatc
tatataactc
atttaactgc
atggagacat
aagcatcagt
aaggaatacg
aagtatggga
gcaacgaagt
cccataccaa
gatcagagcc
tggacagtgc
atagtaacac
gatatagatt
caggacataa
aacgtgacca
ttatgtctat
tettaataac
gtactgggag
ctcataagag

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Secuencia de nucleétidos que codifica un polipéptido E2 de VPH-18 defectuoso en la replicacién y anclado a
la membrana degenerada para reducir la homologia con la secuencia codificante de E2 de VPH-16 nativa.

<400> 13

atggttccte aggctctect
ttccctattec agacaccgaa
atcatagacc actacgagaa
ctaatacgtt gggcaaatgc
aatcatcagg tagtcccagc
ctccaaatgg 'ccctacaagg
caggacacat gcgaggaact
caaaccgtac aagtatattt
gacagtgtgt attatatgac
cacaggggat tgtactacgt
gaatgtgaga agtatgggaa
gattgtaatg actctatgtg
aaacagctac agcacacccee
acctacggec agacgteggc
cattgtggac ctgtcaaccc
cgaaaactct gcagtggtaa
ttgaagtqgct tacggtacag
acctggcact ggaccggtgc
agcgaaacac aaagaacaaa
ttggtgggat acatgacaat
ttgataattt tcctgatgac
aatctcagag ggacagggag
tcatgggaat cacacaagag

<210> 14

<211>741

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Secuencia de nucledtidos que codifica un polipéptido E6 de VPH-18 no oncogénico y anclado a la membrana
degenerada para reducir la homologia con la secuencia codificante de E1 de VPH-16 nativa.

<400> 14

acttgtecea
ccaacgttta
cctacgtgac
ggccagagaa
aaagaataaa
acaatatagt
accaacagga
atgcaataca
aactgtggta
aacatatttt
agttcatgcg
atcctctect
agccgtegee
agacaccgga
tccaatecte
tacacccata
taaaaagcat
tgtaaaacat
atttttgtct
atatgttctt
gtgctgtaaa
aaatgtttcc
tggaggcgaa

gtttgtaccc
ggaaacccett
cgacagtaaa
aatattctet
ctataacatt
ccttgcacaa
atggaataca
cgacggcaac
tgatgcagga
aaaggagggg
cacaggtacg
cagtaccagt
ctcaccgtat
tgctacacga
acttcteggt
tacgacgcct
gttgcgaaaa
aggcaatgaa
attcttaaat
gtatgtatta
atgttgtaga
ggaggtgtca
tgggggtgag
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ctgettggtt
aatgtgtgtc
catatagact
atgggattta
gcattacaag
aatgaaaagt
tgtataaaaa
atgcattata
gagggtcaag
gtgcaqttta
ggtggtcagg
gaaattatta
ttgggcaccy
aacccectgee
actgcattta
gtacatttaa
tgtacattgt
aaaagtgcaa
caagttaaaa
ctctetgetg
agggtagacc
gtgacatcac
acacgtcttt

cttctggttt

tctetttatg
aggacaaaat
attggaaaca
aacatattaa
cagctgaact
ggacattaca
aacatggata
caaactggac
ttgactatta
aagatgatgce
taatattatg
ggcagcactt
aagaaacaca
acaccactaa
acagctcaca
aaggtgatge
atactgcagt
ttgttacact
taccaaaaac
gaactttaat
gtccagagte
agagtggaaa
ga

ttccattgtg

tcggaacgat taagttgcgt
gacatagaca gccaaataca
gcagcaaggqg aacatggcat
tcgaaaagta aggcacataa
agtcgataca aaaccgagga

gaacctacte
aaagacaatt
acatgggaca
tacaacacgt
tgggaggtac
gacgacacgg
tccageaceqg
cctggecact
gcagctacac
ataatacact
catagcgacc
aaaacaggaa
actgttgcaa
ctgagtgcag
agagtcaatc
gtcactccece
accagactgt

actgctttaa
gtatgaccta
aaaccgctac
tttatataga
attttgggaa
tcteegotac
tgtcegtggg
gtggactcge
ctacaggcaa
tgaagggaga
actatagaga
tactgactgt
ttccagatag
gggccctgac
gatcagaacc
aaagcygggaa
ga

36

ttttggaaaa
actaacacat
catgegecta
ccaccagqgtg
gcaactaacg
agacgttagc
tacagtggaa
acatatatat
tggtttatat
agaaaaatat
tcctacatct
ggccaaccac
gacgactatec
gttgttgcac
caaaggacgqg
taatacttta
gtcgtctaca
tacatatgat
tattacagtg
agctttaatg
aactcagecgce
atttatcteg

ttttgggaaa
gcaagataag
gtactggcaa
acagacatta
agctgecgag

ttggactctg -

gaaaggtggc
tgtagcatgg
ctgtgtaagt
attcaaaagt
taatgtcatt
tcagcttgtt
aaccgcaaag
ggagaagcag
caacaagaga
cagaaacagt
tatatcatcce
aacctaccat
tgtacaaata
tgecettgatg
tacgcaacac
gatcatatct

60
120
180
249
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
900
960

1020
1080
1140
1200
1260
1320
1362

60
120
180
240
300
-360
420
480
540
600
660
720
780
840
900
960
1020
1080
1140
1200
1260
1320
1362
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30

35

40

45

atggtaccgc
tttectatag
gatctgtgca
aagacagtat
tatcgtgaca
agagaattaa
actgggttat
cttaatgaaa
tgctgcaace
tacgtactge
tgctgcaage
aacgtatcgg
ggtggagaga

<210> 15
<211> 585
<212> ADN

aagecctget
gatctatggce
cggaactgaa
tggaacttac
gtatacccca
ggcactattc
acaatttatt
aacgacgatt
gagcacgaca
tatcggcagg
gggttgatag
taacgtcgca
ccegectgtyg

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Secuencia de nucledtidos que codifica un polipéptido E7 de VPH-18 no oncogénico y anclado a la membrana
degenerada para reducir la homologia con la secuencia que codifica E7 de VPH-16 nativa.

<400> 15

atgggtctca
cccacegglc
attgtattge
gaagaaaacq

gtagagagct
ttegtetgte
tacatcctga

tgcagggggc
cctgatctta

<210> 16
<211> 34
<212> ADN

aggtgaacgt ctctgccata
aaatccattg gggcagatct
atttagagcc ccaaaatgaa
acgagattga cggagttaat
~cecacaacgte -acacaatgtt gtgtatgtge

cagcagacga
cgtggtgtge
ttgcagtgtg
gttgtaacaa
Ccgggaacatc

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Cebador de sentido directo para amplificar la secuencia de E2 de VPH-16 a partir de células CaSki.

<400> 16

attcgtacct
gcgectttgag
cacttcactg
agaggtattt
tgccgeatge
agactctgtg
aataagatgc
tcacaacata
ggaacgactc
cacgttgatc
gcccgaaagt
aagcggcaag
a

ES 2416361 T3

ttattggtct
gatccaacac
caagacatag
gaatttgcat
cataagtgta
tacggagaca
ctgeggtgee
gectgggecact
caacgacgca
gcactaatgc
acccaaaqgt
ttcattagca

ttcatggcag tactgttaac
atgcacggac ctaaggcaac
attccggttg cacagttaag
catcaacatt taccagcccg
tgtaaatgeg aagccagaat

tteceectety
ggcgacccta
aaataacctg
ttaaagacct
tagattttta
cattggaaaa
agaaaccgtt
atagaggcca
gggagacaca
ttatcatctt
ccttgagagg
grrgggagtc

tttecggtaag
caagctacct
tgtatattgt
atttgtggtg
ctctagaatc
actaactaac
gcttagacac
gtgccattcg
agtaagatcc
cctaataace
taccggacgc
gcacaaatca

tectccaaaca
actgcaagac
cgactcagag
acgagctgasa

tgagctggta

ccttcgageca ttccagcagc tatttctgaa caccctgtec
ateccagecag ggatctggtt tatcgagecac taqeatagte
tcttggaggy ttgataggga tcocccgettt aatatgttge
aaagggagaa caagttggta tgtcaagacc aggcctaaag
aaaatcctat gtaaggtcgce tctga

aaacccggat ccatggagac tctttgccaa cgtt

<210> 17
<211>49
<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Cebador de sentido inverso para aislar la secuencia de E2 de VPH-16 a partir de células CaSki.

<400> 17

aaacccgaat tcaagcttag atcttcatat agacataaat ccagtagac

<210> 18
<211> 33
<212> ADN
<213> Secue

<220>

ncia artificial

<223> Cebador para reensamblar la secuencia SS-E2 muté-TMR de VPH-16.

37
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60
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240
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<400> 18

aaacccggat ccatggtacc acaagcgctg tta
<210>19

<211>53

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador para reensamblar la secuencia SS-E2 muté-TMR de VPH-16

<400> 19

tctctttatg ttttggaaaa ttcccaatag agactcttty ccaacgttta aat
<210> 20

<211>53

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador para reensamblar la secuencia SS-E2 muté-TMR de VPH-16

<400> 20

atttaaacgt tggcaaagag tctctattgg gaattttcca aaacataaag aga
<210>21

<211> 49

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador para reensamblar la secuencia SS-E2 muté-TMR de VPH-16

<400> 21

cagtgtctac tggatttatg tctatatatg ttcttctctc tgctggaac
<210> 22

<211>49

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador para reensamblar la secuencia SS-E2 muté-TMR de VPH-16

<400> 22

gttccagcag agagaagaac atatatagac ataaatccag tagacactg
<210> 23

<211> 44

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador para reensamblar la secuencia SS-E2 muté-TMR de VPH-16

<400> 23
aaacccagat cttcaaagac gtgtttcgcc tccactctta tgag

<210> 24

38

33

53

53

49

49

44
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<211> 34
<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador para aislar la secuencia de E1 de VPH-16 a partir de células CaSki

<400> 24
aaacccggat ccatggctga tcctgcaggt acca
<210> 25
<211> 34

<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador para aislar la secuencia de E1 de VPH-16 a partir de células CaSki

<400> 25

aaacccgaat tccattatcg taggcccatt gtac
<210> 26

<211> 32

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador para aislar la secuencia de E1 de VPH-16 a partir de células CaSki

<400> 26
aaacccggat ccgagacacg ccagaatgga ta
<210> 27
<211>50

<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador para aislar la secuencia de E1 de VPH-16 a partir de células CaSki

<400> 27

aaacccgaat tcaagcttag atcttcataa tgtgttagta ttttgtcctg
<210> 28

<211> 88

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador para generar la secuencia degenerada de E1

<400> 28

aaacccagat cttcacaaag tatttgtgtt ctgaccagat acgcacttga atgtaggtaa
tgaatcacca tegttttect tgtecteg

<210> 29

<211>21

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

39

34

34

32

50

60
88
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<223> Cebador para generar la secuencia de E1 de VPH-16 degenerada
<400> 29

gatgctacag tgccctgttg g

<210> 30

<211> 35

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador para reconstituir la secuencia que codifica SS-E1*deg-TMR de VPH-16

<400> 30
aaacccaagg atccatggta ccgcaagcecc tgcta
<210> 31
<211>52

<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador para reconstituir la secuencia que codifica SS-E1*deg-TMR de VPH-16

<400> 31

ttccectctg tttcggtaag tttectatag ctgatcctge aggtaccaat gg
<210> 32

<211>52

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador para reconstituir la secuencia que codifica SS-E1*deg-TMR de VPH-16

<400> 32

ccattggtac ctgcaggatc agctatagga aacttaccga aacagagggg aa
<210> 33

<211>50

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador 0TG17563 para reconstituir la secuencia que codifica SS-E1 de VPH-16

<400> 33

tatctggtca gaacacaaat actttgtacg tactgctatc ggcaggceacg
<210> 34

<211>50

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador 0TG17564 para reconstituir la secuencia que codifica SS-E1*deg-TMR de VPH-16

<400> 34

cgtgcctgee gatageagta cgtacaaagt atttgtgttc tgaccagata

40

21

35

52

52

50

50
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<210> 35

<211>42

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador 0TG17565 para reconstituir la secuencia que codifica SS-E1*deg-TMR

<400> 35

aaacccaaag atcttcacag gcgggtctct ccacctgatt tg
<210> 36

<211> 33

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador 0TG15315 para reconstituir la secuencia que codifica SS6E1*deg-TMF de VPH-18

<400> 36

ggggagatct atgggtctca aggtgaacgt ctc
<210> 37

<211> 39

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador 0TG17881 para reconstituir la secuencia que codifica SS-E1*deg-TMF de VPH-18

<400> 37

gtgccttctg ggtctgcgece ccaatggatt tgaccggtg
<210> 38

<211> 37

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador 0TG17882 para reconstituir la secuencia que codifica SS-E1*deg-TMF de VPH-18

<400> 38

ggtcaaatcc attggggcge agacccagaa ggcacag
<210> 39

<211> 42

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador 0TG17883 para reconstituir la secuencia que codifica SS-E1*deg-TMF de VPH-18

<400> 39
cagaatcaca ggcctcttgg tttatcgage actagcatag tc
<210> 40
<211> 39

<212> ADN
<213> Secuencia artificial

41

42

33

39

37

42
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<220>
<223> Cebador 0TG17884 para reconstituir la secuencia que codifica SS-E1*deg-TMF de VPH-18

<400> 40

gctagtgctc gataaaccaa gaggcctgtg attctgtcc 39
<210> 41

<211> 32

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador 0TG17885 para reconstituir la secuencia que codifica SS-E1*deg-TMF de VPH-18

<400> 41

gggggcggcc getcagageg accttacata gg 32
<210> 42

<211>31

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador de sentido directo 0TG17885 para reconstituir la secuencia que codifica SS-E2*deg-TMR de VPH-18

<400> 42

ggggagatct atggttcctc aggctctect g 31
<210> 43

<211> 39

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador de sentido directo 0TG17876 para reconstituir la secuencia que codifica SS-E2*deg-TMR de VPH-18

<400> 43

gttttgggaa attccctatt cagacaccga aggaaaccc 39
<210> 44

<211>43

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Cebador de sentido inverso 0TG17877 para reconstituir la secuencia que codifica SS-E2*deg-TMR de VPH-
18

<400> 44

gtttccttcg gtgtctgaat agggaatttc ccaaaacaca atg 43
<210> 45

<211>39

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador de sentido directo 0TG17878 para reconstituir la secuencia que codifica SS-E2*deg-TMR de VPH-18

<400> 45

42
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gtgggataca tgacaatgta tgtattactg agtgcaggg 39

<210> 46

<211> 38

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador de sentido inverso 0TG17879 para reconstituir la secuencia que codifica SS-E2*deg-TNgt de VPH-
18

<400> 46
ctgcactcag taatacatac attgtcatgt atcccacc 38

<210> 47

<211>29

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador de sentido inverso 0TG17880 para reconstituir la secuencia que codifica SS-E2*deg-TMR de VPH-
18

<400> 47

gggggcggcc getcacagtce tggtctcac 29
<210> 48

<211>83

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador de sentido directo 0TG15174 para reconstituir la secuencia que codifica E6*deg de VPH-18

<400> 48

ggggagatct atggcgeget ttgaggatcc aacacggega ccctacaage tacctgatcet 60
gtgcacggaa ctgaacactt cac 83

<210> 49

<211>84

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador de sentido inverso 0TG15175 para reconstituir la secuencia que codifica E6*deg de VPH-18

<400> 49

gtattggaac ttacagaggt atttgaattt gcatttaaag acctatttgt ggtgtatcgt 60
gacagtatac cccatgeccge atgc 84

<210> 50

<211> 85

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador de sentido directo 0TG15176 para reconstituir la secuencia que codifica E6*deg de VPH-18

<400> 50

aggcactatt cagactctgt gtacggagac acattggaaa aactaactaa cactgggtta 60
tacaatttat taataagatg cctgc 85
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<210>51

<211>72

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador de sentido directo 0TG15177 para reconstituir la secuencia que codifica E6*deg de VPH-18

<400> 51

ccttaatgaa aaacgacgat ttcacaacat agctgggcac tatagaggcc agtgccatte 60
gtgctgcaac ¢g 72

<210>52

<211>76

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador de sentido inverso 0TG15178 para reconstituir la secuencia que codifica E2*deg de VPH-18

<400> 52

ggggagatct tacttgtgtc tccctgegtc gttggagtcg ttcctgtegt getcggttge 60
agcacgaatg gcactg 76

<210> 53

<211>78

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador de sentido inverso 0TG15179 para reconstituir la secuencia que codifica E6*deg de VPH-18

<400> 53

gttgtgaaat cgtcgttttt cattaaggtg tctaagcaac ggtttctgge accgcaggca 60
tcttattaat aaattgta 178

<210> 54

<211> 82

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador de sentido inverso 0TG15180 para reconstituir la secuencia que codifica E6*deg de VPH-18

<400> 54

cacagagtct gaatagtgec ttaattctct gattctagag taaaaatcta tacacttatg 60
gcatgcggca tggggtatac tg 82

<210>55

<211> 86

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador de sentido inverso 0TG15181 para reconstituir la secuencia que codifica E6*deg de VPH-18

<400> 55

caaatacctc tgtaagttcc aatactgtct tacaatatac acaggttatt tetatgtctt 60
gcagtgaagt gttcagttec gtgeac 86
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<210> 56

<211>70

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador de sentido inverso 0TG14773 para reconstituir la secuencia que codifica E7*deg de VPH-18

<400> 56

aaacccagat ctatgcacgg acctaaggca acactgcaag acattgtatt gcatttagag 60
ccccaaaatg 70

<210> 57

<211>76

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador de sentido inverso 0TG14774 para reconstituir la secuencia que codifica E7*deg de VPH-18

<400> 57

aatctegteg ttttottect ctgagtcget taactgtgea accggaattt cattttgggg 60
ctctaaatgc aataca 76

<210> 58

<211>76

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador de sentido inverso 0TG14775 para reconstituir la secuencia que codifica E7*deg de VPH-18

<400> 58

actcagagga agaaaacgac gagattgacg gagttaatca tcaacattta ccagcccgac 60
gagctgaacc acaacg 76

<210> 59

<211>76

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador de sentido inverso 0TG14776 para reconstituir la secuencia que codifica E7*deg de VPH-18

<400> 59

ctagctcaat tctggetteg catttacage acatacacaa cattgtgtga cgttgtggtt 60
cagctegteg ggetgg 76

<210> 60
<211>76

<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador de sentido directo 0TG14777 para reconstituir la secuencia que codifica E7*deg de VPH-18

<400> 60

taaatgcgaa gccagaattg agctagtagt agagagcetca gecagacgacc ttcgagcatt 60
ccagcagcta tttctg 76

<210> 61

45
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<211>79
<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Cebador de sentido inverso 0TG14778 para reconstituir la secuencia que codifica E7*deg de VPH-18

<400> 61

aaacccggat ccctgetggg atgcacacca cggacagaca aaggacaggg tgttcagaaa 60
tagctgctgg aatgctcga 79

<210> 62

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> policonector de cebador de sentido directo

<400> 62

cctgcagaag cttccegggg
<210> 63

<211> 28

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> policonector de cebador de sentido inverso

<400> 63

gatccccegg gaagcttctg caggagcet
<210> 64

<211> 243

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Variante de E6 no oncogénica y presentada en membrana de VPH-16 (SS-16E6*-TMF)

<400> 64

46

20

28



ES 2416361 T3

Met Gly Leu Lys Val Asn Val Ser Ala Ile Phe Met Ala Val Leu Leu
1 5 10 15
Thr Leu Gln Thr Pro Thr Gly Gln Ile His Trp Gly Met His Gln Lys
20 25 30
Arg Thr Ala Met Phe Gln Asp Pro Gln Glu Arg Pro Arg Lys Leu Pro
35 40 15
Gln Leu Cys Thr Glu Leu Gln Thr Thr Ile His Asp Ile Ile Leu Glu
50 55 60
Cys Val Tyr Cys Lys Gln Gln Leu Leu Arg Arg Glu Val Tyr Asp Phe
65 70 15 80
Ala Phe Arg Asp Leu Cys Ile Val Tyr Arg Asp Gly Asn Pro Tyr Ala
83 90 95
Val Cys Asp Lys Cys Leu Lys Phe Tyr Ser Lys Ile Ser Glu Tyr Arg
100 105 110
His Tyr Cys Tyr Ser Leu Tyr Gly Thr Thr Leu Glu Gln Gln Tyr Asn
115 120 125
Lys Pro Leu Cys Asp Leu Leu Ile Arg Cys Ile Asn Cys Gln Lys Pro
130 135 140
Leu Gln Arg His Leu Asp Lys Lys Gln Arg Fhe His Asn Ile Arg Gly
145 150 155 160
Arg Trp Thr Gly Arg Cys Met Ser Cys Cya Arg Ser Ser Arg Thr Arg
165 170 175
Arg Glu Thr Gln Leu Gly Leu Ser Ser Thr Ser Ile Val Tyr Ile Leu
' 180 185 190
Ile Ala val Cys Leu Gly Gly Leu Ile Gly Ile Pro aAla Leu Ile Cys
185 200 205 ‘
Cys Cys Arg Gly Arg Cys Asn Lys Lys Gly Glu Gln Val Gly Met Ser
210 215 220
Arg Pro Gly Leu Lys Pro Asp Leu Thr Gly Thr Ser Lys Ser Tyr Val
225 230 235 240
Arg Ser Leu

<210> 65

<211> 185

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Variante de E7 no oncogénica y presentada en membrana de VPH-16 (SS-16E7*-TMR)

<400> 65

Met Val Pro Gln Ala Leu Leu Phe Val Pro Leu Leu Val Phe Pro Leu

1 5 10 15

Cys Phe Gly Lys Phe Pro Ile Gly Ser Met His Gly Asp Thr Pro Thr
20 25 30

Leu His Glu Tyr Met Leu Asp Leu Gln Pro Glu Thr Thr Gln Leu Asn

Asp Ser Ser Glu Glu Glu Asp Glu Ile Asp Gly Pro Ala Gly Gln Ala
S0 55 60
Glu Pro Asp Arg Ala His Tyr Asn Ile Val Thr Phe Cys Cys Lys Cys
65 70 75 80
Asp Ser Thr Leu Arg Leu Cys Val Gln Ser Thr His Val Asp lle Arg
85 90 a5
Thr Leu Glu Asp Leu Leu Met Gly Thr Leu Gly I1le Val Cys Pro Ile
100 105 110
Cys Ser Gln Lys Pro Arg Ser Tyr Val Leu Leu Ser Ala Gly Ala lLeu
115 120 125
Thr Ala Leu Met Leu Ile Ile Phe Leu Met Thr Cys Cys Arg Arg Val
130 135 140
Asn Arg Ser Glu Pro Thr Gln His Asn Leu Arg Gly Thr Gly Arg Glu
145 150 155 16C
val Ser Val Thr Pro Gln Ser Gly Lys Ile Ile Ser Ser Trp Glu Ser
165 170 175
His Lys Ser Gly Gly Glu Thr Arg Leu
180 185

<210> 66

<211> 1062

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

47
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<220>

<223> Secuencia de nucledtidos que codifica un polipéptido E2 de VPH-33 (secuencia degenerada)

<400> 66

atggaggaaa
gcagataaaa
gctttattgt
tctttgttag
acattaagta
gtttggettt
tatgacaatg
gaggaagata
cataactgty
acacaaatgt
agcaatcaaa
ccacaagcag
acaaagctqgt
tgcacaaata
ggcgaatcaa
agttctatgt
gtaaccgtga
cctectactyg

<210> 67
<211> 1326
<212> ADN

tatcagcacg
ctgatttacc
atacagccaa
catccaaaac
aatcacagta
gtgaaccacce
acaaaaaaaa
catgtactat
aaaaggtata
gggaagteca
tatccactac
cggccaaacg
tctgtgcaga
agcageggac
atagcttaaa
cttcaacttg
catttgtaac
tgcagataag

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Secuencia de nucleétidos que codifica un polipéptido E2 de VPH-33 defectuoso en la replicacion y

cttgaatgca
atctcaaatt
acagatggge
caaagcgttt
tagcacaagce
aaaatgtttt
taccatggac
ggttacaggg
ctttaaatat
tgtaggtgge
tgagactgct
acgacgacct
cccegecttg
tgtgtgragt
gtgtttgaga
gcactggact
tgaacagcaa
taceggatte

ES 2416361 T3

gtccaagaga
gaacactgga
ttttcacatt
caagtagcgg
caatggacgt
aaaaagcaag
tatactaact
aaagtagatt
tttaaggagg
caggttattg
gacatacaga
gcagacacta
gataatagaa
tctaacgttg
tacagattaa
agtgacaaca
caacaaatgt
atgaccttat

aaattctaga
aattgatacg
tatgtcacca
aactacagat
tgcaacagac
gagaaacagt
ggggtgaaat
atataggtat
atgctgccaa
tttgcecctac
cagacaacga
ctgacaccge
cagcacgtac
caccaatagt
aaccttataa
aaaatagtaa
tcttgggtac
aa

tetttacgaa
catggcctge
agtggtacct
ggcattagag
aagcttagag
aactgtgcaa
atacattata
gtattacata
atactctaaa
gtctatatct
taaccgacca
ccagecectt
agcaactaac
gcatttgaaa
agagttgtac
aaatggcata
cgtaaagata

presentado en la membrana (SS-33E2*-TMR) (secuencia degenerada)

<400> 67

atggtaccge
tttcctatag
tacgaagcag
gectgegett
gtaccttett
ttagagacat
ttagaggttt
gtgcaatatyg
attatagagg
tacatacata
tctaaaacac
atatctagca
cgaccaccac
cceccttacaa
actaactgca
ttgaaaggcg
ttgtacagtt
ggcatagtaa
aagatacctce
gcaggcacgt
gataggecey
tcgcaaagcg
ctgtga

<210> 68
<211> 1107
<212> ADN

aagecetgcet
aggaaatatc
ataaaactga
tattgtatac
tgttagcate
taagtaaatc
ggctttgtga
acaatgacaa
aagatacatg
actgtgaaaa
aaatgtggga
atcaaatatc
aagcagcgge
agctgttcetg
caaataagca
aatcaaatag
ctatgtcttc
ccqgtgacatt
ctactgtgca
tgatcgcact
aaagtaccca
gcaagttcat

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Secuencia de nucleétidos que codifica un polipéptido E2 de VPH-52 defectuoso en la replicacion (52degE2*)

attecgtacct
agcacgcttg
tttaccatct
agccaaacag
caaaaccaaa
acagtatagce
accaccaadaa
aaaaaatace
tactatggtt
ggtatacttt
agtccatgta
cactactgag
caaacqacga
tgcagacccc
gcggactgtg
cttaaagtgt
aacttggcac
tgtaactgaa
gataagtacc
aatgecttatc
aaggtccttg
tagcagttgg

(secuencia degenerada)

<400> 68

ttattggtet
aatgcagtcc
caaattgaac
atgggctttt
gcgtttcaag
acaagccaat
tgttttaaaa
atggactata
acagggaaag
aaatatttta
ggtggccagg
actqgctgaca
cgacctgcag
gccttggata
tgtagttcta
ttgagataca
tggactagtyg
cagcaacaac
ggattcatga
atcttectaa
agaggtaceg
gagtcgcaca

ttecectetyg
aagagaaaat
actggaaatt
cacatttatg
tagcggaact
ggacgttgca
agcaaggaga
ctaactgggg
tagattatat
aggaggatge
ttattgtttyg
tacagacaga
acactactga
atagaacagc
acgttgcace
gattaaaacc
acaacaaaaa
aaatgttett
ccttatacgt
taacctgctg
gacgcaacgt
aatcaggtgg

48

tttcggtaag
tctagatctt
gatacgcatg
tcaccaagtg
acagatggca
acagacaagc
aacagtaact
tgaaatatac
aggtatgtat
tgccaaatac
ccctacgtcet
caacgataac
cacegceccag
acgtacagca
aatagtgcat
ttataaagag
tagtaaaaat
gggtaccgta
actgctateg
caagcgggtt
atcggtaacg
agagacccege

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

960 --

1020
1062

60
120
180
240
300
360
420
480
340
600
660
720
780
840
900
960

1020
1080
1140
1200
1260
1320
1326
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15

20

25

atggaatega
gctgacagca
gttttgtttt
ccaatggcag
gcattgaaca
atgtggcgtg
tacgataatg
ggtgagtgty
tgtgatggayg
acaggagtct
agtaacgagg
tccgeagtgt
ccagatgtca
tcecgttgaca
gttgcacata
aaatgcctaa
tggcattgga
agtgatgaga
gttatacaaq

<210> 69
<211> 1374
<212> ADN

taccggecacg
atgatctaaa
ataaagcaaa
tgtctaagge
aaactcaata
cagagccaca
ataaaaacaa
aatgcacaat
aaaaaatcta
gggaggtgca
tttctactac
ccgtgggtgc
cagattccag
gcactacacg
caacttgtac
ggtatagggt
cgagtaatga
cacagcgtcea
gtgtcatgtc

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Secuencia de nucleétidos que codifica un polipéptido E2 de VPH-52 defectuoso en la replicacion y

gttaaacgct
cgcacaaatc
ggaactggga
aaaggcctge
cagtacagat
aaaatacttc
cactatggat
tgtagaagga
tttcgtaaaa
cgtgggcggt
agaaacagct
caaagacaca
aaacaccaaq
gggactcgta
tgctectatt
daaaacacat
atgtacaaat
acagttttta
attgtaa

ES 2416361 T3

gtgcaggaaa
gagcattgga
ataactcata
caagccgcag
ggctggacet
aagaagcacg
tacacaaatt
caagtggatt
tttagtaacg
caagtaatcg
gtccacctat
cacctacaac
taccccaaca
actgccactg
attcacctaa
aaaagtttat
aataaactag
aaaactgtea

agatactcga
agttgactcg
taggccatca
agcttcaatt
tacagcaaac
ggtacaceat
ggaaggaaat
actatgggtt
acgcaaagca
tgtgtccage

-gcaccgaaac

caccacagaa
accttttgeg
agtgcactaa
agggtgacce
atgttcaaat
gtattgtaac
aaatcccaaa

tctatatgag
aatggcttgt
agtagtgcct
ggctttggag
aagtctagaa
aacagtccaa
ttatttactt
atactattgg
atattgtgta
atcggtatca
ctccaagacce
gegacgtoga
gggacaacaa
taaaggtcgg
caacagcttg
ttcatctacg
aataacgtac
taccgtccaa

presentado en la membrana (SS-52E2*-TMF) (secuencia degenerada)

<400> 69

atgggtctca
cccaceggte
aagatactcg
aagttgactce
ataggccatc
gagecttcaat
ttacagcaaa
gagtacacaa
tggaaggaaa
tactatgggt
gacgcaaagc
gtgtgtccag
tgcaccgaaa
ccaccacaga
aaccttttge
gagtgcacta
aagggtgacc
tatgttcaaa
ggtattgtaa
aaaatcccaa
agcatagtct
atatgttgct
ggcctaaage

<210> 70
<211> 441
<212> PRT

aggtgaacgt
aaatccattg
atctatatga
gaatggettg
aagtagtgecc
tggetttgga
caagtctaga
taacagtcca
tttatttact
tatactattg
aatattgtgt
catcggtatc
ccteccaagac
agcgacgtcg
ggggacaaca
ataaaggtecg
ccaacagctt
ttteatctac
caataacgta
ataccgtcca
acatcctgat
gcagggygygcy
ctgatcttac

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Polipéptido E2 de VPH-33 defectuoso en la replicacion y presentado en la membrana (SS-33E2*-TMR)

<400> 70

cktctgccata
gggcgaatcg
ggctgacage
tgtrtegett
tccaatggca
ggcattgaac
aatgtggcgt
atacgataat
tggtgagtgt
gtgtgatgga
aacaggagtc
aagtaacgag
ctccgecagtg
accagatgtc
atccgttgac
ggttgcacat
gaaatgccta
gtggcattgg
cagtgatgag
agttatacaa
tgcagtgtgt
ttgtaacaaa
gggaacatca

ttcatggcag
ataccggcac
aatgatctaa
tataaagcaa
gtgtctaagg
aaaactcaat
gcagagccac
gataaaaaca
gaatgcacaa
gaaaaaatct
taggaggtgc
gtttctacta
tcegtgggtg
acagattcca
agcactacac
acaacttgta
aggtataggg
acgagtaatg
acacagegte
ggtgtcatgt
cttggagggt
aagggagaac
aaatcctatg

tactgttaac
ggttaaacgc
acgcacaaat
aggaactggg
caaaggcctyg
acagtacaga
aaaaatactt
acactatgga
ttgtagaagg
atttcgtaaa
acgtgggcgg
cagaaacagc
ccaaagacac
gaaacaccaa
ggggactcgt
ctgctcctat
taaaaacaca
aatgtacaaa
aacagttttt
cattgggttt
tgatagggat
aagttggtat
taaggtcgcet

tetecaaaca
tgtgcaggaa
cgagcattgg
aataactcat
ccaagecgea
tggetggace
caagaagcac
ttacacaaat
acaagtggat
atttagtaac
tcaagtaate
tgtccaccta
acacctacaa
gtaccccaac
aactgccact
tattcaccta
taaaagttta
taataaacta
aaaaactgtc
atcgagcact
ceccgcttta
gtcaagacca
ctga

Met Val Pro Gln Ala Leu Leu Phe Val Pro Leu Leu Val Phe Pro Leu

1

5

10

15

Cys Phe Gly Lys Phe Pro Ile Glu Glu Ile Ser Ala Arg Leu Asnh Ala

20

25

30

*Val GIln Glu Lys Ile Leu-Asp Leu Tyr Glu Ala-Asp Lys Thr Asp:Leu:.

49

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600

660

729
180
840
900
360
1020
1080
1107

60
120
180
2490

300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
900
960

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1374



10

Pro Ser
50

Leu Tyr

65

Val Pro

Leu Gln
Gln Trp

Pro Lys
130

Asn Asp

145

Ile Ile

Ile Gly
Phe Lys
His Val
210
Gln lle
225
Arg Pro
Asp Thr
Asp Asn
Thr Val
290
Ser Asn

305
Leu Tyr

Asn Ser
Gin Gln
Ser Thr
370
Ile Ala
385
Asp Arqg
val Ser

His Lys

<210>71

35
Gln

Thr
Ser
Met
Thr
115
Cys
Lys
Glu
Met
Glu
195
Gly
Ser
Pro
Ala
Arg
273
Cys
Ser
Ser
Lys
Met
355
Gly
Leu
Pro

Val

Ser
435

<211> 457
<212> PRT
<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Polipéptido E2 de VPH-52 defectuoso en la replicacién y presentado en la membrana (SS-52E2*-TMF)

<400> 71

Ile
Rla
Leu
Ala
100
Len
Phe
Lys
Glu
Tyxr
180
Asp
Gly
Thr
Gln
Gln
260
Thr
Ser
Leu
Ser
Asn
340
Phe
Phe
Met
Glu
Thr

420
Gly

Glu
Lys
Leu
Leu
Gln
Lys
Asn
Asp
165
Tyr
Ala
Gln
Thr
Ala
245
Pro
Ala
Ser
Lys
Met
325
Gly
Leu
Met
Leu
Ser
405

Ser

Gly

His
Gln
70

Ala
Glu
Gln
Lys
Thr
150
Thr
Ile
Ala
Val
Glu
230
Ala

Leu

Arg

Asn
Cys
310
Ser
Ile
Gly
Thr
Ile
396
Thr
Gln

Glu

Trp
55

Met
Ser
Thr
Thr
Glin
135
Met
Cys
His
Lys
Ile
215
Thr
ala
Thr
Thr
val
295
Leu
Ser
Val
Thr
Leun
375
Ila
Gln

Ser

Thr

40
Lys

Gly
Lys
Leu
Ser
120
Gly
Asp
Thr
Asn
Tyr
200
Val
Ala
Lys
Lys
Ala
280
Ala
Arg
Thr
Thr
Val
360
Tyr
Phe
Arg
Gly

Arg
440

Leu
Phe
Thr
Ser
105
Leu
Glu
Tyr
Met
Cys
185
Ser
Cys
Asp
Arg
Leu
265
Thr
Pro
Tyr
Trp
val
345
Lys
val
Leu
Ser
Lys

425
Leu

ES 2416361 T3

Ile
Ser
Lys
a0

Lys
Glu
Thr
Thr
Val
170
Glu
Lys
Pro
Ile
Arg
250
Phe
Asn
Ile
Arg
His
330
Thr

Ile

Ile

Leu
410
Phe

Arg
His
15

Ala
Ser
val
Val
Asn
155
Thr
Lys
Thr
Thr
Gln
235
Arg
Cys
Cys
Val
Leu
315
Trp
Phe
Pro
Leu
Thr
395
Arg

Ile

45
Met Ala
60
Leu Cys

Phe Gln
Gln Tyr

Trp Leu
125

Thr Val

140

Trp Gly

Gly Lys
Val Tyr
Gln Met
205
Ser Ile
220
Thr Asp
Pro Ala
Ala Asp
Thr Asn
285
His Leu
300
Lys Pro
Thr Ser
Val Thr
Pro Thr
365
Ser Ala
380
Cys Cys
Gly Thr

Ser Ser

50

Cys
His
Val
Ser
110
Cys
Gln
Glu

val

Phe
190

Trp
Ser
Asn
Asp
Pro
270
Lys
Lys
Tyr
Asp
Glu
350
Val
Gly
Lys

Gly

Trp
430

Ala
Gln
Ala
95

Thr
Glu
Tyr
Ile
Asp
175
Lys
Glu
Ser
Asp
Thr
255
Ala
Gln
Gly
Lys
Asn
335
Gln
Gln
Thr
Arg
Arg

415
Glu

Leu
Val
Glu
Ser
Pro
Asp
Tyr
160
Tyr
Tyr
Val
Asn
Asn
240
Thr
Leu
Arg
Glu
Glu
320
Lys
Gln
Ile
Leu
Val
400

Asn

Ser
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Met Gly Leu Lys Val Asn Val Ser Ala Ile Phe Met Ala Val Leu Leu
1 5 10 15
Thy Leu Gln Thr Pro Thr Gly Gln Ile His Trp Gly Glu Ser Ile Pro
20 25 30
Ala Arg lLeu Asn Ala Val Gln Glu Lys Ile Leu Asp Leu Tyr Glu Ala
35 40 45
Asp Ser Asn Asp Leu Asn Ala Gln Ile Glu His Trp Lys Leu Thr Arxg
50 35 60
Met Ala Cys Val Leu Phe Tyr Lys Ala Lys Glu Leu Gly Ile Thr His
65 70 15 80
Ile Gly His Glmn Val Val Pro Pro Met Ala Val Ser Lys Ala Lys Ala

Cys Gln Ala Ala Glu Leu Gln Leu Ala Leu Glu Ala Leu Asn Lys Thr
100 105 110
Gln Tyr Ser Thr Asp Gly Trp Thr Leu Gla Gln Thr Ser Leu Glu Met
115 120 125
Trp Arg Ala Glu Pro Gln Lys Tyr Phe Lys Lys His Gly Tyr Thr Ile
130 i3s 140
Thr Val Gln Tyr Asp Asn Asp Lys Asn Asn Thr Met Asp Tyr Thr Asn
145 150 158 160
Trp Lys Glu Ile Tyr Leu Leu Gly Glu Cys Glu Cys Thr Ile Val Glu
165 170 175
Gly Gln val Asp Tyr Tyr Gly Leu Tyr Tyr Trp Cys Asp Gly Glu Lys
180 185 190
Ile Tyr Phe Val Lys Phe Ser Asn Asp Ala Lys Gln Tyr Cys Val Thr
195 200 205
Gly val Trp Glu Val His Val Gly Gly Glm Val Ile Val Cys Pro Ala
210 215 220
Ser Val Ser Ser Asn Glu Val Ser Thr Thr Glu Thr Ala Val His Leu
225 230 235 240
Cys Thr Glu Thr Ser Lys Thr Ser Ala Val Ser Val Gly Ala Lys Asp
245 250 255
Thr His Leu Gln Pro Pro Gln Lys Arg Arg Arg Pro Asp Val Thr Asp
260 265 270
Ser Arg Asn Thr Lys Tyr Prco Asn Asn Leu Leu Arg Gly Gln Gln Ser
275 280 285
Val asp Ser Thr Thr Arg Gly Leu Val Thr Ala Thr Glu Cys Thr Asn
290 295 300
Lys Gly Arg Val Ala His Thr Thr Cys Thr Ala Pro Ile Ile His Leu
305 310 315 320
Lys Gly Asp Pro Asn Ser Leu Lys Cys Leu Arg Tyr Arqg Val Lys Thr
325 330 335
His Lys Ser Leu Tyr Val Gln Ile Ser Ser Thr Trp His Trp Thr Ser
340 345 350
Asn Glu Cya Thr Asn Asn Lys Leu Gly Ile Val Thr Ile Thr Tyr Ser
355 360 365
Asp Glu Thr Gln Arg Gln Gln Phe Leu Lys Thr Val Lys Ile Pro Asn
370 375 380
Thr Val Gln Val Ile Gln Gly Val Met Ser Leu Gly Leu Ser Ser Thr
385 390 395 400
Ser Ile Val Tyr Ile Leu Ile Ala Val Cys Leu Gly Gly Leu Ile Gly
405 410 415
Iie Pro Ala Leu Ile Cys Cys Cys Arg Gly Arg Cys Asn Lys Lys Gly
420 425 430
Glu Gln Val Gly Met Ser Arg Pro Gly Leu Lys Pro Asp Leu Thr Gly
435 440 445
Thr Ser Lys Ser Tyr Val Arg Ser Leu
450 - : 455

<210>72

<211> 36

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador 0TG18962 para reconstituir la secuencia que codifica SS-33E2*TMR

<400> 72
cccaaaggat ccaccatggt accgcaagcc ctgcta

<210>73

51
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<211>52
<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador 0TG18963 para reconstituir la secuencia que codifica SS-33E2*TMR

<400> 73

ttccectetg tttcggtaag tttcctatag aggaaatatc agcacgcttg aa
<210> 74

<211>52

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador 0TG18964 para reconstituir la secuencia que codifica SS-33E2*TMR

<400> 74

ttcaagcgtg ctgatatttc ctctatagga aacttaccga aacagagggg aa
<210> 75

<211>49

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador 0TG18965 para reconstituir la secuencia que codifica SS-33E2*TMR

<400> 75

gataagtacc ggattcatga ccttatacgt actgctatcg gcaggcacg
<210> 76

<211> 49

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador 0TG18966 para reconstituir la secuencia que codifica SS-33E2*TMR

<400> 76

cgtgectgec gatagcagta cgtataaggt catgaatccg gtacttatc
<210>77

<211>56

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Cebador 0TG18967 para reconstituir la secuencia que codifica SS-33E2*TMR
<400> 77

aaaaccccgc atgcgcggcec gcaagctatc acaggegggt ctctccacct gatttg

<210> 78

<211> 37

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

52

52

52

49

49

56
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<223> Cebador 0TG18968 para reconstituir la secuencia que codifica SS-52E2*-TMF
<400> 78

aaacccgaga tctaccatgg gtctcaaggt gaacgtc

<210> 79

<211> 46

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador 0TG18969 para reconstituir la secuencia que codifica SS-52E2*-TMF

<400> 79
cccaccggtc aaatccattg gggcgaatcg ataccggeac ggttaa
<210> 80
<211> 46

<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador 0TG18970 para reconstituir la secuencia que codifica SS-52E2*-TMF

<400> 80

ttaaccgtgc cggtatcgat tcgccccaat ggatttgace ggtggg
<210> 81

<211>43

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador 0TG18971 para reconstituir la secuencia que codifica SS-52E2*-TMF

<400> 81

gttatacaag gtgtcatgtc attgggttta tcgagcacta gca
<210> 82

<211> 43

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador 0TG18972 para reconstituir la secuencia que codifica SS-52E2*-TMF

<400> 82
tgctagtgct cgataaaccc aatgacatga caccttgtat aac

<210> 83

<211>53

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador 0TG18973 para reconstituir la secuencia que codifica SS-52E2*-TMF

<400> 83

aagcttgcta gccaccggtg gggecgeggce cgctcagage gaccttacat agg

53

37

46

46

43

43

53
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REIVINDICACIONES

1. Vector que comprende por lo menos una primera molécula de acido nucleico que codifica un primer polipéptido y
una segunda molécula de acido nucleico que codifica un segundo polipéptido, en el que:

- dichas primera y segunda moléculas de acido nucleico se obtienen respectivamente a partir de una primera 'y
una segunda secuencias de acido nucleico nativo que presentan un porcentaje de homologia de
aproximadamente 80% o superior a 80% en una porcién de 40 o mas nucleétidos continuos, y

- dicha primera molécula de acido nucleico y/o dicha segunda molécula de acido nucleico comprendidas en el
vector se modifican a fin de reducir dicho porcentaje de homologia a menos de 75%; y

en el que dicha primera molécula de acido nucleico y dicha segunda molécula de acido nucleico codifican por lo
menos el mismo polipéptido obtenido a partir de serotipos de VPH estrechamente relacionados.

2. Vector segun la reivindicacion 1, en el que el patron de uso de codones de la primera molécula de acido nucleico
o de la segunda molécula de acido nucleico, o de la primera y la segunda moléculas de acido nucleico se modifica
por lo menos en dicha(s) porcién/porciones homoéloga(s) de 40 o mas nucleotidos continuos con el fin de reducir el
porcentaje de homologia a menos de 75%.

3. Vector segun la reivindicacién 2, en el que el patron de uso de codones se modifica en el nivel de los nucleétidos
y dichas modificaciones son silenciosas en el nivel de los aminoécidos.

4. Vector segun la reivindicacion 2 o 3, en el que el patrén de uso de codones se modifica de tal manera que las
porciones homologas entre la primera y la segunda moléculas de acido nucleico se limitan a menos de 8,
preferentemente menos de 5, nucledtidos consecutivos.

5. Vector segln cualquiera de las reivindicaciones 1 a 4, en el que dicho vector es un vector adenovirico,
preferentemente un vector adenovirico defectuoso en la replicacion.

6. Vector segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 4, en el que dicho vector es un vector poxvirico,
preferentemente obtenido a partir de un virus de la vaccinia seleccionado de entre el grupo constituido por la cepa
Copenhagen, la cepa Wyeth, NYVAC y la cepa Ankara modificada (MVA) altamente atenuada.

7. Vector segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 6, en el que la primera y la segunda moléculas de acido
nucleico se obtienen de manera independiente a partir de un virus del papiloma de alto riesgo seleccionado de entre
el grupo constituido por VPH-16, VPH-18, VPH-30, VPH-31, VPH-33, VPH-35, VPH-39, VPH-45, VPH-51, VPH-52,
VPH-56, VPH-58, VPH-59, VPH-66, VPH-68, VPH-70 y VPH-85.

8. Vector segun la reivindicaciéon 7, en el que la primera y la segunda moléculas de &cido nucleico codifican un
polipéptido precoz del virus del papiloma seleccionado de entre el grupo constituido por E1, E2, E6 y E7.

9. Vector segln cualquiera de las reivindicaciones 1 a 8, en el que dicho mismo polipéptido obtenido a partir de
organismos estrechamente relacionados es un polipéptido E2.

10. Vector segun la reivindicacion 9, en el que los serotipos de VPH estrechamente relacionados son VPH-16, VPH-
18, VPH-33 y/o VPH-52.

11. Vector segun la reivindicacién 10, en el que dicho vector comprende una primera molécula de acido nucleico que
codifica un polipéptido E2 de VPH-16, una segunda molécula de acido nucleico que codifica un polipéptido E2 de
VPH-18, una tercera molécula de acido nucleico que codifica un polipéptido E2 de VPH-33 y una cuarta molécula de
acido nucleico que codifica un polipéptido E2 de VPH-52.

12.Vector segun la reivindicacién 11, en el que dicho polipéptido E2 de VPH-16 comprende la secuencia de
aminoacidos presentada en la SEC ID n° 7, dicho polipéptido E2 de VPH-18 comprende la secuencia de
aminoacidos presentada en la SEC ID n° 8, dicho polipéptido E2 de VPH-33 comprende la secuencia de
aminoacidos presentada en la SEC ID n® 70 vy dicho polipéptido E2 de VPH-52 comprende la secuencia de
aminoacidos presentada en la SEC ID n°: 71.

13. Vector segun la reivindicacion 11 o 12, en el que dicha primera molécula de acido nucleico comprende la
secuencia de nucleétidos indicada en la SEC ID n°: 12; dicha segunda molécula de acido nucleico comprende la
secuencia de nucledtidos indicada en la SEC ID n°: 13; dicha tercera molécula de acido nucleico comprende la
secuencia de nucleétidos presentada en la SEC ID n°: 67 y dicha cuarta molécula de acido nucleico comprende la
secuencia de nucleodtidos presentada en la SEC ID n°: 69.

14. Vector segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 8 y 10, en el que dicho mismo polipéptido obtenido a partir de

54
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organismos estrechamente relacionados es un polipéptido E6, un polipéptido E7 0 ambos polipéptidos E6 y E7.

15. Vector segun la reivindicacion 14, en el que la primera molécula de acido nucleico codifica un polipéptido E6 de
VPH-16 y la segunda molécula de acido nucleico codifica un polipéptido E6 de VPH-18, en el que la segunda
molécula de acido nucleico comprende la secuencia de nucleétidos presentada en SEC ID n°; 14,

16. Vector segun la reivindicacion 14, en el que la primera molécula de acido nucleico codifica un polipéptido E7 de
VPH-16 y la segunda molécula de acido nucleico codifica un polipéptido E7 de VPH-18, en el que la segunda
molécula de acido nucleico comprende la secuencia de nucleétidos presentada en SEC ID n°; 15.

17. Vector seguln la reivindicacion 15 o 16, en el que dicho vector es un vector de MVA, la primera molécula de acido
nucleico se dispone bajo el control del promotor 7.5K del virus de la vaccinia y la segunda molécula de acido
nucleico se coloca bajo el control del promotor H5R del virus de la vaccinia, y la primera y la segunda moléculas de
acido nucleico estan insertadas en la delecion 1l de dicho vector de MVA.

18. Vector segun la reivindicacién 14, en el que dicho vector comprende una primera molécula de acido nucleico que
codifica un polipéptido E6 de VPH-16, una segunda molécula de acido nucleico que codifica un polipéptido E6 de
VPH-18, una tercera molécula de acido nucleico que codifica un polipéptido E7 de VPH-16 y una cuarta molécula de
acido nucleico que codifica un polipéptido E7 de VPH-18, en el que dichas primera, segunda, tercera y cuarta
moléculas de acido nucleico no comprenden una porcion de 40 o mas nucleétidos continuos que presenten un
porcentaje de homologia de 75% o superior a 75%.

19. Molécula de acido nucleico aislada que comprende la secuencia de nucleétidos presentada en cualquiera de
entre las SEC ID n®: 9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 66, 67, 68 0 69.

20. Célula hospedadora que comprende la molécula de acido nucleico segun la reivindicacién 19 o el vector segun
cualquiera de las reivindicaciones 1 a 18.

21. Composiciéon farmacéutica que comprende una cantidad terapéuticamente eficaz de la molécula de &acido
nucleico segun la reivindicacion 19, el vector segin cualquiera de las reivindicaciones 1 a 18, o la célula
hospedadora seguin la reivindicacion 20, un vehiculo farmacéuticamente aceptable y, opcionalmente uno o mas
adyuvantes adecuados para la administracién sistémica o mucosa a humanos, preferentemente un compuesto de
imidazoquinolina.

22. Utilizacion de la molécula de acido nucleico segun la reivindicacion 19, del vector segun cualquiera de las
reivindicaciones 1 a 18, de la célula hospedadora segin la reivindicacion 20 o de la composicién segun la
reivindicacion 21, para la preparacion de un farmaco destinado al tratamiento o a la prevencién de enfermedades
infecciosas, canceres o enfermedades de inmunodeficiencia.

23. Utilizacion segun la reivindicacién 22 para el tratamiento preventivo o curativo de una afeccién asociada con la
infeccion por un virus del papiloma, tal como una infeccién persistente, lesiones premalignas y malignas.

24. Utilizacion segun la reivindicacion 22 o 23, en la que dicha utilizacién se lleva a cabo segun una modalidad

terapéutica de sensibilizacién y refuerzo, y en la que dicho vector o composicion se utiliza para sensibilizar o
reforzar, o para sensibilizar y reforzar, una respuesta inmunitaria en un individuo.
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Figura 1

Figura 1A

a)
..GCACGAGGACGAGGACAAGGAAAACGATGGTGATTCATTACCTACATTCAAGTGCGTATCTGGTCA
GAACACAAATACTTTGTGA

NEER RN AR R RN NN AR RN AR R AR RN RN R RARERRE RN

b)
ATGGTGATTCATTACCTACATTCAAGTGCGTATCTGGTCAGAACACAAATACTTTGTGAAAATGATA
GT..

Porcentaje de identidad: 100

Figura 1B

a)
WGCACGAGGACGAGGACAAGGAARACGATGGTGATTCATTACCTACATTCAAGTGCGTATCTGGTCA
GAACACARATACTTTGTGA

S I T T T T I T I O I O O A I IO
I R N N
b)
ATGGAGACTCTTTGCCAACGTTTAARAATGTGTGTCAGGACAAAATACTAACACATTATGAABRATGATA

GT..

Porcentaje de identidad : 69,492
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Figura 2

Figura 2A: E6 VHP16 (a) versus E6 VHP'18 (b)

a ATGCACCARAAGAGAACTGCRATGTTTCAGGACCCACAGGAGCGACCCAG 50

(I e e It BERERE
b ... ATGGCGCGCTTTGAGGATCCAACACGGCGACCCTA 35

a AAAGTTACCACAGTTATGCACAGAGCTGCAAACAACTATACATGATATAA 100

N N e N e e N e R A R AR
b CAAGCTACCTGATCTGTGCACGGAACTGAACACTTCACTGCAAGACATAG 85

a TATTAGAATGTGTGTACTGCAAGCAACAGTTACTGCGACGTGAGGTATAT 150

I 1l U [l I Lrereen 1
b  AAATAACCTGTGTATATTGCAAGACAGTATTGGAACTTACAGAGGTATTT 135

a GACTTTGCTTTTCGGGATTTATGCATAGTATATAGAGATGGGAATCCATA 200

AR R NN ERRRN (I T I O I I B Y B
b GAATTTGCATTTAAAGATTTATTTGTGGTGTATAGAGACAGTATACCCCA 185

a TGCTGTATGTGATAAATGTTTAAAGTTTTATTCTAAAATTAGTGAGTATA 250

N R N e e N R N
b  TGCTGCATGCCATAAATGTATAGATTTTTATTCTAGAATTAGAGAATTAA 235

a GACATTATTGTTATAGTITTGTATGGAACAACATTAGAACAGCAATACARC 300

ARRRRRRE | (ERERERRN ELLEE e L1l
b GACATTATTCAGACTCTGTGTATGGAGACACATTGGAAAAACTAACTAAC 285

a AAACCGTTGTGTGATTTGTTAATTAGGTGTATTAACTGTCAAAAGCCACT 350

| e PEVE rener rvrre I I I R T
b ACTGGGTTATACAATTTATTAATAAGGTGCCTGCGGTGCCAGAAACCGTT 335

a GTGTCCTGRAGAAAAGCAAAGACATCTGGACAAAAAGCAAAGATTCCATA 4090

L N N e e R NN
b GAATCCAGCAGAAAAACTTAGACACCTTAATGAAAAACGACGATTTCACA 385

a ATATAAGGGGTCGGTGGACCGGTCGATGTATGTCTTGTTGCAGATCATCA 450
bl I T Y N I R il [l
b ACATAGCTGGGCACTATAGAGGCCAGTGCCATTCGTGCTGCAACCGAGCA 435

A AG. .t ianan ARCACGTAGAGAAACCCAGCTGTAA 477

I N AN NN
b CGACAGGAACGACTCCAACGACGCAGAGAAACACAARGTATAA 477
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Figura 2B: VHP16 E6 (a) versus SEC ID n°14 (b)

.......... ATGCACCAAAAGAGAACTGCAATGTTTCAGGACCCACAGG
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.................... + « . ATGGCGCGCTTTGAGGATCCAACAC
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GGCGACCCTACAAGCTACCTGATCTGTIGCACGGAACTGAACACTTCACTG

CATGATATAATATTAGAAT GTGTGTACTGCAAGCAACAGTTACTGCGACG
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CAAGACATAGAAARTAACCTGTGTATATTGTAAGACAGTATTGGAACTTAC

TGAGGTATATGACTTTGCT TTTCGGGATTTATGCATAGTATATAGAGATG

PEEEerr tey e v ol e e r
AGAGGTATTTGAATTTGCATTTAAAGACCTATTTGTGGTGTATCGTGACA

GGAATCCATATGCTGTATGTGATAAATGTTTAAAGTTTTATTCTAAAATT

I O A R O e e e NNy
GTATACCCCATGCCGCATGCCATAAGTGTATAGATTTTTACTCTAGRATC

AGTGAGTATAGACATTATTGTTATAGTTTGTATGGAACARCATTAGAACA

N R R RN RN I e vt U I N
AGAGAATTAAGGCACTATTCAGACTCTGTGTACGGAGACACATTGGARAAR

GCAATACAACAAACCGTTGTGTGATTTGTTAATTAGGTGTATTAACTGTC

bl RN il bear e e | I
ACTAACTAARCACTGGGTTATACAATTTATTAATAAGATGCCTGCGGTGCC

ARAAGCCACTGTGTCCTGAAGAAAAGCAAAGACATCTGGACARARAGCAR

R RN N R ER
AGAARCCGTT. . ovvvvreracnns GCTTAGACACCTTAATGAAARACGA

AGATTCCATAATATAAGGGGTCGGTGGACCGGTCGATGTATGTCTIGTIG

teee e [ N R A e (R
CGATTTCACAACATAGCTGGGCACTATAGAGGCCAGTGCCATTCGTGCTG

-

C..... AGATCATCAAGAACACGTAGAGAAACCCAGCTGTAA. . v v v s

| 1 irn (. N B I
CAACCGAGCACGACAGGAACGACTCCAACGACGCAGGGAGACACAAGTAR
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