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DESCRIPCIoN 

Constructos poliepitopicos del VPH y uso de los mismos. 

Campo de la invencion 

La presente invencion va dirigida a constructos poliepitOpicos del virus del papiloma humano (VPH) y al uso de los 

5 mismos para la prevencion y/o el tratamiento de una infeccion de VPH. 

Antecedentes de la invencion 

El cancer del cuello uterino es el segundo cancer mas comun entre las mujeres en el mundo entero, estimandose 

493.000 nuevos casos y 274.000 fallecimientos en 2002. El campo de la prevencion del cancer de cuello de Otero 

este evolucionando rapidamente como consecuencia de la identificacion de la causa de la enfermedad: un nOrnero 

10 limitado de tipos virales de la familia de los virus del papiloma humano (VPH). De hecho, se ha reconocido que el 

VPH es una cause del cancer de cuello de Otero, y 2 de los tipos oncogenicos, el 16 y el 18, son conjuntamente 

responsables del 70% de los casos de cancer de cuello de Otero del mundo entero. 

Recientemente, se autorizo el uso de 2 vacunas profilacticas. No obstante, es probable que pasen decades antes de 

que pueda evaluarse el impacto de la vacunaciOn contra el VPH sobre la incidencia del cancer de cuello de Utero. 

15 Optimamente, estas vacunas deberian ser administradas antes del inicio de las relaciones sexuales y de la infeccion 

de VPH. Como tales, no son de beneficio alguno para mujeres con una infecciOn de VPH ya existente. El tratamiento 

(cirugia) para la infeccion de VPH es a menudo poco satisfactorio debido a la persistencia del virus despues del 

tratamiento y es comiin la recurrencia de la enfermedad clinicamente evidente. El tratamiento puede requerir visitas 

frecuentes a clinicas y no ve dirigido a la eliminacion del virus, sino a la eliminacion de verrugas. Ademas, se supone 

20 que genotipos oncogenicos de VPH menos extendidos —al menos en parte— tomaran el relevo de los genotipos 

VPH16 y 18 actualmente objeto de ataque. Las mujeres con lesiones precarcinogenicas resultantes de las 

infecciones generalizadas de VPH en la actualidad representan una necesidad muy poco atendida. 

Asi, existe la necesidad de una vacuna eficaz para prevenir y/o tratar la infeccion persistente de VPH y para prevenir 

el cancer que este asociado con la infeccion de VPH. Vacunas efectivas del VPH serian un avance significativo en el 

25 control de infecciones de transmision sexual y tambien podrian proteger contra la enfermedad clinica, 

particularmente en canceres tales como el cancer de cuello de Otero (vease, por ejemplo, Rowen, P. y Lacey, C., 

Dermatologic Clinics 16 (4): 835- 838, 1998). 

En la mayoria de individuos, las infecciones de VPH inducen presumiblemente una inmunidad intensa, local, 

mediada por celulas, que da como resultado la eliminaciOn del virus y la proteccien contra una infecciOn posterior. Se 

30 sabe que los linfocitos T citot6xicos (CTL) restringidos a la clase I del antigeno leucocitario humano (HLA) 

especificos a virus y los linfocitos T colaboradores (HTL) restringidos a la clase II del HLA desemperian un papel 

fundamental en la prevencion de la infeccien cronica y de la eliminaciOn viral in vivo (Houssaint y otros, 2001; 

Gruters y otros, 2002; Tsai y otros, 1997; Murray y otros, 1992; Tigges y otros, 1992; Bowen y Walker, 2005). 

Una vacuna terapeutica candidata que seleccione el VPH como blanco deberia provocar respuestas inmunitarias 

35 celulares intensas y multiespecificas. La inducci6n de una respuesta celular intensa especifica al VPH —que 

comprende la actividad de las celulas T citotexicas (CTL) y de las celulas T colaboradoras (HTL)— puede lograrse 
usando un enfoque de vacuna basada en epitopos. 

El enfoque poliepitopico al desarrollo de vacunas es para crear racionalmente una respuesta celular multiespecifica, 

haciendo que el sistema inmunitario sea estimulado especificamente contra multiples epitopos seleccionados que 
40 cumplan criterios estrictos. Estos incluyen epitopos de CTL que ester) presentados por MHC-1 y son reconocidos por 

las celulas T citot6xicas y epitopos de HTL que se enlazan con MHC II y son reconocidos por las celulas T 

colaboradoras. Los epitopos se seleccionan en vista de su capacidad de provocar respuestas en seres humanos, 
buscando con ello una gran cobertura de la poblacion (seleccionando como blancos a los alelos fundamentales de la 

clase I de HLA, asi como los alelos fundamentales de la clase II de HLA). 

45 La tecnologia relevante a las vacunas poliepitopicas este en desarrollo y hay disponibles varios enfoques diferentes 
que permiten la administracion simultanea de multiples epitopos. Varios estudios independientes han establecido 

que puede lograrse la induccion de respuestas inmunitarias simultaneas contra peptidos multiples e individuales 

(Doolan y otros (1997), Bertoni y colegas (1997)). En terminos de la inmunizaciOn con vecunes poliepitopicas de 

acidos nucleicos, se han documentado varios ejemplos en los que se indujeron multiples respuestas de celulas T 

50 (Thomson y otros, 1995; Woodberry y otros, 1999; Mateo y otros, 1999; Ishioka y otros, 1999; W004/031210, 

Innogenetics N.V. y otros). 

Los esfuerzos por desarrollar un tratamiento efectivo para una enfermedad relacionada con el VPH tienen un campo 

de interes muy estrecho. La mayoria de los estudios se concentran en las proteinas E6 y/o E7 de VPH de tipo 16. 

Ademes, el documento W005/089164 (Pharmexa y otros) da a conocer constructos poliepitOpicos de VPH centrados 

55 en las proteinas E6 y E7 y, edemas, en las El y E2. Durante el ciclo vital del virus del papiloma, las proteinas del 
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VPH (El , E2, E4, E5, E6, E7, Ll y L2) son expresadas diferencialmente. Adernas, durante la progresion de CIN1 a 

CIN3, el grado de expresion de las diferentes proteinas del VPH es cambiante (Doorbar, 2005). Seleccionar las 6 

proteinas tempranas (El, E2, E4, E5, E6 y E7) proporciona, asi, una forma de inducir respuestas inmunitarias 

eficientes dirigidas a todas las fases del ciclo vital del virus, con independencia del grado de CIN. 

5 Aunque se estudiaron la E4 y la E5 en busca de epitopos inmunogenicos, el documento W005/089164 no consigui6 

obtener peptidos reactivos. Se sabe, de hecho, que la mayoria de las proteinas del VPH son comparativamente 

pequelias y que, por lo tanto, podrian no comprender muchos epitopos reactivos. 

Sin embargo, los presentes inventores han determinado ahora varios epitopos inmunogenicos en las proteinas E4 y 

E5 de los genotipos del VPH de alto riesgo VPH16, 18, 31 y 45. Adernas, los presentes inventores consiguieron 

10 crear una vacuna potente multiespecifica y de amplio espectro que abordaba las diferentes fases de la infecciOn de 

VPH y que ampliaba con ello la ventana de tratamiento. Cuando otras, centradas en la E6 y/o la E7 seleccionan 

como blanco la CIN2 y la CIN3, esta vacuna permite tratar las fases anteriores de la enfermedad, asi como la 

infecci6n persistente, reduciendo con ello adicionalmente la probabilidad de desarrollar cancer de cuello de Otero. 

Los constructos poliepitOpicos estan disetiados para inducir una respuesta inmunitaria a al menos 4 epitopos 

15 diferenciados de CTL y 1-3 epitopos de HTL por genotipo de VPH en la nnayoria de los sujetos infectados con uno 

de los cuatro genotipos del VPH de alto riesgo mas extendidos (VPH16, 18, 31 y 45), con independencia de su 

origen etnico. 

Sumario de la invencion 

1. Un constructo poliepitopico aislado que cornprende 

20 a) epitopos de linfocitos T citotoxicos (CTL) al virus del papiloma humano (VPH) caracterizados por las ID SEC NOS 

1 a 44, y/o  

b) los epitopos de linfocitos T citot6xicos (CTL) al virus del papiloma humano (VPH) caracterizados por las ID SEC 
NOS 1, 23, 39 y 45 a 88. 

25 2. El constructo poliepitopico segiin 1 que comprende los epitopos de linfocitos T citotoxicos (CTL) al virus del 

papiloma humano (VPH) caracterizados por las ID SEC N°5 1 a 88. 

3. El constructo poliepitopico segun 1 o 2 que, adernas, comprende al menos un epitopo de linfocitos T 

colaboradores (HTL) del virus del papiloma humano (VPH). 

4. El constructo poliepitOpico segiin 3 en el que al menos un epitopo de linfocitos T colaboradores (HTL) del virus 

30 del papiloma humano (VPH) se selecciona del grupo consistente en las ID SEC NOS 89 a 121. 

5. El constructo poliepitopico segun 4 en el que el constructo poliepitopico de (a) comprende los epitopos de 

linfocitos T colaboradores (HTL) del virus del papiloma humano (VPH) caracterizados por las ID SEC NOS 89 a 105 y 

en el que el constructo poliepitopico de (b) comprende los epitopos de linfocitos T colaboradores (HTL) del virus del 

papiloma humano (VPH) caracterizados por las ID SEC NOS 106 a 121. 

35 6. El constructo poliepitopico segun uno cualquiera de 1 a 5 que, adernas, comprende un epitopo de celulas T 

universales que se enlaza con mas de una molecula HLA-DR de clase II. 

7. El constructo poliepitopico segun 6 en el que el epitopo de celulas T universales esta caracterizado por la ID 

SEC N° 122. 

8. El constructo poliepitOpico segun uno cualquiera de 1 a 7 que comprende la secuencia de aminoacidos 

40 representada por ID SEC N° 156, ID SEC N° 158, ID SEC N° 160, ID SEC N° 162, ID SEC N° 123, ID SEC N° 125, ID 

SEC N° 127 o ID SEC N° 129. 

9. Un polinucleotido aislado que comprende un constructo de polinucleotidos que codifica el constructo poliepitopico 

de cualquiera de 1 a 8. 

10. El polinucleOtido segun 9 en el que el constructo de polinucleotidos comprende la secuencia de acidos nucleicos 

45 representada por ID SEC N° 157, ID SEC N° 159, ID SEC N° 161, ID SEC N° 163, ID SEC N° 124, ID SEC N° 126, ID 

SEC N° 1280 ID SEC N° 130. 

11. Un vector que comprende el polinucleOtido de uno cualquiera de 9 o 10. 

12. El vector segun 11 en el que dicho vector es un vector de expresion, siendo preferentemente dicho vector de 

expresion un ADN de vector viral o plasmidico. 
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13. El vector segiin 12 en el que dicho vector viral es un virus vaccinia, siendo preferentemente dicho virus vaccinia 
MVA. 

14. Una celula que comprende el constructo polipeptidico de cualquiera de 1 a 8, el constructo de polinucleotidos de 
uno cualquiera de 9 o 10 o el vector de uno cualquiera de 11 a 13. 

5 15. Una composici6n que comprende el constructo polipeptidico de cualquiera de 1 a 8, el constructo de 

polinucleOtidos de uno cualquiera de 9 o 10 o el vector de uno cualquiera de 11 a 13, o cualquier combinaci6n de los 

mismos, y un excipiente farmaceuticamente aceptable. 

16. El constructo polipeptidico de cualquiera de 1 a 8, el constructo de polinucleotidos de uno cualquiera de 9 o 10 o 
el vector de uno cualquiera de 11 a 13, o cualquier combinaci6n de los mismos, para su uso como medicamento. 

10 17. El constructo polipeptidico de cualquiera de 1 a 8, el constructo de polinucleotidos de uno cualquiera de 9 o 10 o 
el vector de uno cualquiera de 11 a 13, o cualquier combinacion de los mismos, para su uso en la prevencion y/o el 
tratamiento de una infecci6n de VPH. 

18. El constructo polipeptidico de cualquiera de 1 a 8, el constructo de polinucle6tidos de uno cualquiera de 9 o 10 o 
el vector de uno cualquiera de 11 a 13, o cualquier combinaciOn de los mismos, para su uso en la prevenciOn y/o el 

15 tratamiento de una enfermedad relacionada con el VPH. 

Leyendas de las Figuras 

Figura 1: A. Orden especifico de epitopos de CTL en el constructo ICCG6150 

B. Orden especifico de epitopos de HTL en el constructo ICCG6150 o el ICCG6149 

Figura 2: A. Orden especifico de epitopos de CTL en el constructo ICCG6138 

B. Orden especifico de epitopos de HTL en el constructo ICCG6138 o el ICCG6137 

Figura 3: Orden especifico de epitopos de CTL en el constructo ICCG6137 

Figura 4: Orden especifico de epitopos de CTL en el constructo ICCG6149 

Figura 5: Constructo ICCG6137 

A. Secuencia de aminoacidos de la secuencia sena! (en cursiva) y el poliepitopo; 

B. Secuencia de ADN: Se subrayan los codones iniciador y finalizador. La secuencia serial se muestra 
en cursiva, y la secuencia codificadora del epitopo esta en negrita. 

C. Secuencia de aminoacidos del poliepitopo; 

D. Secuencia de ADN del poliepitopo. 

Figura 6: Constructo ICCG6138 

A. Secuencia de aminoacidos de la secuencia sena' (en cursiva) y el poliepitopo; 

B. Secuencia de ADN: Se subrayan los codones iniciador y finalizador. La secuencia serial se muestra 
en cursiva, y la secuencia codificadora del epitopo esta en negrita. 

C. Secuencia de aminoacidos del poliepitopo; 

D. Secuencia de ADN del poliepitopo. 

Figura 7: Constructo ICCG6149 

A. Secuencia de aminoacidos de la secuencia seal (en cursiva) y el poliepitopo; 

B. Secuencia de ADN: Se subrayan los codones iniciador y finalizador. La secuencia sefial se muestra 
en cursiva, y la secuencia codificadora del epitopo esta en negrita. 

C. Secuencia de aminoacidos del poliepitopo; 

D. Secuencia de ADN del poliepitopo. 
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Figura 8: Constructo ICCG6150 

A. Secuencia de aminoacidos de la secuencia serial (en cursive) y el poliepitopo; 

B. Secuencia de ADN: Se subrayan los codones iniciador y finalizador. La secuencia setial se muestra 

en cursive, y la secuencia codificadora del epitopo este en negrita. 

C. Secuencia de aminoacidos del poliepitopo; 

D. Secuencia de ADN del poliepitopo. 

DescripciOn detallada de la invenciOn 

La presente invencion va dirigida a un polinucleOtido o polipeptido que comprende un constructo poliepitOpico que 

codifica o que comprende epitopos derivados de las proteinas El, E2, E4, E5, E6 y/o E7 del virus del papiloma 

humano (VPH). Los epitopos son aquellos que provocan una respuesta de linfocitos T restringidos a la clase I y/o a 

5 la clase II del HLA en un anfitriOn inmunizado. Mas especificamente, la presente invenci6n describe constructos 

poliepitopicos sumamente optimizados y efectivos caracterizados por un procesamiento eficiente y que comprenden 

epitopos altamente inmunogenicos que permiten un tratamiento eficiente de pacientes en diferentes fases de una 

enfermedad relacionada con el VPH. 

Identificacion de los epitopos 

10 Se evaluo la inmunogenicidad de los epitopos de enlace de CTL en diferentes ratones transgenicos de HLA. Para 

esto, se Ilevo a cabo una sole inmunizacion con repositorios de peptidos de CTL junto con un epitopo comOn de HTL 

emulsionado en IFA y hasta 14 dies despues, se aislaron y evaluaron celulas CD8+ del bazo en busca de 

especificidad epit6pica usando un ensayo directo IFNy ELISPOT ex vivo. Se demostrO que la mayoria de los 

epitopos de CTL con alta afinidad de enlace eran inmunogenicos. 

15 Se evaluaron epitopos de enlace de HTL en busca de su inducciOn de respuestas de memoria de celulas T (ex vivo) 

usando PBMC procedentes de pacientes de VPH. Para esto, se cultivaron in vitro PBMC procedentes de sujetos 

durante 1-2 semanas en presencia de peptido de ensayo mas celulas que presentaban antigenos (APC) para 

permitir la activacion de celulas T de "memoria", a diferencia de las celulas T "virgenes". Al final del periodo de 

cultivo, se detecto la actividad de las celulas T usando ensayos tales como la liberacion de 51cr que implicaba a 

20 celulas diana cargadas de peptidos, la proliferacion de celulas T o la liberaciOn de citocinas. 

La Table 1 da los epitopos de CTL del polipeptido aislado segun las reivindicaciones. Cada epitopo individual es 

parte de la invencion, asi como las combinaciones de dos, mas o la totalidad de dichos epitopos. En un aspecto 

especifico de la invencion, se han identificado epitopos en las proteinas E4 y E5 de los genotipos del VPH de alto 

riesgo VPH16, 18, 31 y 45, por lo que dichos epitopos estan siendo caracterizados por las ID SEC Nos 8, 17, 29, 42, 

25 43, 51, 52, 64, 74, 75, 81 y 86. Como tal, el constructo poliepitOpico aislado descrito se relaciona tambien con una 

combinaciOn que comprende 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10, 11 o la totalidad de los epitopos caracterizados por las ID SEC 

NOS 8, 17, 29, 42, 43, 51, 52, 64, 74, 75, 81 y 86, opcionalmente enlazados entre si en un constructo poliepitOpico. 

Partiendo de dicho repositorio de epitopos de CTL, los presentes inventores lograron crear una vacuna potente 

multiespecifica y de amplio espectro que abordaba las diferentes fases de la infecci6n de VPH y que ampliaba la 

30 ventana de tratamiento. 

El constructo poliepitopico de la presente invencion es particularmente ütil para prevenir y/o tratar una infeccion de 

VPH, mas especificamente una enfermedad relacionada con el VPH, y aim mas especificamente las fases 

precancerosas de la infeccion de VPH, es decir, las CIN 1-3. Una enfermedad relacionada con el VPH incluye la 

neoplasia y canceres relacionados con el VPH, tales como, sin limitacion, el cancer de cuello de Otero y el carcinoma 

35 de cabeza y cuello. La neoplasia que haya de tratarse con los medicamentos segirn la presente invencion puede ser 

cualquier neoplasia inducida por el VPH, preferentemente en un tejido epitelial, en la zona ano-genital y/o en el 

tracto ano-genital, que comprende la vulva, la vagina, el cuello de Otero, el pene, el escroto, el ano y el recto. Los 

trastornos neoplasicos que deben tratarse comprenden la neoplasia cervical intraepitelial de diversos grados (CIN 1, 

2 y 3), las neoplasias vulvares intraepiteliales de diversos grados (VIN 1, 2 y 3) y las neoplasias vaginales 

40 intraepiteliales (VAIN) y la neoplasia anal intraepitelial (AIN). Tambien pueden ser tratados segiin esta invencion 

sujetos varones que padezcan neoplasias inducidas viralmente en la zona y/o el tracto ano-genitales, tales como, sin 

limitacion, la neoplasia intraepitelial del pene (PIN) y la neoplasia anal intraepitelial (AIN). 

Aunque la mayoria de las infecciones de VPH no progresa hasta el cancer de cuello de Otero, es mas frecuente que 

lo hagan las infecciones que persistan muchos Mos. La mayoria de canceres de cuello de Otero se desarrolla 

45 lentamente a traves de una serie de cambios anormales en las celulas del cuello del Otero. Pruebas de Papanicolaou 

regulares pueden detectar estos cambios y puede extirparse el tejido anormal, previniendo que se desarrolle 

transformandose en cancer. Se han usado diversas expresiones para describir las celulas anormales que pueden 
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verse en pruebas de Papanicolaou. Las muestras con anormalidades celulares pueden dividirse en diferentes 
categorias. 

La neoplasia cervical intraepitelial (CIN) es una expresion que se usa a menudo para describir hallazgos de tejido 
anormal. Neoplasia significa un crecimiento anormal de celulas. El termino CIN junto con un numero (1, 2 o 3) 

5 describe cuanto del grosor del revestimiento del cuello uterino contiene celulas anormales. Se considera que CIN-3 
es una afecci6n precancerosa que incluye un carcinoma in situ. 

10 

Otra clasificacion es: 

• ASC: Celulas escamosas atipicas. Las celulas escamosas son las celulas delgadas planes que forman la 
superficie del cuello uterino. 

• AGC: Celulas glandulares atipicas. Las celulas glandulares son celulas productoras de moco encontradas en el 
canal endocervical (abertura en el centro del cuello uterino) o en el revestimiento del Otero. Las celulas glandulares 
no parecen normales, pero los medicos no estan seguros de que significan los cambios celulares. 

15 • AIS: Adenocarcinoma endocervical in situ. Se encuentran celulas precancerosas en el tejido glandular. 

• LSIL: Lesi6n intraepitelial escamosa de bajo grado. Bajo grado significa que hay cambios tempranos en el 
tamario y la forma de las celulas. La palabra lesion se refiere a una zona de tejido anormal. Se considera que las 
LSIL son anormalidades leves causadas por una infecci6n de VPH y que son una afeccion comOn, especialmente 

20 entre mujeres jovenes. La mayoria de las LSIL vuelve a la normalidad en un periodo que va de algunos meses a 
algunos afios. 

• HSIL: Lesion intraepitelial escamosa de alto grado. Alto grado significa que las celulas tienen un aspecto en 
tamario y forma muy diferente del de las celulas normales. Las HSIL son anormalidades mas graves y pueden 

25 acabar convirtiendose en cancer si se dejan sin tratar. 

Tambien se pueden describir los resultados de las pruebas de Papanicolaou usando un conjunto mas antiguo de 
categories denominado "escala de displasia". Displasia es un termino usado para describir celulas anormales. 
Aunque la displasia no es cancer, puede desarrollarse transformandose en un cancer muy temprano del cuello de 
Otero. Las celulas tienen un aspecto anormal al microscopio, pero no invaden tejido sano contiguo. Hay cuatro 

30 grados de displasia: leve, moderada, severe y carcinoma in situ. El carcinoma in situ es una afecciOn precancerosa 
que implica Onicamente a la capa de celulas de la superficie del cuello uterino y que no se ha extendido a tejidos 
contiguos. En la actualidad, se clasifica a la displasia leve como LSIL; la displasia moderada o la severe y el 
carcinoma in situ se combinan en HSIL. 

Resumen: 

LS I L HS I L 

C I N 1 C I N 2 C I N 3 

D i splas ia leve Displasia moderada D isplas ia severe Carcinoma in situ 

35 Los constructos poliepitOpicos ester' disefiados pare inducir una respuesta inmunitaria a al menos 4 epitopos 
diferenciados de CTL y 1-3 epitopos de HTL por genotipo de VPH en la mayoria de los sujetos infectados con uno 
de los cuatro genotipos del VPH de alto riesgo mas extendidos (VPH16, 18, 31 y 45), con independencia de su 
origen etnico. Los epitopos de los constructos fueron clasificados y optimizados usando el procedimiento descrito en 
el documento W004/031210 (Pharmexa Inc. y otros). 

40 Los epitopos fueron incluidos en uno o mas constructos. Los constructos fueron sometidos posteriormente a ensayo 
en ratones transgenicos de HLA y se midio la inmunogenicidad para los epitopos codificados. 

Evidentemente, los epitopos de celulas T dados en las Tablas 1 y/o 2 pueden combinarse en uno o mas constructos 
en cualquier manera apropiada para una aplicaciOn terapeutica especifica o un grupo de pacientes. Por ejemplo, 
Onicamente los epitopos de CTL y/o HTL del VPH16 de las Tablas 1 y/o 2 pueden combinarse en 1 constructo. 

45 Alternativamente, los epitopos del constructo pueden estar limitados a VPH18, VPH31 o VPH45. Un enfoque 
diferente es combinar los epitopos para diferentes genotipos del VPH, pero limitarse a ciertas proteinas —por 
ejemplo, El, E2, E4, E5, E6 o E7—, o combinaciones de proteinas —por ejemplo, El y E2, o E4 y E5, o E6 y E7—, 
o a otras combinaciones de epitopos de celulas T derivados de 2 o mas proteinas del VPH; esto para un genotipo o, 
alternativamente, para dos, tres o cuatro de los genotipos descritos en el presente documento. 

50 La presente invencien versa acerca de un polinucleOtido aislado que comprende un constructo poliepitOpico que 
codifica al menos los siguientes epitopos de linfocitos T citotoxicos (CTL) derivados del VPH: ID SEC NOS 1-44 y/o 
que codifica at menos los siguientes epitopos de linfocitos T citot6xicos (CTL) derivados del VPH: ID SEC N°5 1, 23, 
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39 y 45-88. Adernas, la presente invencion tambien abarca un polipeptido codificado por el polinucleotido descrito en 
el presente documento. Preferentemente, los epitopos del constructo poliepitopico estan enlazados directa o 

indirectamente entre si en el mismo marco de lecture. 

Segim se usa en el presente documento, el termino "constructo" denota generalmente una composici6n que no se 
5 da en la naturaleza. Como tal, el constructo de polinucleotidos de la presente invencien no codifica una proteina de 

forma natural de longitud complete del VPH, sino que codifica una proteina quimerica que contiene epitopos aislados 

de at menos una proteina del VPH no necesariamente en el mismo orden secuencial que en la naturaleza. Un 
constructo puede ser un "constructo de polinucleotidos" o un "construct° polipeptidico". Los polinucleetidos o 
(poli)peptidos descritos en el presente documento son "aislados" o "biologicamente puros". El termino "aislado" se 

10 refiere a material que este sustancialmente libre de componentes que normalmente lo acomparian seg6n se 

encuentra en su entorno natural. Sin embargo, deberia estar claro que el polinucleetido o el (poli)peptido aislados de 
la presente invencion podrian comprender componentes celulares heterelogos o un marcador o similar. Un epitopo 

"aislado" se refiere a un epitopo que no incluye los aminoacidos contiguos de toda la secuencia del antigeno o el 
polinucleotido de la que se derive el epitopo. Como tal, la presente invencion este relacionada con un polinucleotido 

15 que comprende un constructo poliepitopico que comprende los siguientes epitopos aislados de CTL del VPH: las ID 
SEC NOS 1-44 y/o las ID SEC NOS 1, 23, 39y 45-88. Asi, ha de entenderse que el constructo de la presente invencion 
comprende epitopos aislados que no estan embebidos en la proteina de forma natural de longitud complete del 
VPH. Los epitopos especificos del constructo pueden estar enlazados directa o indirectamente en cualquier orden o 
en el orden dado en las Figuras 1A, 2A, 3 y 4. Un construct° puede ser producido mediante tecnologias sinteticas, 

20 por ejemplo preparacion y expresiOn de ADN recombinante, o tecnicas quimico-sinteticas para acidos nucleicos y 
aminoacidos. Tambien puede producirse un constructo mediante la adicion o la afiliacion de un material con otro, de 
modo que el resultado no se encuentre en la naturaleza en esa forma. 

Con respecto a una secuencia particular de aminoacidos, un "epitopo" es un conjunto de residuos de aminoacidos 
que este implicado en el reconocimiento por parte de una inmunoglobulina particular o, en el contexto de las celulas 

25 T, aquellos residuos necesarios para el reconocimiento por proteinas receptoras de las celulas T y/o molecules del 
complejo principal de histocompatibilidad (MHC). 

Con respecto a una secuencia particular de acidos nucleicos, un "epitopo de acidos nucleicos" es un conjunto de 
acidos nucleicos que codifica una secuencia particular de aminoacidos que forma un epitopo. 

En el marco del sistema inmunitario, in vivo o in vitro, un epitopo son los rasgos colectivos de una molecule, tales 
30 como las estructuras primaria, secundaria y terciaria de los peptidos, y la carga, que forman conjuntamente un sitio 

reconocido por un receptor de las celulas Ty la molecule del MHC, o una inmunoglobulina. 

El termino "polipeptido" se usa de forma intercambiable con "oligopeptido" y designa una serie de aminoacidos 
conectados entre Si, normalmente mediante enlaces peptidicos entre los grupos amino y carboxilo de aminoacidos 
adyacentes. 

35 La expresi6n "constructo poliepitopico", cuando se refiere a acidos nucleicos y polinucleOtidos, puede usarse de 
forma intercambiable con las expresiones "minigen" y "acid° nucleico poliepitOpico" y otras frases equivalentes, y 
comprende m6Itiples epitopos de acidos nucleicos que codifican peptidos de cualquier longitud que pueden 
enlazarse con una molecule que funcione en el sistema inmunitario, preferentemente un HLA de clase I o un HLA de 
clase II y un receptor de celula T. Todas las divulgaciones del presente documento con respecto a epitopos de 

40 acidos nucleicos comprendidos en un constructo de polinucleotidos se aplican mutatis mutandis a epitopos 
comprendidos en un constructo de aminoacidos. Los epitopos de un constructo poliepitopico pueden ser epitopos de 
HLA de clase I y/o epitopos de HLA de clase II. Los epitopos de HLA de clase I se denominan epitopos de CTL y los 
epitopos de HLA de clase ll se denominan epitopos de HTL. Algunos constructos poliepitopicos pueden tener un 
subconjunto de epitopos de HLA de clase I y otro subconjunto de epitopos de HLA de clase II. Un epitopo de CTL 

45 consiste normalmente en 13 o menos residuos de aminoacidos en longitud, 12 o menos aminoacidos en longitud u 
11 o menos aminoacidos en longitud, preferentemente de 8 a 13 aminoacidos en longitud, mas preferentemente de 
8 a 11 aminoacidos en longitud (es decir, 8, 9, 10 u 11), y, con suma preferencia, de 9 o 10 aminoacidos en longitud. 
Un epitopo de HTL consiste en 50 o menos residuos de aminoacidos en longitud, y habitualmente de 6 a 30 
residuos, mas habitualmente de 12 a 25, y preferentemente consiste en de 15 a 20 (es decir, 15, 16, 17, 18, 19 o 20) 

50 aminoacidos en longitud. 

El constructo poliepitopico descrito en el presente documento incluye preferentemente 2 o mas, 5 o mas, 10 o mas, 
15 o mas, 20 o mas, 25 o mas, 30 o mas, 40 o mas, 50 o mas, 100 o mas y hasta 150 epitopos, preferentemente 
hasta 130, y mas preferentemente hasta 80 epitopos. De forma mas especifica, el constructo poliepitopico 

55 

comprende o cons iste en 2 , 3 , 4 , 5 , 6 , 7 , 8 , 9 , 1 0 , 1 1 , 1 2 , 1 3 , 1 4 , 1 5 , 1 6 , 1 7 , 1 8 , 1 9 , 20 , 2 1 , 22 , 23 , 24 , 25 , 26 , 27 , 28 , 
29 , 30 , 3 1 , 32 , 33 , 34 , 35, 36 , 37 , 38 , 39 , 40 , 41 , 42 , 43, 44 , 45 , 46 , 47 , 48 , 49 , 50 , 55 , 60 , 6 1 , 62 , 63 , 64, 65 , 66 , 67 , 
68 , 69 , 70, 71 , 72 , 73 , 74 , 75 , 76 , 77 , 78 , 79 , 80 o mas epitopos . 

En una realizacion preferente, el constructo poliepitOpico de la presente invenciOn connprende, adicionalmente, al 
menos un epitopo de CTL y/o de HTL. Dicho epitopo "adicional" de CTL y/o de HTL que ha de usarse en 
combinaci6n con los epitopos de la presente invencion puede derivarse del VPH o de un antigeno o un organismo 
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extranos (distintos del VPH). En consecuencia, la presente invenciOn abarca un polinucleotido que comprende un 

constructo poliepitOpico que codifica al menos los siguientes epitopos de CTL del VPH caracterizados por: las ID 

SEC N°s 1-44 y/o las ID SEC NOS 1, 23, 39 y 45-88, y al menos un epitopo adicional de CTL y/o de HTL, y en el que 
el constructo no codifica una proteina de longitud completa del VPH. Preferentemente, el al menos un epitopo de 

5 CTL y/o de HTL se deriva del VPH, y, mas especificamente, de las proteinas El, E2, E4, E5, E6, E7, Li y/o L2. 

Preferentemente, el al menos un epitopo de HTL se selecciona de la Tabla 2. Cualquier combinaciOn de epitopos de 

HTL e incluso todos los epitopos de HTL dados en la Tabla 2 pueden estar incluidos en el constructo. En una 

realizacion adicional, la presente invencion esta relacionada con un polinucleotido que comprende acidos nucleicos 

que codifican un constructo poliepitOpico que comprende, respectivamente, los siguientes epitopos aislados de CTL 

10 y de HTL del VPH: las ID SEC N051-44 y la ID SEC 89-105o, alternativamente, la ID SEC NOS 1, 23, 39y 45-88 y las 

ID SEC NOS 106-121. Los epitopos de HTL del constructo pueden estar enlazados directa o indirectamente en 

cualquier orden o en el orden dado en las Figuras 1B y 2B. En una realizacion adicional, la invencion abarca un 

polipeptido codificado por dicho nucleOtido. 

Los epitopos adicionales pueden de cualquier antigeno de interes deseado, por ejemplo un antigeno viral, un 
15 antigeno tumoral o cualquier patOgeno. Multiples epitopos de HLA de clase I o clase II presentes en un constructo 

poliepitopico pueden derivarse del mismo antigeno o de diferentes antigenos. Por ejemplo, un constructo 

poliepitOpico puede contener uno o mas epitopos de HLA de enlace de los que pueden derivarse de dos antigenos 
diferentes del mismo virus, o de dos antigenos diferentes de virus diferentes. En una realizacion preferente, los 
epitopos se derivan del VPH y, mas especificamente, de las proteinas El, E2, E4, E5, E6, E7, Li y/o L2. No hay 

20 limitaciOn alguna de la longitud de tales epitopos adicionales; estos pueden tener una longitud de, por ejemplo, 5, 6, 
7 , 8 , 9 , 1 0 , 1 1 , 1 2 , 1 3 , 1 4 , 1 5 , 1 6 , 1 7 , 1 8 , 1 9 , 20 , 2 1 , 22 , 23 , 24 , 25 , 30 o mas am inoacidos . El "a l menos uno" puede 
inclu i r 1 , 2 , 3 , 4 , 5 , 6 , 7 , 8 , 9 , 1 0 , 1 1 , 1 2 , 1 3 , 1 4 , 1 5 , 1 6 , 1 7 , 1 8 , 1 9 , 20 , 2 1 , 22 , 23 , 24 , 25, 26 , 27 , 28 , 29 , 30, 3 1 , 32 , 
33 , 34 , 35, 36 , 37 , 38 , 39, 40 , 45, 50 , 55 , 60 , 65 , 70 , 75 , 80, 85 , 90 , 95 , 1 00, 1 1 0 , 1 1 5 , 1 20 , 1 25 , 1 30 0 incl uso mas 
epitopos . 

25 En una realizacion preferente, el constructo poliepitopico de la presente invencion comprende, ademas, el epitopo 
de celulas T universales denominado PADRE® (Pharmexa, San Diego; descrito, por ejemplo, en los documentos US 
5 736 142 o US 6 413 935 o en las solicitudes internacionales W095/07707 o W097/26784). Un "epitopo PanDR de 
enlace o epitopo PADREO" es un miembro de una familia de moleculas que enlaza mas de una molecula HLA-DR 
de clase II. Puede concebirse que el patrOn que define la familia de moleculas de PADRE® es un supermotivo del 

30 HLA de clase II. PADRE® se enlaza con la mayoria de las moleculas HLA-DR y estimula respuestas de los linfocitos 
T colaboradores (HTL) humanos in vitro e in vivo. En una realizaciOn preferente, el epitopo PADRE® esta 
caracterizado por la ID SEC N° 122. 

Alternativamente, pueden incluirse epitopos de HTL procedentes de vacunas usadas universalmente, tal como el 
toxoide tetanico. En una realizacion alternativa, los epitopos adicionales son epitopos de celulas B. 

35 El objetivo de la presente invenciOn es proporcionar estrategias para optimizar la antigenicidad y la inmunogenicidad 
de las vacunas poliepitopicas que abarcan un gran numero de epitopos relevantes, y proporcionar vacunas 
poliepitOpicas optimizadas, en particular constructos poliepitOpicos de VPH. Las Figuras 5-8 representan ejemplos 
de tales constructos. Dichos constructos comprenden varios epitopos de CTL y de HTL especificos al VPH que son 
procesados eficientemente y, asi, muy inmunogenicos. De aqui que la presente invenciOn se dirija a un 

40 polinucleotido que comprende o consiste en un constructo poliepitOpico que codifica epitopos de CTL y de HTL, por 
lo que el constructo poliepitopico esta representado por ID SEC N° 124, ID SEC N° 126, ID SEC N° 128 o ID SEC N° 
130, o comprendido en las mismas. 

En una realizaciOn adicional, el constructo poliepitopico codifica un polipeptido que comprende o consiste en una 
secuencia de aminoacidos representada por ID SEC N° 123, ID SEC N° 125, ID SEC N° 127 o ID SEC N° 129, o 

45 comprendida en las mismas. 

Mas especificamente, el constructo poliepitopico codifica la secuencia de aminoacidos consistente en la secuencia 
representada por ID SEC N° 156, ID SEC N° 158, ID SEC N° 160, o ID SEC N° 162, o la comprende. Mas en 
particular, el constructo poliepitopico consiste en la secuencia de acidos nucleicos representada por ID SEC N° 157, 
ID SEC N° 159, ID SEC N° 161 o ID SEC N° 163, o la comprende. 

50 Segim se usan en el presente documento, los terminos "inmunogenico" o "inmunogenicidad" se refieren a la 
capacidad de evocar una respuesta inmunitaria. 

La inmunogenicidad puede manifestarse de varias maneras diferentes. La inmunogenicidad corresponde a si se 
provoca en absoluto una respuesta inmunitaria, y al vigor de cualquier respuesta particular, asi como al grado de 
una poblacion en la que se provoca una respuesta. Por ejemplo, un peptido podria provocar una respuesta 

55 inmunitaria en un conjunto diverso de la poblacion y, pese a ello, no producir en ningim caso una respuesta 
vigorosa. SegOn estos principios, se ha descubierto que cerca del 90% de los peptidos con alta afinidad de enlace es 
inmunogenico, a diferencia del aproximadamente el 50% de los peptidos que se enlazan con afinidad intermedia 
(Sette y otros, 1994; Alexander y otros, 2003). Ademas, los peptidos con mayor afinidad de enlace Ilevan a 
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respuestas inmunogenicas mas vigorosas. En consecuencia, se requiere menos paptido para provocar un efecto 
biologic° similar si se usa un peptido con alta afinidad de enlace. 

Pueden utilizarse diversas estrategias para evaluar la inmunogenicidad, incluyendo, sin limitacion: 

1) Evaluacion de cultivos de calulas T primarias procedentes de individuos normales (vaanse, por ejemplo, 
5 Wentworth y otros, 1995; Celis y otros, 1994; Tsai y otros, 1997; Kawashima y otros, 1998). Este procedimiento 

implica la estimulacion de linfocitos sanguineos perifericos (PBL), procedentes de sujetos normales, con un paptido 
de ensayo en presencia de celulas in vitro que presentan antigenos en un periodo de varias semanas. Las calulas T 
especificas para el paptido se activan durante este tiempo y se detectan usando, por ejemplo, un ensayo con 
liberaciOn de 51Cr que implica a calulas diana sensibilizadas con el paptido. 

2) Inmunizacion de ratones transganicos de HLA (yeanse, por ejemplo, Wentworth y otros, 1996; Alexander y 
otros, 1997) o ratones sustitutos. En este procedimiento, se administran paptidos (formulados, por ejemplo, en 
adyuvante incompleto de Freund) de forma subcutanea a ratones transganicos de HLA o ratones sustitutos. De 11 
a 14 dias despues de la inmunizacion, se retiran los esplenocitos. Las calulas se cultivan in vitro en presencia de 

15 paptido de ensayo durante aproximadamente una semana. Las celulas T especificas al paptido se detectan usando, 
por ejemplo, un ensayo con liberacion de 51Cr que implica a calulas diana sensibilizadas con el peptido y/o calulas 
diana que expresen el antigeno generado endOgenamente. Alternativamente, las celulas se incuban durante la 
noche junto con las APC cargadas de peptido en el ensayo IFNy ELISPOT para obtener la cuantificacion de las 
calulas T individuales especificas al peptido que liberan interfer6n gamma de raton al ser estimuladas. 

3) Demostracion de las respuestas de memoria de las celulas procedentes de individuos inmunes que han sido 
vacunados de forma efectiva, se han recuperado de la infeccion y/o de pacientes infectados cronicamente (yeanse, 
por ejemplo, Rehermann y otros, 1995; Doolan y otros, 1997; Bertoni y otros, 1997; Threlkeld y otros, 1997; 
Diepolder y otros, 1997). Al aplicar esta estrategia, las respuestas de memoria se detectan cultivando PBL 

25 procedentes de sujetos que han estado expuestos de forma natural al antigeno del VPH, por ejemplo a travas de la 
infecci6n, y que, asi, han generado "naturalmente" una respuesta inmunitaria, o procedentes de pacientes que 
fueron vacunados con una vacuna que comprendia el epitopo objeto de interes. Los PBL procedentes de sujetos se 
cultivan in vitro durante 1-2 semanas en presencia de peptido de ensayo mas calulas que presentaban antigenos 
(APC) para permitir la activaciOn de calulas T de "memoria", a diferencia de las calulas T "virgenes". Al final del 

30 periodo de cultivo, se detecta la actividad de las celulas T usando ensayos que incluyen la liberacion de 51cr que  
implica a celulas diana sensibilizadas con el paptido, la proliferacion de calulas T o la liberacion de citocinas. 

Se afirma que un epitopo dado es inmunoganico si puede demostrarse la reactividad de las calulas T a calulas diana 
sensibilizadas con ese paptido. La inmunogenicidad para un epitopo dado puede ser descrita por el numero de 
individuos en un grupo de sujetos (por ejemplo, seres humanos, primates, ratones transgenicos, ratones sustitutos) 

35 infectados o vacunados con HLA compatible que muestren reactividad de las celulas T a ese epitopo particular o, 
por ejemplo, por el nOrnero de puntos detectados en un ensayo ELISPOT. Las Tablas 8 y 9 indican la 
inmunogenicidad para los epitopos de la invenciOn. 

Los epitopos analogos derivados de secuencias del VPH que se dan en la naturaleza presentan una capacidad de 
enlace con las moleculas de HLA y una inmunogenicidad mayores debido a la modificacion de residuos de 

40 aminoacidos especificos con respecto a la secuencia del VPH que se dan en la naturaleza. En consecuencia, en una 
realizacion especifica, los epitopos del constructo poliepitOpico aislado pueden ser analogizados para modificar la 
afinidad de enlace y/o la capacidad de enlazarse con multiples alelos dentro de un supertipo de HLA. Los epitopos 
analogos pueden crearse alterando la presencia o la ausencia de residuos particulares en las posiciones primarias 
de anclaje. Se usan tales analogos para modular la afinidad de enlace de un peptido que comprenda un motivo o un 

45 supermotivo particulares. En consecuencia, la Tabla 1 da los epitopos analogizados. 

Un "residuo preferente de anclaje primario" es un residuo de anclaje de un motivo o un supermotivo que esta 
asociado con un enlace Oft°. Los motivos, los supermotivos de enlace de HLA y los residuos preferentes de 
anclaje primario se dan, por ejemplo, en el documento W005/089164 (Pharmexa Inc. y otros). En el presente 
documento se definen los "analogos heterocliticos" como epitopos con una potencia aumentada para una celula T 

50 especifica, medida por las mayores respuestas a una dosis dada, o por un requerimiento de menores cantidades 
para lograr la misma respuesta. Las ventajas de los analogos heterocliticos incluyen que los epitopos pueden ser 
mas potentes, o mas economicos (ya que se requiere una cantidad menor para conseguir el mismo efecto). Ademas, 
los epitopos modificados podrian superar la insensibilidad de calulas T especificas a antigenos (tolerancia de calulas 
T) (vease, por ejemplo, el documento W001/36452). 

55 Los epitopos del constructo poliepitopico estan enlazados directa o indirectamente entre si en el mismo marco de 
lectura. Mas especificamente, los epitopos son contiguos (conectados directamente) o bien estan separados por un 
conector o un acid° nucleico espaciador que codifica un aminoacido espaciador o un peptido espaciador (conectado 
indirectamente).  
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"Conexion" o "union" se refiere a cualquier procedimiento conocido en la tecnica para conectar funcionalmente 

peptidos (directamente o mediante un conector), incluyendo, sin limitaciOn, la fusion recombinante, el enlace 

covalente, el enlace no covalente, el enlace bisulfuro, el enlace ionic°, el enlace hidr6geno, la polimerizacion, la 

ciclizacion, el enlace electrostatic° y la conexi& a traves de un conector o portador central. La polimerizaciOn puede 

5 lograr, por ejemplo, por media de la reacciOn entre gluteraldehido y los grupos —NH2 de los residuos de lisina usando 

metodologia rutinaria. 

En una realized& especifica, el constructo poliepitopico de la presente invencion comprende, edemas, tres o varios 

acidos nucleicos espaciadores, enlazados en el mismo marco de lecture con los acidos nucleicos de epitopos de 

CTL y/o de HTL. Un marco de lecture es un conjunto contiguo y no solapado de codones de tres nucleotidos en el 

10 ADN o el ARN. Hay 3 posibles marcos de lecture en una molecule de ADN de una hebra y seis en una de doble 

hebra. "En el mismo marco de lecture" significa que no hay ningOn cambio de un marco a otro que pudiera Hever a 

diferentes genes/proteinas. 

Para deserrollar constructos poliepitOpicos usando los epitopos, dichos epitopos pueden ser ordenados y 
optimizados usando un programa de ordenador o, para menos epitopos, no usando un programa de ordenador. 

15 "Algunos epitopos" se refiere a determinar o designar un orden de los epitopos en un constructo poliepitopico. 

"Optimizer" se refiere a incrementar la inmunogenicidad de un constructo poliepitopico contando con al menos un par 
de epitopos para minimizar la aparici& de epitopos de union, y a inserter un residuo separador (segun se describe 
en el presente documento) para evitar adicionalmente la aparicion de epitopos de union o para proporcionar un 

residuo flanqueante. Segun se describe en el presente document°, un "residuo flanqueante" es un residuo que este 

20 situado junto a un epitopo. Puede introducirse o insertarse un residuo flanqueante en una posici6n adyacente al 

termino N (N+1) o al termino C (C+1) de un epitopo. Un aumento de la inmunogenicidad o la antigenicidad de un 

constructo poliepitopico optimizado se mide con respecto a un constructo poliepitopico que no se ha construido en 

funciOn de los parametros de optimizaci6n usando ensayos conocidos par los expertos en la tecnica; par ejemplo, 

evaluaciOn de la inmunogenicidad en ratones transgenicos de HLA, ELISPOT, tinci6n con tetrameros, ensayos de 
25 liberacion de 51Cr y presented& sabre celulas que presenten antigeno en el contexto de molecules de MHC. 

El proceso de optimized& de constructos poliepitOpicos este dada, por ejemplo, en los documentos W001/47541 y 

W004/031210 (Pharmexa Inc. y otros). Segun una realized& especifica, el constructo poliepitOpico de la presente 
invencion este optimizado para el procesamiento de epitopos de CTL y/o de HTL. Mas en particular, la optimizacion 
comprende la introducciOn de uno o mas espaciadores. De forma mas preferente, el constructo poliepitopico descrito 

30 en el presente documento comprende 0, 3, 6, 9, 12, 15, 180 mas acidos nucleicos espaciadores 00, 1, 2, 3, 4, 5, 6 
o mas aminoacidos espaciadores entre dos epitopos. Un "espaciador" se refiere a una secuencia que se inserta 

entre dos epitopos en un constructo poliepitopico para evitar la presencia de epitopos de union o para facilitar la 

escisi6n entre epitopos y, con ello, mejorar la presented& de los epitopos. "Epitopos de union" se refiere a epitopos 
reconocidos por el sistema inmunitario, no presente en el antigeno diana, y creados unicamente par la yuxtaposicion 

35 de epitopos realizada par el hombre. Un acid° nucleico espaciador puede codificar uno o mas aminoacidos. Un 
acid° nucleico espaciador que flanquee un epitopo de la clase I de HLA en un constructo poliepitopico codifica, 
preferentemente, de 1 a 8, y, mas preferentemente, de 1 a 5 aminoacidos, es decir, 1, 2, 3, 4 o 5 aminoacidos. Un 
acid° nucleico espaciador que flanquee un epitopo de la clase II de HLA en un constructo poliepitopico codifica de 1 
a 8 aminoacidos, preferentemente 5, 6, 7 o mas aminoacidos, y, mas preferentemente, 5 o 6 aminoacidos. Un acid° 

40 nucleico espaciador que separe un epitopo de la clase I de HLA y un epitopo de la clase II de HLA en un constructo 
poliepitopico codifica, preferentemente, de 1 a 8, y, mas preferentemente, de 1 a 5 aminoacidos, es decir, 1, 2, 3, 4 o 
5 aminoacidos. El numero de espaciadores en un constructo, el numero de aminoacidos en un espaciador, y la 
composici6n de los aminoacidos de un espaciador pueden ser seleccionados para optimizar el procesamiento de los 
epitopos y/o minimizar los epitopos de union. Se prefiere que los espaciadores se seleccionen optimizando de forma 

45 concomitante el procesamiento de epitopos y evitando los motivos de union. El "aminoacido espaciador" o "peptido 
espaciador comprende normalmente una o mas molecules neutras relativamente pequenes, como aminoacidos o 
mimeticos de aminoacidos, que carecen sustancialmente de carga en condiciones fisiologicas. Par ejemplo, los 
espaciadores que flanquean los epitopos de HLA de clase II incluyen preferentemente residuos de G (Gly), P (Pro) 
y/o N (Asn). Un espaciador particularmente preferente para flanquear un epitopo de la clase II de HLA incluye la 

50 alternancia de residuos G y P, par ejemplo, (GP)n, (PG)n, (GP)nG, (PG)nP, etcetera, siendo n un entero entre 1 y 
10, preferentemente 2 o 3, y siendo un ejemplo especifico de tal espaciador GPGPG (ID SEC N° 155). Para separar 
epitopos de clase I o separar un epitopo de clase I y uno de clase II, los espaciadores se seleccionan normalmente, 
par ejemplo, de A (Ala), N (Asn), K (Lys), G (Gly), L (Leu), I (Ile), R (Arg), Q (Gin), S (Ser), C (Cys), P (Pro), T (Thr) u 
otros espaciadores neutros de aminoacidos no polares o aminoacidos polares neutros, aunque tambien podria haber 

55 presentes residuos polares. Un espaciador preferente, particularmente para epitopos de HLA de clase I, comprende 
o consiste en 1, 2, 3 o mas residuos consecutivos de alanina (A), lisina (K), asparagina (N) o glicina (G), o una 
combinaci6n de residuos de K (Lys) y A (Ala), par ejemplo KA, KAA o KAAA, una combinacion de residuos de N 
(Asn) y A (Ala), par ejemplo NA, NAA o NAAA o una combinaciOn de residuos de G (Gly) y A (Ala), par ejemplo GA, 
GAA o GAAA. La presente invencion este dirigida, asi, a un polinucle6tido que comprende un constructo 

60 poliepitopico descrito en el presente document°, y en el que los epitopos del constructo estan separados par uno o 
mas aminoacidos espaciadores. En una realized& preferente, los uno o mas aminoacidos espaciadores se 
seleccionan del grupo consistente en K, R, N, Q, G, A, S, C, G, P y T. En algunos constructos poliepitopicos, es 

10 

ES 2 440 974 T3

 



suficiente que cada acid° nucleico espaciador codifique la misma secuencia de aminoacidos. En otros constructos 

poliepitopicos, uno o mas de los acidos nucleicos espaciadores pueden codificar diferentes secuencias de 

aminoacidos. 

El unico limite extern° a la longitud total y la naturaleza de cada secuencia espaciadora se deriva de 

5 consideraciones de facilidad de sintesis, procesamiento proteolitico y manipulaciOn del polinucleOtido. 

Los (poli)peptidos de la presente invencion pueden estar en sus formas naturales (no cargadas) o en formas que 

sean sales, y que o bien ester' libres de modificaciones tales como la glicosilacion, la oxidaciOn de cadenas laterales 

o la fosforilacion, o bien contengan estas modificaciones. Tambien incluidos en la definicion estan los peptidos 

modificados por sustituyentes adicionales unidos a las cadenas laterales de los aminoacidos, tales como unidades 

10 glicosilo, lipidos o iones inorganicos como fosfatos, asi como modificaciones relativas a conversiones quimicas de 

las cadenas, como la oxidaci6n de los grupos sulfhidrilo. Asi, se contempla que "polipeptido" o sus terminos 

equivalentes incluyan la secuencia apropiada referenciada de aminoacidos, y pueden estar sujetos a las de las 

modificaciones anteriores, con la condici6n de que su funcionalidad no se destruya. 

Ademas, la presente invencion tambien contempla un constructo poliepitopico que comprende o consiste en 

15 repeticiones o combinaciones mOltiples de cualesquiera de los epitopos dados en las Tablas 1 y 2. El constructo 

poliepitopico puede existir como un homopolimero que comprende multiples copias del mismo peptido o de la misma 

combinacion de peptidos, o como un heteropolimero de diversos peptidos. Los polimeros tienen la ventaja de la 

mayor reaccion inmunolOgica y, cuando se usan diferentes epitopos de peptidos para componer el polimero, la 

capacidad adicional de inducir los HTL y/o los CTL que reaccionan con diferentes determinantes antigenicos del 

20 organismo pat6geno seleccionado como diana para una respuesta inmunitaria. Como alternativa, los epitopos 

individuales no estan ligados formando un constructo y pueden combinarse por separado; por ejemplo, en una 

composici6n. 

Tambien se da a conocer un procedimiento de confeccion de un constructo poliepitopico. Los polinucleotidos o los 

acidos nucleicos que ester' disponibles comercialmente pueden ser sintetizados quimicamente segun el 

25 procedimiento de la fosforamidita Wester en fase solida descrito por primera vez por Beaucage y Caruthers, 1981, 

usando un sintetizador automatic°, descrito en Van Devanter y otros, 1984. La purificacion de los polinucleotidos es 

por electroforesis en gel de acrilamida nativo o bien por HPLC de intercambio ani6nico, como se describe en 

Pearson y Reanier, 1983. Otros procedimientos de purificaciOn son la separacion de fase inversa y la hidroxiapatita y 

son bien conocidos para la persona experta. Los polinucle6tidos sintetizados y purificados quimicamente pueden 

30 ensamblarse formando polinucleotidos mas largos mediante procedimientos basados en la PCR (Stemmer y otros, 

1995; Kriegler y otros, 1991). 

Normalmente, los epitopos de los constructos poliepitOpicos son subclonados formando un vector de expresion que 

contiene un promotor para dirigir la transcripci6n, asi como otras secuencias reguladoras, tales como potenciadores 

y sitios de poliadenilacion. Elementos adicionales del vector son, por ejemplo, secuencias serial o dianas, 

35 secuencias de traduccion de iniciaci6n y terminacion, regiones e intrones 5' y 3' no traducidos, requeridos para la 

expresiOn del constructo poliepitOpico en celulas anfitrionas. 

Pueden prepararse constructos poliepitopicos, por ejemplo, segun los procedimientos expuestos en Ishioka y otros, 

1999; Velders y otros, 2001; o segun se describe en el documento W004/031210 - Pharmexa Inc. 

Un polipeptido poliepitopico o el polipeptido que comprende el constructo poliepitOpico pueden generarse de forma 

40 sintetica o recombinante. El polipeptido poliepitOpico puede expresarse como una Unica proteina. Para realizar la 

expresion del polipeptido poliepitOpico en bacterias, en celulas eucariotas (incluyendo la levadura) o en anfitriones 

vertebrados cultivados, como celulas de ovario de hamster chino (CHO), celulas Vero, celulas RK13, COS I, BHK y 

MDCK, o anfitriones invertebrados tales como celulas de insectos, se Ilevan a cabo las etapas siguientes: 

— la transformacion de un anfitrion apropiado con un vector recombinante, o por medio de adenovirus, virus de 

45 gripe, BCG y cualquier otro sistema de portadores vivos, en los que se ha insertado una secuencia de nucleotidos 

que codifica uno de los polipeptidos de la invencion bajo el control de los elementos reguladores apropiados, 

particularmente un promotor reconocido por las polimerasas del anfitrion celular o del sistema portador vivo y, en el 

caso de un anfitrion procariota, un sitio de enlace ribosOmico (RBS), que permiten la expresi6n de dicha secuencia 

de nucleOtidos en dicho anfitrion celular, 

50 

— el cultivo de dicho anfitriOn celular transformado en condiciones que permitan la expresion de dicho insert°. 

Como tal, la presente invencion tambien esta relacionada con una celula o una celula anfitriona que comprende un 

polinucleotido, un polipeptido o un vector que contiene un constructo poliepitopico. En una realizacion adicional, la 

"celula" de la presente invenciOn es una celula que presenta antigenos (APC) que comprende el polinucleOtido 

55 descrito en el presente documento. 

El polipeptido poliepitOpico puede ser purificado mediante procedimientos bien conocidos para la persona experta en 

la tecnica (veanse, por ejemplo, Lichty JJ y otros, 2005; Gaberc-Porekar V y otros, 2001). 
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Para fines de inmunizacion terapeutica o profilactica, el constructo poliepitopico de la invencion puede ser expresado 

por medio de vectores. La presente invencion este relacionada, asi, con un vector que comprende el polinucleotido 

de la presente invencion. El termino "vector" puede comprender un plasmido, un cOsmido, un organismo procariota, 

un fago, un virus o un organismo eucariota, tal como una celula animal o humana o una celula de levadura. 

5 Normalmente, el vector de expresion contiene una unidad de transcripciOn o una casete de expresi6n que contiene 

todos los elementos adicionales requeridos para la expresi6n del constructo poliepitOpico en las celulas anfitrionas. 

Asi, una casete de expresi6n tipica contiene un promotor ligado operativamente al constructo poliepitOpico y senates 

requeridas para la poliadenilacion eficiente del transcrito. Elementos adicionales de la casete pueden incluir 

potenciadores e intrones con sitios donadores y aceptores de codes y empalmes funcionales. 

10 Los promotores adecuados son bien conocidos en la tecnica y se describen, por ejemplo, en Sambrook y otros, 

Molecular cloning, A Laboratory Manual (r ed. 1989) y en Ausubel y otros, Current Protocols in Molecular Biology 

(1994). Los sistemas eucariotas de expresion para °Mules de mamiferos son bien conocidos en la tecnica y estan 

disponibles comercialmente. Tales elementos promotores incluyen, por ejemplo, el citomegalovirus (CMV), las 

repeticiones terminales larges del virus del sarcoma de Rous (RSV LTR) y el virus simico 40 (SV40). Para otras 

15 secuencias promotoras adecuadas veanse, por ejemplo, los documentos US 5 580 859 y US 5 589 466 (Vical Inc.). 

Ademas de una secuencia de promotores, la casete de expresion tambien puede contener una regi6n de 

terminacion de transcripcien corriente abajo del gene estructural para permitir una terminaciOn eficiente. La region de 

terminaci6n puede obtenerse del mismo gen que la secuencia de promotores o puede obtenerse de genes 

diferentes. 

20 En una realized& particular, el polinucleotido de la presente invencion comprende, edemas, una o mas secuencias 

reguladoras. Con "secuencia reguladora" se quiere decir una secuencia de polinucle6tidos que contribuye o es 

necesaria para la expresion de un acid° nucleico asociado de forma operative o de un constructo de acidos 

nucleicos en un organismo anfitrion particular. Las secuencias reguladoras que son adecuadas para los procariotas, 

por ejemplo, incluyen un promotor, opcionalmente una secuencia de operadores, y un sitio interno de enlace 

25 ribosamico (IRES). Se sabe que las celulas eucariotas utilizan pronnotores, senales de poliadenilacion y 

potenciadores. El promotor puede ser un promotor CMV u otro promotor descrito en el presente documento o 

conocido en la tecnica. Las secuencias reguladoras incluyen los IRES. Otros ejemplos especificos de secuencias 

reguladoras son descritos en el presente documento o, Si no, conocidos en la tecnica. 

En una realized& adicional, el polinucleOtido de la presente invencion comprende, edemas, uno o mas "acidos 

30 nucleicos de acceso" o "secuencias de acceso" de clase I del MHC y/o de clase II del MHC. 

El uso de una secuencia de acceso de MHC mejora la respuesta inmunitaria a un antigen° con respecto a la 

administracien del antigeno solo, al dirigir los peptidos al sitio de ensamblaje y transporte de la molecule MHC hacia 

la superficie celular, proporcionando de ese modo un mayor numero de complejos de moleculas-peptidos de MHC 

disponibles para la uni6n a las celulas T y para la activaciOn de las mismas. Los ejemplos de posibles secuencias de 

35 acceso son bien conocidos para la persona experta y son descritos, por ejemplo, en el documento W004/031210 

(Pharmexa Inc. y otros). En una realized& especifica, los epitopos del constructo poliepitOpico de la presente 

invencien estan ligados operativamente con un acid° nucleico que codifica una secuencia de acceso seleccionada 

del grupo consistente en: secuencia serial activadora del plasminageno tisular, secuencia senal de la insulina, 

secuencia serial del reticulo endoplasmatico, secuencia de acceso lisosomal LAMP-1, secuencia de acceso 

40 lisosomal LAMP-2, secuencia de acceso lisosomal HLA-DM, secuencias de asociacion con HLA-DM de HLA-DO, 

dominio citoplasmatico Ig-alfa, dominio citoplasmatico Ig-beta, proteina Ii, proteina matricial de la gripe, antigeno de 

superficie del VHB, antigeno del rukleo del VHB y proteina Ty de la levadure. 

En una realizaciOn adicional, el polinucleotido de la presente invencien comprende, edemas, al menos una 

secuencia senal. Una "secuencia sena!" es o codifica una secuencia de 16-30 aminoacidos, en un polipeptido 

45 secreted°, que dirige la proteina a su compartimento o su membrana diana. Una secuencia serial preferente es la 

secuencia serial Ig kappa. 

La expresiOn "ligado operativamente" se refiere a una uniOn en la que una secuencia de nucleatidos este conectada 

a otra secuencia (o a otras secuencias) de nucleotidos de tal modo que sea capaz de alterar el funcionamiento de la 

secuencia (o las secuencias). Por ejemplo, un acid° nucleico o un constructo poliepitopico de acidos nucleicos que 

50 este ligado operativamente a una secuencia reguladora, tal como un promotor/operador, pone la expresion del acid° 

nucleico o el constructo bajo la influencia o el control de la secuencia reguladora. Se dice que dos secuencias de 

nucleOtidos (tal como una secuencia que codifique una proteina y una secuencia de una region promotora ligada al 

extremo 5' de la secuencia de codificacion) ester) ligadas operativamente si la induccion de la funciOn promotora da 

como resultado la transcripcion del ARNm de la secuencia de codificacion de la proteina y si la naturaleza de la 

55 unien entre las dos secuencias de nucleotidos (1) no resulta en la introduccion de una mutaciOn por desplazamiento 

del marco de lecture (2) ni impide las secuencias reguladoras de expresi6n para dirigir la expresi6n del ARNm o de 

la proteina. Asi, una region promotora estaria ligada operativamente a una secuencia de nucleotidos si el promotor 

fuera capaz de efectuar la transcripci6n de esa secuencia de nucleatidos. 
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Uno o mas residuos de cisteina comprendidos en los epitopos del constructo poliepitOpico pueden ser "bloqueados 

reversible o irreversiblemente". Una "cisteina bloqueada irreversiblemente" es una cisteina en la que el grupo tiol de 

la cisteina esta protegido irreversiblemente por medios quimicos. En particular la "protecciOn irreversible" o el 

"bloqueo irreversible" por medios quimicos se refiere a la alquilaciOn, preferentemente la alquilacion de una cisteina 

5 en una proteina por medio de agentes alquilantes, tales coma, por ejemplo, halogenos activos, etilenimina o N-

(yodoetil) trifluoro-acetamida. En este sentido, ha de entenderse que la alquilacion de los grupos tiol de la cisteina se 

refiere a la sustituciOn del hidrOgeno del tiol por (CH2)nR, siendo n 0, 1, 2, 3 o 4 y R= H, COOH, NH2, CONH2, fenilo, 

o cualquier derivado de los mismos. La alquilacion puede Ilevarse a cabo mediante cualquier procedimiento 

conocido en la tecnica, tal como, por ejemplo, halOgenos activos X (CH2)nR, siendo X un halogen° tal como I, Br, Cl 

10 o F. Ejemplos de halogenos activos son metilyoduro, acid° yodoacetico, yodoacetamida y 2-bromoetilamina. 

Una "cisteina bloqueada reversiblemente" es una cisteina en la que los grupos tiol de la cisteina estan protegidos 

reversiblemente. En particular las expresiones "protecciOn reversible" o "bloqueo reversible", tal como se usan en el 

presente documento, contemplan el enlace covalente de agentes de modificaciOn en los grupos tiol de la cisteina, 

asi como la manipulacion del entorno de la proteina, de modo que persista el estado redox de los grupos tiol de la 

15 cisteina (protecciOn). La proteccion reversible de los grupos tiol de la cisteina puede Ilevarse a cabo quimica o 

enzimaticamente. La expresion "protecciOn reversible por medios enzimaticos", segun se usa en el presente 

documento, contempla la proteccion reversible mediada por enzimas, tal como, por ejemplo, las aciltransferasas, por 

ejemplo las aciltransferasas que estan implicadas en la catalisis de la tioesterificaci6n, tal coma la palmitoil 

aciltransferasa. La expresion "protecciOn reversible por medios quimicos", segiin se usa en el presente documento, 

20 contempla la proteccion reversible usando condiciones o agentes bien conocidos para la persona experta en la 

tecnica. 

La eliminacion del estado de protecci6n reversible de los residuos de cisteina puede lograrse quimica o 

enzimaticamente, par ejemplo, por medio de: 

— un reductor, en particular DTI, DTE, 2-mercaptoetanol, ditionita, SnCl2, borohidruro de sodio, hidroxilamina, 

25 TCEP, en particular en una concentracion de 1-200 mM, mas preferentemente en una concentracion de 50-200 mM; 

— la eliminacion de las condiciones o los agentes estabilizadores del tiol mediante, par ejemplo, el aumento del pH; 

— enzimas, en particular tioesterasas, glutarredoxina, tiorredoxina, en particular en una concentracion de 0,01-5 

30 pM, aun mas en particularmente en un intervalo de concentracion de 0,1-5 pM; 

— combinaciones de las condiciones quimicas y/o enzimaticas descritas mas arriba. 

La eliminaciOn del estado de protecciOn reversible de los residuos de cisteina puede Ilevarse a cabo in vitro o in vivo; 

par ejemplo, en una celula o en un individuo. 

35 Alternativamente, un residuo de cisteina o 2 o mas residuos de cisteina comprendidos en los epitopos de VPH 

descritos en el presente documento pueden mutar en un aminoacido natural, preferentemente en metionina, acid° 

glutamico, glutamina o lisina. 

Composiciones y vacunas 

La presente invenciOn versa, adernas, sabre composiciones que comprenden un polinucleotido, un polipeptido o un 

40 vector que comprende el constructo poliepitopico de VPH descritos en el presente documento, o una combinacion de 

los mismos. En una realizaciOn especifica, la composicion comprende, ademas, al menos uno de un excipiente 

farmaceuticamente aceptable, es decir, un portador, un adyuvante o un vehiculo. Las expresiones "composicion", 

"composicion inmunogenica" y "composicion farmaceutica" pueden usarse de manera intercambiable. Mas en 

particular, dicha composicion inmunogenica es una composicion de vacuna. Aim mas en particular, dicha 

45 composici6n de vacuna es una composiciOn de vacuna profilactica. Alternativamente, tal composici6n de vacuna 

tambien puede ser una composicion de vacuna terapeutica. La composiciOn de vacuna profilactica se refiere a una 

vacuna que tiene coma objetivo prevenir una infeccion persistente de VPH y ser administrada a personas sanas que 

no estan infectadas aun can el VPH. La composiciOn de vacuna terapeutica se refiere a una vacuna que tiene coma 

objetivo el tratamiento de una infeccion de VPH y ser administrada a pacientes que estan infectados con el VPH. 

50 Una vacuna o una composicion de vacuna es una composicion inmunogenica capaz de obtener una respuesta 

inmunitaria suficientemente amplia y vigorosa como para provocar al menos uno o ambos de: 

— un efecto estabilizante en la multiplicacion de un pat6geno ya presente en un anfitrion y contra el que va dirigida 

la composiciOn de la vacuna. Una composici6n de vacuna tambien puede inducir una respuesta inmunitaria en un 

anfitrion ya infectado con el patogeno contra el cual la respuesta inmunitaria conduce a la estabilizaciOn, la regresi6n 

55 o la resoluciOn de la enfermedad. En el caso del VPH, par ejemplo, una vacuna previene el avance adicional de la 

CIN y previene el desarrollo del cancer de cuello de Otero o promueve la regresi6n de las lesiones; y 
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— un aumento de la velocidad a la que un patogeno red& introducido en un anfitrien, tras la inmunizaciOn con una 

composicion de vacuna dirigida contra dicho patogeno, se elimina de dicho anfitriOn. 

En particular, la composicien de la invencion es una composicion inmunogenica o una vacuna del VPH. En 

particular, la composicion o vacuna comprende una cantidad efectiva del polinucleotido, los acidos nucleicos, el 

5 polipeptido o los peptidos de la presente invenciOn. En una realized& especifica, dicha composiciOn o vacuna 

comprende un vector, un plasmido, un virus recombinante y/o una celula anfitriona que comprenden el constructo 

poliepitopico de la presente invencion. Dicha composicion o vacuna puede comprender, edemas, una o mas 

sustancias actives adicionales y/o al menos uno de un excipiente farmaceuticamente aceptable, siendo un portador, 

un adyuvante o un vehiculo. 

10 Se denomina "cantidad efectiva" de un polinucleOtido o polipeptido en una vacuna o composicion a una cantidad 

requerida y suficiente para provocar una respuesta inmunitaria. Estara claro para el expert° en la tecnica que la 

respuesta inmunitaria suficientemente amplia y vigorosa para provocar los efectos contemplados por la vacuna o 

composici6n puede requerir inmunizaciones sucesivas (en el tiennpo) con la vacuna o composicien como parte de un 

regimen de administracion o una pauta de vacunacion. La "cantidad efectiva" puede varier dependiendo de la salud y 

15 la condicion fisica del individuo que vaya a tratarse, de la edad del individuo que vaya a tratarse (por ejemplo, la 

dosificaciOn para ninos puede ser inferior a la de los adultos), del grupo taxon6mico del individuo que vaya a tratarse 

(por ejemplo, ser humano, primate no humano, primate, etc.), de la capacidad del sistema inmunitario del individuo 

para desencadenar una respuesta inmunitaria efectiva, del grado de proteccion deseado, de la formulacion de la 

vacuna, de la evaluacion del medico que Ileve el caso, de la cepa del pategeno infectante y de otros factores 

20 relevantes. En cuanto a dosificacion, el tratamiento puede ser una pauta de una sole dosis o una pauta de mUltiples 

dosis. La vacuna o composicion puede ser administrada junto con otros agentes inmunorreguladores. Las 

dosificaciones, las vies de administraci6n y las pautas de dosis se regulan segun metodologia conocida en la 

tecnica. 

Portadores, adyuvantes y vehiculos: Administracion 

25 La presente invencion versa, edemas, sobre un procedimiento de induccion de una respuesta inmunitaria contra el 

VPH en un individuo que comprende la administracion del polinucleotido, el vector, el polipeptido, la celula anfitriona 

o la composicion de la presente invencion. Mas especificamente, la presente invenciOn versa sobre un 

procedimiento de tratamiento de una infeccion de VPH y, de forma mas especifica, de una enfermedad relacionada 

con el VPH. 

30 La presente invencion versa, edemas, sobre un procedinniento de induccion de una respuesta inmunitaria en 

diversas fases, por ejemplo CIN 1-3, de una enfermedad relacionada con el VPH, buscando con ello mayor eficacia, 

que comprende la administracien del polinucleotido, el vector, el polipeptido, la celula anfitriona o la composicion que 

contiene epitopos a partir de antigenos del VPH expresados diferencialmente.  

Pueden usarse diversos sistemas de administracion reconocidos en la tecnica para administrar un constructo 

35 poliepitopico a las celulas apropiadas. Los polinucleetidos y los polipeptidos codificados pueden ser administrados, 

por ello, en un vehiculo farmaceuticamente aceptable o como suspensiones coloidales, o como polvos, con o sin 

diluyentes. Pueden estar "desnudos" o asociados con vehiculos de administracien y ser administrados usando 

sistemas de administracion conocidos en la tecnica. 

Un "portador farmaceuticamente aceptable" o "adyuvante farmaceuticamente aceptable" es cualquier excipiente, 

40 diluyente, portador y/o adyuvante adecuado que, por si mismo, no induzca la producci6n de anticuerpos darlinos 

para el individuo que recibe la composicion ni provoque proteccion. Preferentemente, un portador o adyuvante 

farmaceuticamente aceptable potencia la respuesta inmunitaria provocada por un antigeno. 

Un "vehiculo farmaceuticamente aceptable" incluye vehiculos como agua, suero fisiologico, soluciones salines 

fisiolOgicas, glicerol, etanol, etc. En tales vehiculos pueden incluirse sustancias auxiliares, como humectantes o 

45 emulsionantes, sustancias tampon de pH y conservantes. 

Normalmente, una composiciOn o vacuna se prepara como un inyectable, ya sea como una soluciOn liquida o una 

suspension. La inyeccien puede ser subcutanea, intramuscular, intravenosa, intraperitoneal, intratecal, intradermica, 

intraepidermica o mediante "cation genico". Otros tipos de administracion comprenden electroporacion, implantaciOn, 

supositorios, ingestion oral, aplicacien enterica, inhalacion, aerosolizacien o pulverizacion o gotas nasales. Tambien 

50 pueden prepararse formas solidas, adecuadas para ser disueltas o suspendidas en vehiculos liquidos de forma 

previa a la inyecci6n. La preparaci6n tambien puede ser emulsionada o encepsulada en liposomas para potenciar el 

efecto adyuvante. 

Una formulacien liquida puede incluir aceites, polimeros, vitaminas, hidratos de carbono, aminoacidos, sales, 

tampones, albumina, tensioactivos o espesantes. Puede usarse cualquier tampon fisiologico, pero se prefieren los 

55 tampones de citrato, fosfato, succinato y glutamato o mezclas de los mismos. 
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Otro sistema de administraciOn de farmacos para aumentar la vida circulatoria media es el liposoma. Los /*tidos y 

los acidos nucleicos de la invencion tambien pueden ser administrados por medio de liposomas, que sirven para 

seleccionar como blanco un tejido particular, como el tejido linfoide, o para seleccionar como objetivo celulas 

infectadas, asi como para aumentar la vida media de la composicion de /*tidos y acidos nucleicos. Los liposomas 

5 incluyen emulsiones, espumas, micelas, monocapas insolubles, cristales liquidos, dispersiones de fosfolipidos, 

capas laminares y similares. 

Preferentemente, despues de que se prepara la composiciOn farmaceutica liquida, es liofilizada para evitar la 

degradaci6n y conservar la esterilidad. Las personas con un dominio normal de la tecnica conocen procedimientos 

para la liofilizaciOn de composiciones liquidas. lnmediatamente antes del uso, la composici6n puede ser 

10 reconstituida con un diluyente esteril (por ejemplo, soluciOn de Ringer, agua destilada o suero fisiologico esteril) que 

puede incluir ingredientes adicionales. Tras la reconstituciOn, la composicion es administrada preferentemente a 

sujetos usando los procedimientos que resultan conocidos para los expertos en la tecnica. 

En la actualidad se esta usando el enfoque denominado "ADN desnudo" para la administracian intramuscular (IM) en 

ensayos clinicos. Para maximizar los efectos inmunoterapeuticos de las vacunas de ADN puede resultar deseable 

15 un procedimiento alternativo para formular ADN plasmidico purificado. Se han descrito varios procedimientos y 

puede Ilegar a haber disponibles nuevas tecnicas. Tambien pueden usarse lipidos cationicos en la formulacion 

(vease, por ejemplo, lo descrito en el documento WO 93/24640; Mannino y Gould-Fogerite 1988; patente 

estadounidense n° 5279833; WO 91/06309; y Feigner y otros, 1987). Adernas, tambien podrian formarse complejos 

de glucolipidos, liposomas fusogenicos, /*tidos y compuestos denominados colectivamente compuestos 

20 protectores interactivos sin condensaci6n, convirtiendolos en ADN plasmidico purificado para influir en variables 

tales como la estabilidad, la dispersion intramuscular o el transit° a organos o tipos celulares especificos. 

Ejemplos adicionales de tecnologias de administraciOn a base de ADN incluyen la administracion facilitada 

(bupivicaina, polimeros, mediada por /*tidos), los complejos lipidicos catiOnicos, la administracion mediada por 

particulas ("call& genico") o mediada por presion (vease, por ejemplo, el documento US 5 922 687), el ADN 

25 formulado con lipidos cargados o sin carga, el ADN formulado en liposomas, el ADN emulsionado, el ADN incluido 

en un vector viral, el ADN formulado con una proteina o un polinucleotido que faciliten la transfeccion, el ADN 

formulado con una proteina o un polipeptido de acceso, el ADN formulado con agentes de precipitacion del calcio, el 

ADN acoplado a una molecula portadora inerte y el ADN formulado con un adyuvante. En este context°, se hace 

notar que casi todas las consideraciones pertenecientes al uso de adyuvantes en la formulaciOn de vacunas 

30 tradicionales se aplican a la formulacion de vacunas de ADN. 

Tambien pueden usarse directamente como vacunas vivas en seres humanos virus recombinantes o vectores 

portadores vivos. En consecuencia, la presente invencion tambien versa sobre un virus recombinante, un vector 

bacteriano, un vector de levadura o un plasmido, y una celula anfitriona que comprenda el polinucleOtido descrito en 

el presente documento. 

35 En una realizacion preferente de la invencion, se introduce el polinucleotido en forma de un vector en el que la 

expresion esta bajo el control de un promotor. Por lo tanto, realizaciones adicionales de la presente invencion son un 

vector de expresiOn que comprende un polinucleatido que codifica al menos el constructo poliepitOpico descrito en el 

presente documento, y que es capaz de expresar los respectivos /*tidos, una celula anfitriona que comprende el 

vector de expresion y un procedimiento de produccion y purificaciOn de los /*tidos descritos en el presente 

40 documento, y una composicion farmaceutica que comprende los /*tidos descritos en el presente documento y un 

portador y/o adyuvantes farmaceuticamente aceptables. 

Hay disponibles divulgaciones detalladas relativas a la formulaciOn y el uso de vacunas de acidos nucleicos, por 

ejemplo en Donnelly J.J. y otros, 1997 y 1997a. Ejemplos de vectores de expresi6n incluyen anfitriones virales 

atenuados, como un pox virus. Como ejemplo de este enfoque, se usa el virus vaccinia como vector para expresar 

45 secuencias de nucleotidos que codifican los /*tidos de la invenciOn. Tras su introducci6n en un anfitri6n, el virus 

vaccinia recombinante expresa el /*tido inmunogenico, y de ese modo provoca una respuesta de CTL y/o de HTL 

en el anfitrion. Se describen vectores vaccinia, por ejemplo la vaccinia Ankara modificada (MVA), y procedimientos 

Utiles en los protocolos de inmunizacion, por ejemplo, en el documento US 4 722 848. Otro vector es el BCG (bacilo 

de Calmette-Guerin). Se describen vectores BCG en Stover y otros, 1991. Los vectores de levadura preferentes son: 

50 Sacharomyces cerevisiae, Pichia pastoris y Hansenula polymorpha. Ejemplos adicionales son: los alfavirus (virus de 

la selva de Semliki, el virus Sindbis, el virus de la encefalitis equina venezolana (VEE)), el virus del herpes simple 

(VHS), cepas de replicacion deficiente de adenovirus (humano o simico), vectores SV40, vectores CMV, vectores del 

virus del papiloma y vectores derivados del virus de Epstein Barr. A partir de la descripcion del presente documento, 

resultara obvia para los expertos en la tecnica una amplia variedad de otros vectores Utiles para la administraci6n o 

55 la inmunizacion terapeutica de los epitopos dados a conocer en el presente documento, por ejemplo los vectores 

retrovirales, vectores de Salmonella typhi, vectores destoxificados de la toxina del carbunclo y similares. 

Pueden desearse modificaciones adicionales de los vectores para optimizar la expresiOn y la inmunogenicidad de los 

polinucleatidos. En algunos casos, se requieren intrones para la expresion eficiente de los genes y podrian 

incorporarse en la regi6n transcrita del constructo de polinucleatidos uno o mas intrones sinteticos o presentes en la 
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naturaleza. Tambien se puede considerar la inclusion de secuencias de estabilizacion del ARNm y secuencias para 
la replicacion en celulas de mamiferos para aumentar la expresi6n de los polinucleotidos. Adernas, las secuencias 

inmunoestimuladoras (ISS o CpG) parecen desemperiar un papel en la inmunogenicidad de las vacunas de acidos 

nucleicos. Estas secuencias pueden incluirse en el vector, fuera de la secuencia de codificacion del polinucleOtido, Si 
5 se desea potenciar la inmunogenicidad. 

En algunas realizaciones, puede usarse un vector de expresion bicistrOnico que permita la producci6n tanto de los 

epitopos codificados por el minigen como de una segunda proteina (incluida para potenciar o disminuir la 
inmunogenicidad). Ejemplos de proteinas o polipeptidos que podrian potenciar de forma beneficiosa la respuesta 
inmunitaria Si son coexpresados incluyen las citosinas (por ejemplo, IL-2, IL- 12, GM-CSF), las molecules inductoras 

10 de citosinas (por ejemplo, LelF) y las molecules coestimuladoras.  

Los epitopos colaboradores (HTL) pueden unirse a setiales intracelulares de acceso y ser expresados 
separadamente de los epitopos de CTL expresados; esto permite la direcci6n de los epitopos de HTL a un 
compartimento celular diferente del de los epitopos de CTL. Si hace falta, esto podria facilitar una entrada mas 
eficiente de los epitopos de HTL en el sistema de HLA de clase II, mejorando con ello la induccion de HTL. A 

15 diferencia de la induccion de HTL o CTL, disminuir especificamente la respuesta inmunitaria mediante la 
coexpresion de molecules inmunosupresoras (por ejemplo TGF-P) puede resultar beneficioso en ciertas 
enfermedades. 

El uso de constructos poliepitOpicos este descrito, par ejemplo, en US 6 534 482 (Pharnnexa Inc.); An y Whitton, 
1997; Thomson y otros, 1996; Whitton y otros, 1993; Hanke y otros, 1998. Por ejemplo, pueden disetiarse un 

20 plasmido poliepitOpico de ADN que codifica epitopos de VPH portadores de supermotivos y/o motivos derivados de 
multiples regiones de la secuencia proliproteinica del VPH, el epitopo PADRES de celulas T colaboradoras 
universales (o multiples epitopos de HTL del VPH), y una secuencia setial de translocacion del reticulo 
endoplasmatico. 

Todas las divulgaciones del presente documento que ester' relacionadas con el uso de adyuvantes en el contexto de 
25 composiciones farmaceuticas a base de proteinas o (poli)peptidos se aplican mutatis mutandis a su uso en la 

tecnologia de la vacunaciOn con acidos nucleicos y vectores. Lo mismo se aplica a otras consideraciones relatives a 
la formulacion y el modo y la via de administraciOn y, por ende, tambien estas consideraciones expuestas en el 
presente documento en relaciOn con la composicion farmaceutica tradicional se aplican mutatis mutandis a su uso 
en la tecnologia de la vacunaciOn con acidos nucleicos y vectores. 

30 Uso medico 

En una realized& adicional, la presente invenciOn versa sobre el polinucleotido, el vector, la celula anfitriona, el 
polipeptido o la composiciOn de la presente invenciOn para su uso como medicamente. Preferentemente, dicho 
medicamento es una vacuna. Mas especificamente, la presente invencion versa acerca del uso del constructo 
poliepitopico que comprende los epitopos de la presente invenciOn, o la secuencia de acidos nucleicos que codifican 

35 dichos epitopos, para la fabricacion de un medicamento para prevenir y/o tratar una infecciOn de VPH y/o una 
enfermedad relacionada con el VPH. En una realized& especifica, la invencion tambien versa acerca de un vector, 
un plasmido, un virus recombinante o una celula anfitriona que comprenden el polinucleOtido descrito en el presente 
documento para la fabricaci6n de un medicamento para prevenir y/o tratar una infeccion de VPH y/o una enfermedad 
relacionada con el VPH. 

40 La presente invencion tambien abarca el constructo poliepitOpico que comprende los epitopos dados a conocer, o la 
secuencia de acidos nucleicos que codifican dichos epitopos, o un vector, un plasmido, un virus recombinante o una 
celula anfitriona que comprenden el polinucleotido descrito en el presente documento para su uso en la prevencion 
y/o el tratamiento de una infecci6n de VPH y/o de una enfermedad relacionada con el VPH. 

En una realized& adicional, la presente invencion versa sabre el uso del polinucleotido, el vector, la celula 
45 anfitriona, el polipeptido o la composici6n para inducir una respuesta inmunitaria contra el VPH en un individuo. 

Dicho uso puede caracterizarse porque dicho polinucleotido, dicho vector, dicha celula anfitriona, dicho polipeptido o 
dicha composicion pueden usarse coma parte de una serie de tiempos y de compuestos. En este sentido, ha de 
entenderse que la expresion "una serie de tiempos y de compuestos" se refiere a la administracion a intervalos 
temporales a un individuo los compuestos usados para provocar una respuesta inmunitaria. Estos compuestos 

50 pueden comprender cualquier de los componentes siguientes: el polinucleotido, el vector, la celula anfitriona, el 
polipeptido o la composicion de la presente invencion. 

Puede proporcionarse el constructo poliepitopico de esta invencion en forma de kit junto instrucciones para la 
administraciOn de la vacuna. Normalmente, el kit incluiria composiciones de polinucle6tidos deseados en un 
recipiente, preferentemente en forma de dosis unitaria e instrucciones para su administracion. Un kit alternativo 

55 incluiria un constructo de polinucleotidos can acidos nucleicos deseados de la invenciOn en un recipiente, 
preferentemente en forma de dosis unitaria, junto con instrucciones para su administracion. Tambien pueden 
incluirse en el kit linfocinas coma IL-2 o IL-12. Otros componentes del kit que tambien pueden resultar deseables 
incluyen, par ejemplo, una jeringa esteril, dosis de refuerzo y otros excipientes deseados. 
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Otras disposiciones de los instrumentos que implementan la invencion resultaran obvias para los expertos en la 

tecnica. 

Ha de entenderse que aunque las realizaciones, las construcciones y las configuraciones preferentes, asi como los 

materiales, han sido expuestas en el presente documento para los instrumentos segun la presente invencion, 

5 pueden realizarse diversos cambios o modificaciones en forma y en detalle. 

Tabla 1: Epitopos de HTL derivados del VPH 

Secuencias de ep itopos de FN o analogizados I D SEC N° Fuente Secuencia de FN H LA 

LSQMVQWAY 1 VPH 1 6/3 1 . E 1 . 357 A0 1 

QVDYYGLYY 2 VPH 1 6 . E2 . 1 5 1 A01 

STDLRDH IDY 3 VPH 1 6 .E2 .23 A01 

KSAIVTLTY 4 VPH 1 6 . E2 .329 A01 

I SDYRHYCY 5 VPH 1 6 . E6.80. D3 ISEYRHYCY A0 1 

CLYLH IQSL 6 VPH 1 6 . E 1 .259 A02 

KLLSKLLCV 7 VPH 1 6 . E 1 .292 A02 

FVYIPLFLI 8 VPH 1 6 .E5 .66 A02 

TLHD I I LECV 9 VPH 1 6 . E6 .29 . L2 T I HD I I LECV A02 

YMLDLQPETV 1 0 VPH 1 6 . E7 . 1 1 .V1 0 YMLDLQPETT A02 

GTLG IVCPV 1 1 VPH 1 6 . E7 .85.V9 GTLG IVCP I A02 

VVLLLVRYK 1 2 VPH 1 6. E 1 .274 Al l 

STAAALYWYK 1 3 VPH 1 6 .E 1 .3 1 4 Al l 

ATMCRHYKR 1 4 VPH 1 6 . E 1 .406 Al l 

KSLFGMSLMK 1 5 VPH 1 6 . E 1 .483 Al l 

SVICFVNSK 1 6 VPH 1 6 . E 1 .497 Al l 

AATKYPLLK 1 7 VPH 1 6 . E4 .9 Al l 

LYGVSFSEL 1 8 VPH 1 6 .E 1 .2 1 4 A24 

RFHN I RGRF 1 9 VPH 1 6 . E6 . 1 3 1 . F9 RFHN IRGRW A24 

VYDFAFRDLC I 20 VPH 1 6 . E6 .49 A24 

PYAVCDKCF 2 1 VPH 1 6 . E6 .66 . F9 PYAVCDKCL A24 

CYSLYGTTF 22 VPH 1 6 . E6 .87. F9 CYSLYGTTL A24 

GTGCNGWFY 23 VPH 1 8/3 1 . E 1 . 1 1 A0 1 

LQDKI I DHY 24 VPH 1 8 . E2 . 1 5 A01 

ATCVSHRGLY 25 VPH 1 8 . E2 . 1 54 A0 1 

TLEKLTNTGLY 26 VPH 1 8 . E6 .89 A0 1 

I LYAH IQCL 27 VPH 1 8 . E 1 . 266 A02 

VAWDSVYYM 28 VPH 1 8 . E2 . 1 36 A02 

TVYVFCFLL 29 VPH 1 8 . E5 .5 . 1 A02 

SLQD I E ITCV 30 VPH 1 8 . E6 .24 A02 

KLTNTGLYNV 3 1 VPH 1 8 . E6 . 92 .V1 0 KLTNTGLYNL A02 

KQGAMLAVFK 32 VPH 1 8 . E 1 .2 1 0 A l l 

TVSATQLVK 33 VPH 1 8 .E2 .2 1 1 Al l 

STVSVGTAK 34 VPH 1 8 . E2 .230 Al l 

QVVPAYN ISK 35 VPH 1 8 . E2 .6 1 A l l 
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Secuencias de epitopos de FN o analogizados I D SEC N° Fuente Secuencia de FN H LA 

FVVYRDS IPK 36 VPH 1 8 . E6 .53. K1 0 FVVYRDS I PH Al l 

DSVYGDTLER 37 VPH 1 8 . E6 .83 .R 1 0 DSVYGDTLEK Al l 

ATLQD IVLH 38 VPH 1 8 . E7 .6 A l l 

SYFGMSF I HF 39 VPH 1 8/45 . E 1 .491 A24 

YYMTDAGTW 40 VPH 1 8 . E2 . 1 42 A24 

GYNTFYIEF 4 1 VPH 1 8 . E2 . 1 68 A24 

MYVCCHVPL 42 VPH 1 8 . E5 . 1 4 A24 

VYVFCFLLPM 43 VPH 1 8 . E5.52 A24 

LYNLL I RCF 44 VPH 1 8 . E6 .98. F9 LYNLL IRCL A24 

VMDDSE IAY 45 VPH31 . E 1 . 349 A01 

LSSALE IPY 46 VPH31 . E6 . 1 5 A01 

AFTDLT IVY 47 VPH31 . E6 .46 A0 1 

QTEPDTSNY 48 VPH31 . E7 .44.T2 QAEPDTSNY A0 1 

KLLEKLLC I 49 VPH3 1 . E 1 . 272 A02 

YTNWKFIYL 50 VPH3 1 . E2 . 1 3 1 A02 

FLLCFCVLL 5 1 VPH3 1 . E5 . 1 5 A02 

F IYI PLFVI 52 VPH31 . E5 .66 A02 

FLFTDLTIV 53 VPH31 . E6 .45 . L2 FAFTDLTIV A02 

KLTNKG ICDL 54 VPH3 1 . E6 .90 A02 

MVMLMLVRFK 55 VPH31 . E 1 . 253 Al l 

STAAALYWYR 56 VPH31 . E 1 . 294 Al l 

I SFAG IVTK 57 VPH31 . E2 .205 Al l 

ATTP I I H LK 58 VPH31 . E2 .291 A l l 

KVSEFRVVYRY 59 VPH3 1 . E6 . 72 A l l 

SVYGTTLER 60 VPH3 1 . E6 .82 .R9 SVYGTTLEK A l l 

PYLHSRLVVF 6 1 VPH3 1 . E 1 . 557 A24 

VFTFPNPFPF 62 VPH3 1 . E 1 . 565 A24 

HYTNWKF IF 63 VPH3 1 . E2 . 1 30 . F9 HYTNWKFIY A24 

VVF IYI PLF 64 VPH3 1 . E5 .64 A24 

FYSKVSEFRW 65 VPH31 . E6 .69 A24 

VYGTTLEKL 66 VPH31 . E6 .83 A24 

LQDKI LDHY 67 VPH45 . E2 . 1 7 A01 

NTG I LTVfY 68 VPH45 . E2 .332 A01 

LTDVS IACVY 69 VPH45 . E6 .25.T2 LQDVS IACVY A01 

NTELYNLLI 70 VPH45 . E6 .95 A01 

ELDPVDLLCY 7 1 VPH45 . E7 .20 A01 

TLYAH IQCL 72 VPH45 . E 1 .252 A02 

YVVWDSIYYI 73 VPH45 . E2 . 1 37 A02 

SLVFLLCFSV 74 VPH45 . E5 .3 A02 

FLLCFSVCL 75 VPH45 . E5 .6 A02 

YQFAFKDLCV 76 VPH45 . E6 .45 .V1 0 YQFAFKDLC I A02 
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Secuencias de epitopos de FN o analogizados I D SEC N° Fuente Secuencia de FN H LA 

TLQE IVLHV 77 VPH45 . E7 .7 .V9 TLQE IVLHL A02 

AVMCRHYKR 78 VPH45. E 1 .399 Al l 

RQMNMSQWI K 79 VPH45. E 1 .4 1 1 A l l 

STVVHVVTGCNK 80 VPH45 . E2 .322 A l 1 

VTTRYPLLR 8 1 VPH45 . E4 .8 A l l 

RTEVYQFAFR 82 VPH45 . E6 .4 1 . R 1 0 RTEVYQFAFK Al l 

SVYGETLEK 83 VPH45 . E6 .84 Al l 

VFTFPHAFPF 84 VPH45 . E 1 .578 A24 

YYITETG IW 85 VPH45 . E2 . 1 44 A24 

VYVCAFAWLL 86 VPH45 . E5 .26 A24 

VYQFAFKDL 87 VPH45 . E6 .44 A24 

FYSR IRELRF 88 VPH45 . E6. 7 1 . F 1 0 FYSR IRELRY A24 

La columna 1 contiene el epitopo analogizado cuando en la columna 4 no se indica ninguna secuencia de FN. 

Tabla 2: Epitopos de HTL del VPH 

Secuencia de ep itopos Fuente I D SEC N° 

LYWYKTG I SN I S EVY VPH 1 6 . E 1 .3 1 9 89 

PEWIQRQTVLQHSFN VPH 1 6 . E 1 .337 90 

WKHMRLECAIYYKAR VPH 1 6 . E2 .033 9 1 

LQA I ELQLTLETIYN VPH 1 6 . E2 .070 92 

GLYYVHEG IRTYFVQ VPH 1 6 . E2 . 1 56 93 

QRFHN I RGRWTGRCM VPH 1 6 . E6 . 1 30 94 

LDLQPETTDLYCYEQ VPH 1 6 . E7 . 1 3 95 

LCTELQTTIHD I I LE VP H 1 6 . E6 .22 96 

I RTLEDLLMGTLG IV VPH 1 6 . E7 . 76 97 

FKTL IQPF I LYAH IQ VPH 1 8 . E 1 . 258 98 

I EF ITFLGALKSFLK VPH 1 8 . E 1 .458 99 

FLNTVAIPDSVQ I LV VPH 1 8 . E2 .346 1 00 

HKAIELQMALQGLAQ VPH 1 8 . E2 .074 1 0 1 

EVFEFAFKDLFVVYR VPH 1 8 . E6 .43 1 02 

LFVVYRDS IPHAACHK VPH 1 8 . E6 .52 1 03 

TNTGLYNLLIRCLRCQ VPH 1 8 . E6 .94 1 04 

FQQLFLNTLSFVCPW VPH 1 8 . E7.86 1 05 

NGWFYVEAVI DRQTG VPH31 . E 1 . 1 5 1 06 

PEWIERQTVLQHSFN VPH31 . E 1 .3 1 7 1 07 

WKH IRLECVLMYKAR VPH3 1 . E2 .033 1 08 

TTP I I H LKGDAN I LK VPH3 1 . E2 .292 1 09 

TGRC IACWRRPRTET VPH31 . E6 . 1 32 1 1 0 

VLDFAFTDLTIVYRD VPH31 . E6 .42 1 1 1 

I R I LQELLMGSFG IV VPH3 1 . E7 .76 1 1 2 

PRKLHELSSALE I PY VPH31 . E6 .9 1 1 3 
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Secuencia de epitopos Fuente I D SEC N° 

DVVVMAI FGVNPTVAEGF VPH45 . E 1 .228 1 1 4 

FKTL I KPATLYAH IQ VPH45 . E 1 . 244 1 1 5 

P I N ISKSKAHKA1EL VPH45 .E2 .67 1 1 6 

T I PNSVQ 1SVGYMTI VPH45 . E2 .354 1 1 7 

LC IVYRDC IAYAACH VPH45 . E6 .52 1 1 8 

FHS IAGQYRGQCNTC VPH45 . E6 . 1 27 1 1 9 

E IVLHLEPQNELDPV VPH45 . E7 . 1 0 1 20 

LRTLQQLFLSTLSFV VPH45 . E7 .84 1 2 1 

AKFVAAVVTLKAAA PADRE 1 22 

La presente invencion se ilustra por medio de los ejemplos siguientes. 

Ejemplos 

Ejemplo 1: Ensayos de enlace competitivo del HLA de clase I usando HLA soluble 

El siguiente ejemplo del enlace de peptidos a moleculas solubles de HLA demuestra la cuantificaci6n de las 

5 afinidades de enlace de los peptidos de HLA de clase I y clase II. 

Se usaron lineas celulares homocigoticas transformadas del virus Epstein-Barr (EBV), fibroblastos o transfectantes 

como fuentes de las moleculas de HLA de clase I. Se prepararon lisados celulares y se purificaron moleculas de 

HLA segOn protocolos divulgados (Sidney y otros, 1998; Sidney y otros, 1995; Sette, y otros, 1994). 

Las moleculas de HLA se purificaron a partir de lisados por cromatografia de afinidad. Se hizo pasar al lisado por 

10 una columna de perlas de sefarosa CL-4B unidas a un anticuerpo apropiado. Los anticuerpos usados para la 

extraccion de HLA de los lisados celulares son W6/32 (para HLA-A) y LB3.1 (para HLA-DR). 

Despues se lave) la columna anti-HLA con 10mM Tris-HCL, pH8, en 1% NP-40, PBS, y se eluy6 PBS que contenia 

un 0,4% de n-octilglucosido y moleculas de HLA con 50 mM de dietilamina en 0, 15M de NaCI que contenian un 

0,4% de n-octilglucOsido, pH 11,5. Se anadi6 un volumen 1/25 de 2M de Tris, pH 6,8, al eluato para reducir el pH a 

15 +/- pH 8. A continuaci6n, los eluatos se concentraron mediante centrifugacion en concentradores Centriprep 30 

(Amicon, Beverly, Massachusetts). El contenido proteinico fue evaluado por medio de un ensayo proteinico BCA 

(Pierce Chemical Co., Rockford, Illinois) y fue confirmado mediante SDS-PAGE. 

Se ha publicado una descripcion detallada del protocolo utilizado para medir el enlace de peptidos al MHC de clase I 

y clase II (Sette y otros, 1994; Sidney y otros, 1998). Brevemente, se incubaron moleculas del MHC purificado (5 a 

20 500 nM) con diversos inhibidores de peptidos no marcados y con 1-10 nM de peptidos sonda radiomarcados con 1251 

durante 48 horas en PBS que contenia un 0,05% de Nonidet P-40 (NP40) en presencia de un coctel de inhibidores 

de proteasa. Todos los ensayos se realizaron con pH 7 con excepciOn del DRB1*0301, que se realizaciOn con pH 

4,5, y de DRB1*1601 (DR2w211) y DRB4*0101 (DRw53), que se realizaron con pH 5. 

Tras la incubaciOn, los complejos MHC-peptido se separaron del peptido libre mediante filtracion en gel en columnas 

25 TSK200 de 7,8 mm x 15 cm (TosoHaas 16215, Montgomeryville, Pensilvania). Se hizo pasar al eluato de las 

columnas TSK a traves de un detector de radiois6topos Beckman 170, y la radiactividad fue trazada e integrada 

usando un integrador Hewlett-Packard 3396A, y se determin6 la fraccion de peptido enlazada. Alternativamente, los 

complejos MHC-peptido se separaron del peptido libre mediante captura sobre placas de EL1SA recubiertas con 

anticuerpos anti-HLA. Una vez que se elimino por lavado el peptido libre, se midieron las reactividades restantes 

30 usando el mismo procedimiento que antes. 

Los peptidos radiomarcados fueron yodados usando el procedimiento de la cloramina T. 

Normalmente, en experimentos preliminares, se titul6 cada preparaci6n de MHC en presencia de cantidades fijas de 

peptidos radiomarcados para determinar la concentracion de moleculas de HLA necesaria para enlazar un 10-20% 

de la radiactividad total. Todos los ensayos subsiguientes de inhibicion y enlace directo se Ilevaron a cabo usando 

35 estas concentraciones de HLA. 

Dado que en estas condiciones [marcador] < [HLA] y C150 [HLA], los valores C150 medidos son aproximaciones 

razonables de los valores reales de KD. Los inhibidores de peptidos son sometidos a ensayo normalmente con 

concentraciones que oscilan entre 120 pg/ml y 1,2 ng/ml, y son sometidos a ensayo en de dos a cuatro 

experimentos completamente independientes. Para permitir la comparaciOn de los datos obtenidos en diferentes 

40 experimentos, se calcula una cifra de enlace relativo para cada peptido dividiendo la CI50 de un control positivo para 
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la inhibicion por la CI50 para cada peptido sometido a ensayo (normalmente versiones no marcadas del peptido 

sonda radiomarcado). Para fines de bases de datos y comparaciones entre experimentos, se compilan los valores 

de enlace relativo. Estos valores pueden volver a ser convertidos posteriormente en valores de CI50 en nM 

dividiendo la CI50 en nM de los controles positivos para la inhibici6n por el enlace relativo del peptido de interes. Se 

5 ha demostrado que este procedimiento de compilacion de datos es el mas preciso para comparar peptidos que han 

sido sometidos a ensayo en dias diferentes, o con lotes diferentes de MHC purificado. Las Tablas 3-6 contienen los 

valores de CI50 para los epitopos de CTL. 

Dado que el anticuerpo usado para la purificacion de HLA-DR (LB3.1) es especifico a la cadena alfa, las moleculas 

beta-1 no son separadas de las moleculas beta-3 (nib o de las beta-4 y beta-5). La especificidad de beta-1 del ensayo 

10 de enlace es obvia en los casos de DRB1*0101 (DR1), DRB1*0802 (DR8w2) y DRB1*0803 (DR8w3), en los que no 

se expresa beta-3 alguna. Tambien se ha demostrado para DRB1*0301 (DR3) y DRB3*0101 (DR52a), DRB1*0401 

(DR4w4), DRB1*0404 (DR4w14), DRB1*0405 (DR4w 15), DRB1*1101 (DR5), DRB1*1201 (DR5w12), DRB1*1302 

(DR6w19) y DRB1*0701 (DR7). El problema de la especificidad de la cadena beta para ensayos de DRB1*1501 

(DR2w2beta-1), DRBS*0101 (DR2w2beta-2), DRB1*1601 (DR2w21beta-1), DRB5*0201 (DRS1Dw21) y DRB4*0101 

15 (DRw53) se soslaya mediante el uso de fibroblastos. El desarrollo y la validacion de ensayos con respecto a la 

especificidad de la nnolecula DRbeta han sido descritos previamente (vease, por ejemplo, Southwood y otros, 1998). 

La Tabla 7 contiene los valores de CI50 para los epitopos de HTL. 

Tabla 3: Enlace de peptidos restringidos al HLA A01 

I D SEC Secuencia Fuente 

A01 0 1 (nM) 

H LA 

A2601 (nM) A2902 (nM) A3002 (nM) 

23 GTGCNGWFY VPH 1 8/31 . E 1 . 1 1 1 36 308 1 1 1 6 9 , 1 

24 LQDKI I DHY VPH 1 8 . E2 . 1 5 68 2770 

25 ATCVSHRGLY VPH 1 8 . E2 . 1 54 42 1 646 42 1 2 28 

26 TLEKLTNTGLY VPH 1 8 . E6 .89 1 74 265 2378 476 

2 QVDYYGLYY VPH 1 6 . E2 . 1 5 1 2 , 7 251 25 1 60 

3 STDLRDH IDY VPH 1 6 . E2 .23 1 1 3 758 - 1 7 

4 KSAIVTLTY VPH 1 6 . E2 .329 9 - 96 6 

5 I SDYRHYCY VPH 1 6 . E6 .80. D3 1 0 - 1 0 1 92 

1 LSQMVQWAY VPH 1 6/31 . E 1 .357 2 1 6448 1 22 0 ,93 

45 VMDDSE IAY VPH31 . E 1 . 349 1 8 95 255 1 

46 LSSALE I PY VPH31 . E6 . 1 5 35 4 1 07 261 1 75 

47 AFTDLTIVY VPH3 1 . E6 .46 3 1 36 7 1 

48 QTEPDTSNY VPH3 1 . E7 .44.T2 1 9 - - 2322 

67 LQDKI LDHY VPH45 . E2 . 1 7 32 5000 836 

68 NTG I LTVTY VPH45 . E2 .332 337 3 1 47 1 403 8722 

69 LTDVS IACVY VPH45. E6 .25.T2 2 ,9 8201 764 72 

70 NTELYNLLI VPH45 . E6 .95 32 1 7294 - - 

7 1 ELDPVDLLCY VPH45 . E7 .20 26 2 1 07 429 1 

CI50 > 20 pM 

Campo vacio: no se dispone de datos 

Tabla 4: Enlace de peptidos restringidos al HLA A02 

I D SEC Secuencia Fuente 

A0201 

(nM) 

A0202 

(nM) 

H LA 

A0203 

(nM) 

A0206 

(nM) 

A6802 

(nM) 

27 I LYAH IGCL VPH 1 8 . E 1 .266 33 8 , 5 1 0 , 2 236 

28 VAWDSVYYM VPH 1 8 . E2 . 1 36 1 72 603 1 332 790 5 1 54 

29 TVYVFCFLL VPH 1 8 . E5 .5 1 1 75 587 769 26 4 1 

30 SLQD IE ITCV VPH 1 8 . E6 .24 1 53 25 38 205 - 

3 1 KLTNTGLYNV VPH 1 8 . E6 .92 .V1 0 1 06 2 ,9 4 , 7 83 688 

6 CLYLH IQSL VPH 1 6 . E 1 . 259 73 45 2 1 1 00 1 777 

7 KLLSKLLCV VPH 1 6 . E 1 . 292 3 1 67 ,7 23 1 24 ,6 

8 FVYIPLFLI VPH 1 6 . E5 .66 206 323 63 59 25 1 

9 TLHD I I LECV VPH 1 6. E6 .29 . L2 3 ,6 0 , 54 1 , 9 92 2947 

1 0 YMLDLQPETV VPH 1 6 . E7 . 1 1 .V1 0 1 9 1 , 9 4 ,5 86 5446 

1 1 GTLG IVCPV VPH 1 6 . E7 .85 .V9 20 49 68 33 32 

49 KLLEKLLC I VPH3 1 . E 1 .272 1 9 2 1 2 ,4 5 1 - 

50 YTNWKFIYL VPH3 1 . E2 . 1 3 1 69 1 4 3 1 84 1 46 

5 1 FLLCFCVLL VPH3 1 . E5 . 1 5 9 , 6 1 3 34 2 ,6 237 

52 F IYI PLFVI VPH31 . E5 .66 26 97 47 8 , 1 1 57 

53 FLFTDLTIV VPH31 . E6 .45 . L2 1 7 1 , 3 3 , 5 20 1 904 

54 KLTNKG ICDL VPH31 . E6 .90 205 440 585 484 
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I D SEC Secuencia Fuente H LA 

A020 1 A0202 A0203 A0206 A6802 

(nM) (nM) (nM) (nM) (nM) 

72 TLYAH IQCL VPH45 . E 1 .252 34 4 ,9 6 ,2 4 1 7 1 6 1 3 

73 YVVWDSIYYI VPH45. E2 . 1 37 77 27 248 20 30 

74 SLVFLLCFSV VPH45 . E5 .3 8 , 5 27 49 7 ,9 20 

75 FLLCFSVCL VPH45 . E5 .6 38 8 1 66 59 353 

76 YQFAFKDLCV VPH45 . E6 .45.V1 0 1 5 1 , 3 4 ,2 1 0 3698 

77 TLQE IVLHV VPH45. E7 .7 .V9 1 9 30 5 , 1 309 2457 

-: CI50> 20 pM 

Table 5: Enlace de peptidos restringidos al HLA All 

I D SEC Secuencia Fuente 

A030 1 

(nM) 

A 1 1 0 1 

(nM) 

HLA 

A31 01 

(nM) 

A330 1 

(nM) 

A6801 

(nM) 
32 KQGAMLAVFK VPH 1 8 . E 1 .2 1 0 35 1 1 5 1 9 235 

33 TVSATQLVK VPH 1 8 . E2 .2 1 1 7 4 6 1 37 3 1 

34 STVSVGTAK VPH 1 8 . E2 .230 34 6 1 760 1 0 
35 G IWPAYN ISK VPH 1 8 . E2 .6 1 308 1 4 6665 8 
36 FVVYRDS I PK VPH 1 8 . E6 .53 . K 1 0 3437 2504 8 473 1 76 

37 DSVYGDTLER VPH 1 8 . E6 .83 . R 1 0 1 93 73 246 1 425 44 

38 ATLQD IVLH VPH 1 8 . E7 .6 2 1 1 1 1 543 
1 2 WLLLVRYK VPH 1 6 . E 1 .274 6 ,3 4 , 1 0 , 1 6 , 1 76 
1 3 STAAALYWYK VPH 1 6 . E 1 .3 1 4 5 2 35 1 28 6 
1 4 ATMCRHYKR VPH 1 6 . E 1 .406 90 1 4 1 0 1 7 35 
1 5 KSLFGMSLMK VPH 1 6 . E 1 .483 3 ,9 2 230 887 
1 6 SVICFVNSK VPH 1 6 . E 1 .497 1 09 2 ,2 25 5 1 5 ,4 
1 7 AATKYPLLK VPH 1 6 . E4 .9 59 20 
55 MVMLMLVRFK VPH31 . E 1 . 253 1 0 1 6 53 20 1 0 

56 STAAALYWYR VPH31 . E 1 . 294 1 98 1 0 5 , 6 47 1 2 

57 ISFAG IVTK VPH31 . E2 .205 1 7 1 ,6 1 1 5 4366 1 6 

58 ATTP I I H LK VPH3 1 . E2 .291 1 0 1 ,2 34 2 ,5 
59 KVSEFRWYRY VPH3 1 . E6 .72 2 1 3 25 3 338 1 92 
60 SVYGTTLER VPH3 1 . E6 .82 . R9 22 7 75 853 4 
78 AVMCRHYKR VPH45 . E 1 . 399 3 1 1 38 52 24 29 
79 RQMNMSQWI K VPH45 . E 1 .4 1 1 1 5 1 1 45 2557 
80 STWHVVTGCNK VPH45 . E2 .322 1 4 2 , 8 54 428 1 8 
8 1 VTTRYPLLR VPH45 . E4 .8 1 58 1 8 483 3 1 47 
82 RTEVYQFAFR VPH45 . E6 .4 1 . R 1 0 755 2 1 1 8 696 439 
83 SVYGETLEK VPH45 . E6 .84 2 1 9 , 5 6506 7 ,2 

CI50 > 20 pM 

Table 6: Enlace de peptidos restringidos al HLA A24 

I D SEC Secuencia Fuente 

A2302 

(nM) 

HLA 

A2402 

(nM) 

A2902 

(nM) 

A3002 

(nM) 
39 SYFGMSF I HF VPH 1 8/45 . E 1 .491 4 , 3 1 7 ,5 62 1 544 
40 YYMTDAGTVV VPH 1 8 . E2 . 1 42 1 4 3 , 2 34 1 1 2 1 5 1 
4 1 GYNTFYIEF VPH 1 8 . E2 . 1 68 1 3 1 6 835 1 264 
42 MYVCCHVPL VPH 1 8 . E5 . 1 4 24 1 5 9442 47 1 7 
43 VYVFCFLLPM VPH 1 8 . E5 .52 57 1 78 5276 
44 LYNLL I RCF VPH 1 8 . E6 .98 . F9 1 0 32 2255 
1 8 LYGVSFSEL VPH 1 6 . E 1 .2 1 4 7 , 2 3 , 1 
1 9 RFHN IRGRF VPH 1 6 . E6 . 1 3 1 . F9 2 ,4 29 346 0 ,69 
20 VYDFAFRDLC I VPH 1 6 . E6 .49 8 ,9 22 
2 1 PYAVCDKCF VPH 1 6 . E6 .66 . F9 6 , 1 7 , 2 64 1 1 57 
22 CYSLYGTTF VPH 1 6 . E6 .87 . F9 1 1 28 2088 7823 
6 1 PYLHSRLVVF VPH31 . E 1 . 557 2 , 8 38 ,7 4365 2229 
62 VFTFPNPFPF VPH31 . E 1 . 565 1 2 1 7 603 
63 HYTNWKFI F VPH3 1 . E2 . 1 30 . F9 1 6 8 ,5 433 4847 
64 VVF IYI PLF VPH3 1 . E5 .64 1 08 276 302 268 
65 FYSKVSEFRW VPH3 1 . E6 .69 8 , 8 4 , 5 1 777 1 36 1 
66 VYGTTLEKL VPH31 . E6 . 83 8 ,2 26 1 237 
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I D SEC Secuencia Fuente HLA 

A2302 A2402 A2902 A3002 

(nM) (nM) (nM) (nM) 

84 VFTFPHAFPF VPH45 . E 1 .578 1 5 ,9 90,4 57 

85 YYITETG IW VPH45 . E2 . 1 44 2 8 ,5 

86 VYVCAFAWLL VPH45 . E5 .26 8 , 1 8 ,4 2346 

87 VYQFAFKDL VPH45 . E6.44 1 , 1 4 - 1 65 

88 FYSR IRELRF VPH45 . E6 . 7 1 . F 1 0 1 3 , 2 83 

-: CI50> 20 pM 

- 
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Ejemplo 2: Diseho de constructos poliepitOpicos 

Cada constructo disehado de ADN contiene epitopos restringidos al HLA que se enlazan con al menos una molecule 
de HLA con una afinidad < 500 nM y, preferentemente, inferior a 100 nM (Tablas 3-6 del Ejemplo 1). Se demostro 
que la mayoria de estos epitopos era inmunogenica en los respectivos ratones transgenicos de HLA cuando les 

5 fueron administrados como un repositorio de peptidos emulsionados en IFA (Tablas 8-9 en el Ejemplo 3). 

El orden de epitopos y los aminoacidos espaciadores de los constructos fueron disehados para evitar la generaci6n 
de epitopos de union y para maximizar el procesamiento proteosernico. Las secuencias de aminoacidos fueron 
retraducidas usando una table de usos de codones de mamiferos y la herramienta de retraducci6n en linea, 
proporcionadas ambas por Entelechon (Alemania). Las secuencias de ADN fueron insertadas en un vector pMB75.6 

10 usando sitios de restriccion Pstl y BamHI. Tambien se incluyeron una secuencia Kozak, una secuencia sehal murina 
Ig kappa (MGMQVQIQSLFLLLLVVVPGSRG, ID SEC N° 131), y un codon finalizador. En las Figuras 5-8 se dan las 
respectivas secuencias de aminoacidos y ADN de los constructos ICCG6137, ICCG6138, ICCG6149 e ICCG6150. 

Ejemplo 3: Inmunogenicidad de epitopos restringidos al HLA de clase 1 derivados del VPH codificados en un 
constructo poliepitopico de ADN de VPH 

15 Se sometio a ensayo la inmunogenicidad de epitopos restringidos al HLA de clase 1 de VPH en los constructos de 
ADN en los ratones transgenicos de HLA relevantes. La evaluacion de la inmunogenicidad de epitopos restringidos 
al HLA-A02, el HLA-A11, el HLA-A24 y el HLA-A01 derivados del VPH se neve a cabo usando el siguiente protocolo. 
Se inmunizo a ratones transgenicos de HLA (ratones transgenicos Fl HLA-A02/KbxBalb/c, HLA-A1 1/Kb, HLA 
A01/Kb y HLA-A24/Kb) con uno de los constructos de ADN seleccionados. Para garantizar una distribucion 

20 equitativa de ratones entre diferentes grupos, se Ilevo a cabo un procedimiento de aleatorizacion en funcion del peso 
corporal. Se clasificaron ratones hembra y macho (con edades entre 8 y 24 semanas) por peso corporal; los 
animales sumamente ligeros o pesados fueron excluidos. Los animales restantes fueron agrupados asignando 
secuencialmente animales para los 2 experimentos. 

Inmunizacion con ADN 

25 Los ratones fueron pretratados con cardiotoxina (Sigma, C9759) en el dia -4 mediante inyeccion intramuscular 
bilateral de 100m1 (2x50 pl) de una soluciOn de 10 pM de cardiotoxina. Cuatro dias despues, todos los ratones 
fueron inmunizados con 100 pg de plasmido de VPH-ADN (diluidos hasta 1 mg/ml en PBS) mediante inyeccion 
bilateral de 50 pg en el mOsculo tibial anterior. Los ratones fueron sacrificados entre 13 y 15 dias despues de la 
inmunizacien con ADN. 

30 Inmunizacion con peptidos 

Se disolvieron peptidos en DMSO a una concentracien de 10 mg/mL. Para cada uno de los 4 constructos de ADN, 
se juntaron en repositorios los correspondientes peptidos restringidos de HLA por tipo de HLA (5 a 7 peptidos de 
CTUrepositorio). Se ahadio un peptido de HTL (TPPAYRPPNAPIL) y los repositorios de peptidos fueron diluidos en 
PBS hasta la concentracien requerida de peptidos (es decir, 25 pg de cada peptido de CTL y 120 pg de peptido HTL 

35 in 50 pl). Tras añadir un volumen igual de IFA (Pierce, lote DG56079), se emulsion6 la mezcla obligandola a 
atravesar un pequeho orificio. Los ratones fueron inmunizados subcuteneamente en la base de la cola con 50 pl de 
la mezcla de peptidos/IFA. 

Regimen de inmunizacien 

De cada linea, se inmunizaron intramuscularmente 4 grupos de 12 ratones (HLA-A02 y HLA-A24) o 6 ratones (HLA-
40 All) con uno de los 4 constructos de ADN de VPH (ICCG6149, ICCG6150, ICCG6137, ICCG6138), 

respectivamente. Para el HLA A01, solo se evaluaron 2 constructos. Para esto, 2 grupos de 12 ratones fueron 
inmunizados intramuscularmente con ICCG6150 o con ICCG6138. Un grupo final de 12 ratones no fue inmunizado 
con ADN ni inmunizado por peptidos y fue incluido como un control negativo (Onicamente tratamiento de CT). 

Para la evaluacion de la inmunogenicidad de los peptidos, 4 grupos de 12 ratones (HLA-A01), 6 ratones (HLA-A02 y 
45 HLAA24) o 3 ratones (HLA-A11) fueron inyectados subcutaneamente con uno de los repositorios de peptidos 

restringidos al HLA en IFA. Como control negativo para los ratones inmunizados con peptidos, 18 ratones (en total) 
fueron inyectados con una mezcla de PBS/IFA. 

Sistema experimental in vitro 

Los ratones fueron sacrificados y se aislaron celulas del bazo (SPC) 13 dias despues de la inmunizacion. Se 
50 juntaron SPC de ratones HLA-A01/Kb, Fl HLA-A02/KbxBalb/c y HLA-A24/Kb inmunizados con ADN y peptidos cada 

2 ratones, dando como resultado 6, 6 y 3 puntos de datos por condicion, respectivamente. Se analizaron 
individualmente las celulas del bazo de los ratones HLA-A1 1/Kb inmunizados con ADN y peptidos. Se juntaron las 
SPC de todos los ratones de control negativo cada 2 ratones, dando como resultado 3 puntos de datos para cada 
peptido sometido a ensayo. Las celulas CD8+ fueron purificadas mediante seleccion de perlas magneticas positives 

55 en SPC usando MicroBeads CD8a (MACS 130-049-401) segOn el protocolo del fabricante. 
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Se us6 un ensayo directo IFNy ELISPOT ex vivo como lectura de los CTL sustitutos. Basicamente, se incubaron 

celulas CD8+ purificadas con los peptidos individuales restringidos a HLA especificos del VPH (10 pg/mL) cargados 

en las celulas apropiadas que presentaban antigenos (APC) en placas ELISPOT recubiertas de anticuerpos IFNy 

antirraton. Debido a la limitada disponibilidad, se sembraron celulas CD8+ purificadas de ratones HLA-A1 1/Kb 

5 inmunizados con peptidos en las placas ELISPOT recubiertas a razon de 105 celulas/pocillo, mientras que para 

todos los demas grupos de tratamiento se usaron 2x105 celulas CD8+/pocillo. Tras una incubacion de 20 horas, las 

celulas productoras de IFNy fueron visualizadas desarrollando adicionalmente las placas con anticuerpo IFNy 

antirraton, estreptavidina-HRP y AEC como sustrato. 

Las APC usadas para los diferentes peptidos restringidos a HLA fueron celulas de bazo procedentes de ratones 

10 HLA-A01/Kb no inmunizados para HLA-A01, celulas JA2.1Kb (2x10  celulas/pocillo) para HLA-A02, LCL 

721.221HLA A11/Kb (104 celulas/pocillo) para HLA-Al 1, y LCL 721.221HLA A24/Kb (1e celulas/pocillo) para HLA-

A24. 

Algunos de los epitopos de CTL incluidos en los constructos de ADN son secuencias analogizadas de los epitopos 

virales de forma natural. Para estos epitopos particulares, solo se usaron las secuencias de tipo natural como 

15 estimulo in vitro para la lectura de CTL. Adernas, se usaron 3 epitopos variantes en secuencia restringidos a HLA-

A24 como estimulo in vitro para verificar la reactividad de variantes cruzadas. Las respuestas de referencia hacia 

todos los peptidos restringidos a HLA usadas para la lectura in vitro fueron evaluadas en ratones transgenicos de 

HLAA01/Kb, Fl HLA-A02/KbxBalb/c, HLA-A1 1/Kb o HLA-A24/Kb virgenes. No pudo detectarse ninguna respuesta 

significativa (no se muestran los resultados). 

20 Analisis de datos 

Se clasifican como inmunogenicos los peptidos que provocan una respuesta CTL delta especifica a 30 puntos 

especificos/106 celulas CD8 y un cociente de respuesta a 2 en al menos un repositorio. Ha de someterse a ensayo 

un minimo de 2 repositorios. 

Resultados 

25 Las Tablas 8 y 9 muestran los resultados para los diferentes constructos de VPH. 

La mayoria de los epitopos que se enlazan con afinidad elevada con el HLA (C150 inferior a 500 nM y 

preferentemente inferior a 100 nM) es capaz de inducir respuestas positivas de las celulas T en los respectivos 

ratones transgenicos de HLA, indicando que la afinidad de enlace con el HLA es un criterio de salami& para 

identificar epitopos inmunogenicos potenciales. Estas respuestas inmunogenicas pueden ser inducidas con los 

30 peptidos aislados y/o con un ADN plasmidico que codifique estos peptidos. 
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Ejemplo 4: Respuestas de recuerdo de los epitopos de HTL en mujeres infectadas de VPH 

El propOsito de este conjunto de experimentos es demostrar las respuestas de HTL humano de recuerdo in vitro en 

un panel de sujetos infectados de VPH para la seleccion final de epitopos de HTL comprendidos en los constructos 

poliepitopicos de VPH, usando un ensayo optimizado de proliferacion de celulas T humanas. 

5 La Tabla 10 que sigue da un resumen de los peptidos usados en el ensayo de proliferacion de celulas T. Se 

enumeran las secuencias de peptidos y las fuentes. Todos los peptidos son disueltos en dimetilsulfOxido (DMSO) al 

100% a una concentracion de 5, 10 o 20 mg/ml y almacenados a -20°C. Se usaron los peptidos en el ensayo de 

proliferacion de celulas T con una concentraciOn final de 10 pg/ml. Como antigeno de control positivo se uso toxoide 

tetanico (TT) a una concentracion final de 3 pg/ml. 

10 Tabla 10 

Secuencia Fuente I D SEC 

LYWYKTGISN I SEVY VPH 1 6 . E 1 .3 1 9 89 

PEWIQRQTVLQHSFN VPH 1 6 . E 1 .337 90 

WKHMRLECAIYYKAR VPH 1 6. E2 .033 9 1 

LQAIELQLTLETIYN VPH 1 6 . E2 .070 92 

GLYYVHEGIRTYFVQ VPH 1 6 . E2 . 1 56 93 

QRFHN IRGRWTGRCM VPH 1 6 . E6 . 1 30 94 

LDLQPETTDLYCYEQ VPH 1 6 . E7 . 1 3 95 

LCTELQTTIHD I I LE VPH 1 6 . E6 .22 96 

I RTLEDLLMGTLGIV VPH 1 6 . E7 .76 97 

FKTLIQPF I LYAH IQ VPH 1 8 . E 1 .258 98 

I EF ITFLGALKSFLK VPH 1 8 . E 1 .458 99 

FLNTVAIPDSVQ I LV VPH 1 8 . E2 . 346 1 00 

HKAI ELQMALQGLAQ VPH 1 8 . E2 .074 1 0 1 

EVFEFAFKDLFVVYR VPH 1 8 . E6 .43 1 02 

LFVVYRDS IPHAACHK VPH 1 8 . E6 .52 1 03 

TNTGLYNLLIRCLRCQ VPH 1 8 . E6 .94 1 04 

FQQLFLNTLSFVCPW VPH 1 8 . E7 .86 1 05 

NGWFYVEAVI DRQTG VPH31 . E 1 . 1 5 1 06 

PEWIERQTVLQHSFN VPH31 . E 1 . 3 1 7 1 07 

WKH IRLECVLMYKAR VPH31 . E2 .033 1 08 

TTP I I H LKGDAN I LK VPH3 1 . E2 .292 1 09 

TGRC IACWRRPRTET VPH3 1 . E6. 1 32 1 1 0 

VLDFAFTDLTIVYRD VPH31 . E6 .42 1 1 1 

I R I LQELLMGSFG IV VPH31 . E7 . 76 1 1 2 

PRKLHELSSALE I PY VPH31 . E6 .9 1 1 3 

DVVVMAI FGVNPTVAEGF VPH45 . E 1 .228 1 1 4 

FKTLIKPATLYAH IQ VPH45 . E 1 .244 1 1 5 

P I N I SKSKAHKAIEL VPH45 . E2 .67 1 1 6 

T I PNSVQ 1SVGYMTI VPH45 . E2 .354 1 1 7 

LC IVYRDC IAYAACH VPH45 . E6.52 1 1 8 

FHS IAGQYRGQCNTC VPH45 . E6 . 1 27 1 1 9 

E IVLHLEPQNELDPV VPH45. E7 . 1 0 1 20 

LRTLQQLFLSTLSFV VPH45 . E7 .84 1 2 1 

Se usaron PBMC procedentes de sujetos infectados con VPH, diagnosticados en el presente o anteriormente con 

neoplasia cervical intraepitelial (CIN) 1, 2 o 3, y, preferentemente, con genotipo de VPH, para determinar las 

respuestas de HTL especificas al VPH. Las PBMC se descongelaron siguiendo los procedimientos estandar para su 

uso en el ensayo de proliferacion de celulas T. 

15 Las muestras de PBMC procedentes de sujetos infectados con VPH fueron estudiadas en busca de respuestas de 

recuerdo de HTL in vitro hacia todo el panel de peptidos de HTL usando un ensayo de proliferaciOn de celulas T. 

Brevemente, se sembraron 5x104 celulas/pocillo en replicas quintuples en placas de fondo redondo en RPMI total (= 

RPMIbic + aminoacidos no esenciales (NEAA) + piruvato de sodio + gentamicina + beta mercapto etanol (13ME)), 

complementado con suero de AB humana (ihuAB) inactivada por el calor al 5% e incubadas con 10 pg/ml de peptido 

20 de HTL o 3 pg /ml de TT durante 6 dias en una incubadora de CO2 a 37°C. Tras este periodo de incubaci6n, se 

anadio 3H-timidina (1 pCi/pocillo)para la marcacion durante la noche (18 horas). A continuacion, se recolectaron las 

celulas y se midi6 la cantidad incorporada. Se incluy6 TT como control positivo, ya que se supone que 

la mayor parte de la gente muestra una respuesta hacia este antigeno. Adernas, se sembraron celulas procedentes 

de una muestra sana de PBMC de control (5x104 celulas/pocillo, replicas quintuples) y fueron estimuladas con TT y 
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varicela-zoster para tener un control de ensayo interno en cada placa y evaluar la variabilidad entre ensayos y dentro 

de cada uno. 

Analisis de los datos 

– Se recogen todos los puntos de datos sin procesar, y los valores calculados y documentados en una base de 

5 datos Excel por grupo experimental. 

– La magnitud de la respuesta especifica al antigeno determinada en el ensayo de proliferacion de celulas T se 

expresa como indice de estimulacion (la mediana de cpm de cultivos estimulados/no estimulados) y el cpm delta (el 

valor de la mediana de cpm de los pocillos estimulados restado del valor de la mediana de cpm de los pocillos no 

10 estimulados). 

– Se considera que una respuesta es positiva cuando los valores de cpm delta 200 cpm y el indice de 

estimulacion es 2. 

En la Figura 9 se muestran las respuestas positivas mas altas por epitopo de HTL (unicamente los valores del 1E). 

15 Estos datos demuestran claramente que —aunque se sometieron a ensayo anicamente en un conjunto limitado de 

muestras sanguineas procedentes de pacientes infectados con VPH—, la reactividad de las celulas T puede ser 

detectada para la mayoria de los epitopos de HTL seleccionados. 
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<160> 163 

<170> Patent In version 3.1 

<210> 1 

<211> 9 

5 <212> PRT 

<213> VPH 

<400> 1 

Leu Ser Gin Met Val Gin Trp Ala Tyr 

1 5 

10 <210>2 

<211>9 

<212> PRT 

<213> VPH 

<400> 2 

15 Gin Val Asp Tyr Tyr Gly Leu Tyr Tyr 

1 5 

<210>3 

<211>10 

<212> PRT 

20 <213> VPH 

<400> 3 

Ser Thr Asp Leu Arg Asp His Ile Asp Tyr 

1 5 10 

<210>4 

25 <211>9 

<212> PRT 

<213> VPH 

<400>4 

Lys Ser Ala Ile Val Thr Leu Thr Tyr 

30 1 5 

<210>5 

<211>9 

<212> PRT 

<213> VPH 

35 <400> 5 

Ile Ser Asp Tyr Arg His Tyr Cys Tyr 

1 5 

<210>6 

<211>9 

40 <212> PRT 

<213> VPH 

<400> 6 

Cys Leu Tyr Leu His Ile Gin Ser Leu 

1 5 

45 <210>7 

<211>9 

<212> PRT 

<213> VPH 
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<400> 7 

Lys Leu Leu Ser Lys Leu Leu Cys Val 

1 5 

<210>8 

5 <211>9 

<212> PRT 

<213> VPH 

<400>8 

Phe Val Tyr Ile Pro Leu Phe Leu Ile 

10 1 5 

<210>9 

<211>10 

<212> PRT 

<213> VPH 

15 <400>9 

Thr Leu His Asp Ile Ile Leu Glu Cys Val 

1 5 10 

<210> 10 

<211>10 

20 <212> PRT 

<213> VPH 

<400> 10 

Tyr Met Leu Asp Leu Gin Pro Glu Thr Val 

1 5 10 

25 <210>11 

<211> 9 

<212> PRT 

<213> VPH 

<400> 11 

30 Gly Thr Leu Gly Ile Val Cys Pro Val 

1 5 

<210> 12 

<211>9 

<212> PRT 

35 <213> VPH 

<400> 12 

Val Val Leu Leu Leu Val Arg Tyr Lys 

1 5 

<210> 13 

40 <211> 10 

<212> PRT 

<213> VPH 

<400> 13 

Ser Thr Ala Ala Ala Leu Tyr Trp Tyr Lys 

45 1 5 10 

<210> 14 

<211>9 

<212> PRT 

<213> VPH 
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<400> 14 

Ala Thr Met Cys Arg His Tyr Lys Arg 

1 5 

<210> 15 

5 <211> 10 

<212> PRT 

<213> VPH 

<400> 15 

Lys Ser Leu Phe Gly Net Ser Leu Met Lys 

10 1 5 10 

<210> 16 

<211>9 

<212> PRT 

<213> VPH 

15 <400> 16 

Ser Val Ile Cys Phe Val Asn Ser Lys 

1 5 

<210> 17 

<211>9 

20 <212> PRT 

<213> VPH 

<400> 17 

Ala Ala Thr Lys Tyr Pro Leu Leu Lys 

1 5 

25 <210> 18 

<211>9 

<212> PRT 

<213> VPH 

<400> 18 

30 Leu Tyr Gly Val Ser Phe Ser Glu Leu 

1 5 

<210> 19 

<211>9 

<212> PRT 

35 <213> VPH 

<400> 19 

Arg Phe His Asn Ile Arg Gly Arg Phe 

1 5 

<210>20 

40 <211> 11 

<212> PRT 

<213> VPH 

<400> 20 

Val Tyr Asp Phe Ala Phe Arg Asp Leu Cys Ile 

45 1 5 10 

<210>21 

<211>9 

<212> PRT 

<213> VPH 
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<400> 21 

Pro Tyr Ala Val Cys Asp Lys Cys Phe 

1 5 

<210>22 

5 <211>9 

<212> PRT 

<213> VPH 

<400> 22 

Cys Tyr Ser Leu Tyr Gly Thr Thr Phe 

10 1 5 

<210>23 

<211>9 

<212> PRT 

<213> VPH 

15 <400> 23 

Gly Thr Gly Cys Asn Gly Trp Phe Tyr 

1 5 

<210>24 

<211>9 

20 <212> PRT 

<213> VPH 

<400> 24 

Leu Gin Asp Lys Ile Ile Asp His Tyr 

1 5 

25 <210> 25 

<211>10 

<212> PRT 

<213> VPH 

<400> 25 

30 Ala Thr Cys Val Ser His Arg Gly Leu Tyr 

1 5 10 

<210>26 

<211>11 

<212> PRT 

35 <213> VPH 

<400> 26 

Thr Leu Glu Lys Leu Thr Asn Thr Gly Leu Tyr 

1 5 10 

<210>27 

40 <211>9 

<212> PRT 

<213> VPH 

<400> 27 

Ile Leu Tyr Ala His Ile Gln Cys Leu 

45 1 5 

<210>28 

<211>9 

<212> PRT 

<213> VPH 
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<400> 28 

Val Ala Trp Asp Ser Val Tyr Tyr Met 

1 5 

<210>29 

5 <211>9 

<212> PRT 

<213> VPH 

<400> 29 

Thr Val Tyr Val Phe Cys Phe Leu Leu 

10 1 5 

<210>30 

<211>10 

<212> PRT 

<213> VPH 

15 <400> 30 

Ser Leu Gin Asp Ile Glu Ile Thr Cys Val 

1 5 10 

<210>31 

<211>10 

20 <212> PRT 

<213> VPH 

<400> 31 

Lys Leu Thr Asn Thr Gly Leu Tyr Asn Val 

1 5 10 

25 <210> 32 

<211>10 

<212> PRT 

<213> VPH 

<400> 32 

30 Lys Gin Gly Ala Met Leu Ala Val Phe Lys 

1 5 10 

<210>33 

<211>9 

<212> PRT 

35 <213> VPH 

<400> 33 

Thr Val Ser Ala Thr Gin Leu Val Lys 

1 5 

<210>34 

40 <211>9 

<212> PRT 

<213> VPH 

<400> 34 

Ser Thr Val Ser Val Gly Thr Ala Lys 

45 1 5 

<210>35 

<211>10 

<212> PRT 

<213> VPH 
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<400> 35 

Gin Val Val Pro Ala Tyr Asn Ile Ser Lys 

1 5 10 

<210>36 

5 <211> 10 

<212> PRT 

<213> VPH 

<400> 36 

Phe Val Val Tyr Arg Asp Ser Ile Pro Lys 

10 1 5 10 

<210>37 

<211>10 

<212> PRT 

<213> VPH 

15 <400> 37 

Asp Ser Val Tyr Gly Asp Thr Leu Glu Arg 

1 5 10 

<210>38 

<211>9 

20 <212> PRT 

<213> VPH 

<400> 38 

Ala Thr Leu Gin Asp Ile Val Leu His 

1 5 

25 <210> 39 

<211>10 

<212> PRT 

<213> VPH 

<400> 39 

30 Ser Tyr Phe Gly Met Ser Phe Ile His Phe 

1 5 10 

<210>40 

<211>9 

<212> PRT 

35 <213> VPH 

<400> 40 

Tyr Tyr Met Thr Asp Ala Gly Thr Trp 

1 5 

<210>41 

40 <211>9 

<212> PRT 

<213> VPH 

<400> 41 

Gly Tyr Asn Thr Phe Tyr Ile Glu Phe 

45 1 5 

<210>42 

<211>9 

<212> PRT 

<213> VPH 
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<400> 42 

Met Tyr Val Cys Cys His Val Pro Leu 

1 5 

<210>43 

5 <211> 10 

<212> PRT 

<213> VPH 

<400> 43 

Val Tyr Val Phe Cys Phe Leu Leu Pro Met 

10 1 5 10 

<210>44 

<211> 9 

<212> PRT 

<213> VPH 

15 <400> 44 

Leu Tyr Asn Leu Leu Ile Arg Cys Phe 

1 5 

<210>45 

<211>9 

20 <212> PRT 

<213> VPH 

<400> 45 

Val Met Asp Asp Ser Glu Ile Ala Tyr 

1 5 

25 <210> 46 

<211>9 

<212> PRT 

<213> VPH 

<400> 46 

30 Leu Ser Ser Ala Leu Glu Ile Pro Tyr 

1 5 

<210>47 

<211>9 

<212> PRT 

35 <213> VPH 

<400> 47 

Ala Phe Thr Asp Leu Thr Ile Val Tyr 

1 5 

<210>48 

40 <211>9 

<212> PRT 

<213> VPH 

<400>48 

Gin Thr Glu Pro Asp Thr Ser Asn Tyr 

45 1 5 

<210>49 

<211>9 

<212> PRT 

<213> VPH 
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<400> 49 

Lys Leu Leu Glu Lys Leu Leu Cys Ile 

1 5 

<210>50 

5 <211>9 

<212> PRT 

<213> VPH 

<400> 50 

Tyr Thr Asn Trp Lys Phe Ile Tyr Leu 

10 1 5 

<210>51 

<211>9 

<212> PRT 

<213> VPH 

15 <400> 51 

Phe Leu Leu Cys Phe Cys Val Leu Leu 

1 5 

<210>52 

<211>9 

20 <212> PRT 

<213> VPH 

<400> 52 

Phe Ile Tyr Ile Pro Leu Phe Val Ile 

1 5 

25 <210> 53 

<211>9 

<212> PRT 

<213> VPH 

<400> 53 

30 Phe Leu Phe Thr Asp Leu Thr Ile Val 

1 5 

<210>54 

<211>10 

<212> PRT 

35 <213> VPH 

<400> 54 

Lys Leu Thr Asn Lys Gly Ile Cys Asp Leu 

1 5 10 

<210>55 

40 <211> 10 

<212> PRT 

<213> VPH 

<400> 55 

Met Val Met Leu Met Leu Val Arg Phe Lys 

45 1 5 10 

<210>56 

<211>10 

<212> PRT 

<213> VPH 

41 

ES 2 440 974 T3

 



<400> 56 

Ser Thr Ala Ala Ala Leu Tyr Trp Tyr Arg 

1 5 10 

<210>57 

5 <211>9 

<212> PRT 

<213> VPH 

<400> 57 

Ile Ser Phe Ala Gly Ile Val Thr Lys 

10 1 5 

<210>58 

<211>9 

<212> PRT 

<213> VPH 

15 <400>58 

Ala Thr Thr Pro Ile Ile His Leu Lys 

1 5 

<210>59 

<211>10 

20 <212> PRT 

<213> VPH 

<400> 59 

Lys Val Ser Glu Phe Arg Trp Tyr Arg Tyr 

1 5 10 

25 <210> 60 

<211>9 

<212> PRT 

<213> VPH 

<400> 60 

30 Ser Val Tyr Gly Thr Thr Leu Glu Arg 

1 5 

<210>61 

<211>10 

<212> PRT 

35 <213> VPH 

<400> 61 

Pro Tyr Leu His Ser Arg Leu Val Val Phe 

1 5 10 

<210>62 

40 <211> 10 

<212> PRT 

<213> VPH 

<400> 62 

Val Phe Thr Phe Pro Asn Pro Phe Pro Phe 

45 1 5 10 

<210>63 

<211>9 

<212> PRT 

<213> VPH 
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<400> 63 

His Tyr Thr Asn Trp Lys Phe Ile Phe 

1 5 

<210>64 

5 <211>9 

<212> PRT 

<213> VPH 

<400> 64 

Val Val Phe Ile Tyr Ile Pro Leu Phe 

10 1 5 

<210>65 

<211>10 

<212> PRT 

<213> VPH 

15 <400> 65 

Phe Tyr Ser Lys Val Ser Glu Phe Arg Trp 

1 5 10 

<210>66 

<211>9 

20 <212> PRT 

<213> VPH 

<400> 66 

Val Tyr Gly Thr Thr Leu Glu Lys Leu 

1 5 

25 <210> 67 

<211>9 

<212> PRT 

<213> VPH 

<400> 67 

30 Leu Gin Asp Lys Ile Leu Asp His Tyr 

1 5 

<210>68 

<211> 9 

<212> PRT 

35 <213> VPH 

<400> 68 

Asn Thr Gly Ile Leu Thr Val Thr Tyr 

1 5 

<210>69 

40 <211> 10 

<212> PRT 

<213> VPH 

<400> 69 

Leu Thr Asp Val Ser Ile Ala Cys Val Tyr 

45 1 5 10 

<210>70 

<211>9 

<212> PRT 

<213> VPH 
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<400> 70 

Asn Thr Glu Leu Tyr Asn Leu Leu Ile 

1 5 

<210>71 

5 <211> 10 

<212> PRT 

<213> VPH 

<400> 71 

Glu Leu Asp Pro Val Asp Leu Leu Cys Tyr 

10 1 5 10 

<210>72 

<211>9 

<212> PRT 

<213> VPH 

15 <400> 72 

Thr Leu Tyr Ala His Ile Gln Cys Leu 

1 5 

<210>73 

<211>10 

20 <212> PRT 

<213> VPH 

<400> 73 

Tyr Val Val Trp Asp Ser Ile Tyr Tyr Ile 

1 5 10 

25 <210> 74 

<211>10 

<212> PRT 

<213> VPH 

<400> 74 

30 Ser Leu Val Phe Leu Leu Cys Phe Set Val 

1 5 10 

<210>75 

<211>9 

<212> PRT 

35 <213> VPH 

<400> 75 

Phe Leu Leu Cys Phe Set Val Cys Leu 

1 5 

<210>76 

40 <211> 10 

<212> PRT 

<213> VPH 

<400> 76 

Tyr Gin Phe Ala Phe Lys Asp Leu Cys Val 

45 1 5 10 

<210>77 

<211>9 

<212> PRT 

<213> VPH 
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<400> 77 

Thr Leu Gin Glu Ile Val Leu His Val 

1 5 

<210>78 

5 <211>9 

<212> PRT 

<213> VPH 

<400> 78 

Ala Val Met Cys Arg His Tyr Lys Arg 

10 1 5 

<210>79 

<211>10 

<212> PRT 

<213> VPH 

15 <400> 79 

Arg Gin Met Asn Met Ser Gin Trp Ile Lys 

1 5 10 

<210>80 

<211>10 

20 <212> PRT 

<213> VPH 

<400> 80 

Ser Thr Trp His Trp Thr Gly Cys Asn Lys 

1 5 10 

25 <210> 81 

<211>9 

<212> PRT 

<213> VPH 

<400> 81 

30 Val Thr Thr Arg Tyr Pro Leu Leu Arg 

1 5 

<210>82 

<211>10 

<212> PRT 

35 <213> VPH 

<400> 82 

Arg Thr Glu Val Tyr Gin Phe Ala Phe Arg 

1 5 10 

<210>83 

40 <211>9 

<212> PRT 

<213> VPH 

<400> 83 

Ser Val Tyr Gly Glu Thr Leu Glu Lys 

45 1 5 

<210>84 

<211>10 

<212> PRT 

<213> VPH 
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<400> 84 

Val Phe Thr Phe Pro His Ala Phe Pro Phe 

1 5 10 

<210>85 

5 <211>9 

<212> PRT 

<213> VPH 

<400> 85 

Tyr Tyr Ile Thr Glu Thr Gly Ile Trp 

10 1 5 

<210>86 

<211>10 

<212> PRT 

<213> VPH 

15 <400> 86 

Val Tyr Val Cys Ala Phe Ala Trp Leu Leu 

1 5 10 

<210>87 

<211>9 

20 <212> PRT 

<213> VPH 

<400> 87 

Val Tyr Gin Phe Ala Phe Lys Asp Leu 

1 5 

25 <210> 88 

<211>10 

<212> PRT 

<213> VPH 

<400> 88 

30 Phe Tyr Ser Arg Ile Arg Glu Leu Arg Phe 

1 5 10 

<210>89 

<211>15 

<212> PRT 

35 <213> VPH 

<400> 89 

Leu Tyr Trp Tyr Lys Thr Gly Ile Ser Asn Ile Ser Glu Val Tyr 

1 5 10 15 

<210>90 

40 <211> 15 

<212> PRT 

<213> VPH 

<400> 90 

Pro Glu Trp Ile Gin Arg Gin Thr Val Leu Gin His Ser Phe Asn 

45 1 5 10 15 

<210>91 

<211>15 

<212> PRT 

<213> VPH 
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<400> 91 

Trp Lys His Met Arg Leu Glu Cys Ala Ile Tyr Tyr Lys Ala Arg 

1 5 10 15 

<210>92 

5 <211>15 

<212> PRT 

<213> VPH 

<400> 92 

Leu Gin Ala Ile Glu Leu Gin Leu Thr Leu Glu Thr Ile Tyr Asn 

10 1 5 10 15 

<210>93 

<211>15 

<212> PRT 

<213> VPH 

15 <400> 93 

Gly Leu Tyr Tyr Val His Glu Gly Ile Arg Thr Tyr Phe Val Gin 

1 5 10 15 

<210>94 

<211>15 

20 <212> PRT 

<213> VPH 

<400> 94 

Gin Arg Phe His Asn Ile Arg Gly Arg Trp Thr Gly Arg Cys Met 

1 5 10 15 

25 <210> 95 

<211>15 

<212> PRT 

<213> VPH 

<400> 95 

30 Leu Asp Leu Gin Pro Glu Thr Thr Asp Leu Tyr Cys Tyr Glu Gin 

1 5 10 15 

<210>96 

<211>15 

<212> PRT 

35 <213> VPH 

<400> 96 

Leu Cys Thr Glu Leu Gin Thr Thr Ile His Asp Ile Ile Leu Glu 

1 5 10 15 

<210>97 

40 <211> 15 

<212> PRT 

<213> VPH 

<400> 97 

Ile Arg Thr Leu Glu Asp Leu Leu Met Gly Thr Leu Gly Ile Val 

45 1 5 10 15 

<210>98 

<211>15 

<212> PRT 

<213> VPH 
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<400> 98 

Phe Lys Thr Leu Ile Gin Pro Phe Ile Leu Tyr Ala His Ile Gin 

1 5 10 15 

<210>99 

5 <211> 15 

<212> PRT 

<213> VPH 

<400> 99 

Ile Glu Phe Ile Thr Phe Leu Gly Ala Leu Lys Ser Phe Leu Lys 

10 1 5 10 15 

<210> 100 

<211>15 

<212> PRT 

<213> VPH 

15 <400> 100 

Phe Leu Asn Thr Val Ala Ile Pro Asp Ser Val Gin Ile Leu Val 

1 5 10 15 

<210> 101 

<211>15 

20 <212> PRT 

<213> VPH 

<400> 101 

His Lys Ala Ile Glu Leu Gin Met Ala Leu Gin Gly Leu Ala Gin 

1 5 10 15 

25 <210> 102 

<211>15 

<212> PRT 

<213> VPH 

<400> 102 

30 Glu Val Phe Glu Phe Ala Phe Lys Asp Leu Phe Val Val Tyr Arg 

1 5 10 15 

<210> 103 

<211>16 

<212> PRT 

35 <213> VPH 

<400> 103 

Leu Phe Val Val Tyr Arg Asp Ser Ile Pro His Ala Ala Cys His Lys 

1 5 10 15 

<210> 104 

40 <211> 16 

<212> PRT 

<213> VPH 

<400> 104 

Thr Asn Thr Gly Leu Tyr Asn Leu Leu Ile Arg Cys Leu Arg Cys Gin 

45 1 5 10 15 

<210> 105 

<211>15 

<212> PRT 

<213> VPH 
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<400> 105 

Phe Gin Gin Leu Phe Leu Asn Thr Leu Ser Phe Val Cys Pro Trp 

1 5 10 15 

<210> 106 

5 <211> 15 

<212> PRT 

<213> VPH 

<400> 106 

Asn Gly Trp Phe Tyr Val Glu Ala Val Ile Asp Arg Gin Thr Gly 

10 1 5 10 15 

<210> 107 

<211>15 

<212> PRT 

<213> VPH 

15 <400> 107 

Pro Glu Trp Ile Glu Arg Gin Thr Val Leu Gin His Ser Phe Asn 

1 5 10 15 

<210> 108 

<211>15 

20 <212> PRT 

<213> VPH 

<400> 108 

Trp Lys His Ile Arg Leu Glu Cys Val Leu Met Tyr Lys Ala Arg 

1 5 10 15 

25 <210> 109 

<211>15 

<212> PRT 

<213> VPH 

<400> 109 

30 Thr Thr Pro Ile Ile His Leu Lys Gly Asp Ala Asn Ile Leu Lys 

1 5 10 15 

<210> 110 

<211>15 

<212> PRT 

35 <213> VPH 

<400> 110 

Thr Gly Arg Cys Ile Ala Cys Trp Arg Arg Pro Arg Thr Glu Thr 

1 5 10 15 

<210> 111 

40 <211> 15 

<212> PRT 

<213> VPH 

<400> 111 

Val Leu Asp Phe Ala Phe Thr Asp Leu Thr Ile Val Tyr Arg Asp 

45 1 5 10 15 

<210> 112 

<211>15 

<212> PRT 

<213> VPH 
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<400> 112 

Ile Arg Ile Leu Gin Glu Leu Leu Met Gly Ser Phe Gly Ile Val 

1 5 10 15 

<210> 113 

5 <211>15 

<212> PRT 

<213> VPH 

<400> 113 

Pro Arg Lys Leu His Glu Leu Ser Ser Ala Leu Glu Ile Pro Tyr 

10 1 5 10 15 

<210> 114 

<211>17 

<212> PRT 

<213> VPH 

15 <400>114 

Asp Trp Val Met Ala Ile Phe Gly Val Asn Pro Thr Val Ala Glu Gly Phe 

1 5 10 15 

<210> 115 

<211>15 

20 <212> PRT 

<213> VPH 

<400> 115 

Phe Lys Thr Leu Ile Lys Pro Ala Thr Leu Tyr Ala His Ile Gin 

1 5 10 15 

25 <210>116 

<211>15 

<212> PRT 

<213> VPH 

<400> 116 

30 Pro Ile Asn Ile Ser Lys Ser Lys Ala His Lys Ala Ile Glu Leu 

1 5 10 15 

<210> 117 

<211>15 

<212> PRT 

35 <213> VPH 

<400> 117 

Thr Ile Pro Asn Ser Val Gin Ile Ser Val Gly Tyr Met Thr Ile 

1 5 10 15 

<210> 118 

40 <211> 15 

<212> PRT 

<213> VPH 

<400>118 

Leu Cys Ile Val Tyr Arg Asp Cys Ile Ala Tyr Ala Ala Cys His 

45 1 5 10 15 

<210> 119 

<211>15 

<212> PRT 

<213> VPH 
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<400> 119 

Phe His Ser Ile Ala Gly Gin Tyr Arg Gly Gln Cys Asn Thr Cys 

1 5 10 15 

<210> 120 

5 <211> 15 

<212> PRT 

<213> VPH 

<400> 120 

Glu Ile Val Leu His Leu Glu Pro Gin Asn Glu Leu Asp Pro Val 

10 1 5 10 15 

<210> 121 

<211>15 

<212> PRT 

<213> VPH 

15 <400>121 

Leu Arg Thr Leu Gin Gin Leu Phe Leu Ser Thr Leu Ser Phe Val 

1 5 10 15 

<210> 122 

<211>13 

20 <212> PRT 

<213> VPH 

<400> 122 

Ala Lys Phe Val Ala Ala Trp Thr Leu Lys Ala Ala Ala 

1 5 10 

25 <210> 123 

<211> 894 

<212> PRT 

<213> artificial 

<400> 123 

30 Met Gly Met Gin Val Gin Ile Gin Ser Leu Phe Leu Leu Leu Leu Trp 

1 5 10 15 

Val Pro Gly Ser Arg Gly Ala Phe Thr Asp Leu Thr Ile Val Tyr Asn 

20 25 30 

Ser Thr Trp His Trp Thr Gly Cys Asn Lys Lys Ala Ala Ala Lys Leu 

35 35 40 45 

Leu Glu Lys Leu Leu Cys Ile Asn Ala Tyr Gin Phe Ala Phe Lys Asp 

50 55 60 

Leu Cys Val Lys Met Val Met Leu Met Leu Val Arg Phe Lys Asn Ala 

65 70 75 80 

40 Ala Leu Gin Asp Lys Ile Leu Asp His Tyr Lys Ala Ala Phe Leu Leu 

85 90 95 

Cys Phe Cys Val Leu Leu Asn Ser Val Tyr Gly Thr Thr Leu Glu Arg 

100 105 110 

Asn Ala Ala Val Thr Thr Arg Tyr Pro Leu Leu Arg Asn Ala Thr Leu 

45 115 120 125 

Gin Glu Ile Val Leu His Val Asn Tyr Tyr Ile Thr Glu Thr Gly Ile 

130 135 140 

Trp Lys Val Val Phe Ile Tyr Ile Pro Leu Phe Asn Gin Thr Glu Pro 

145 150 155 160 
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Asp Thr Set Asn Tyr Gly Ala Ala Glu Leu Asp Pro Val Asp Leu Leu 

165 170 175 

Cys Tyr Lys Ala Ala Ala Leu Thr Asp Val Set Ile Ala Cys Val Tyr 

180 185 190 

5 Asn Ala Ala Arg Thr Glu Val Tyr Gin Phe Ala Phe Arg Asn Pro Tyr 

195 200 205 

Leu His Ser Arg Leu Val Val Phe Asn Ile Ser Phe Ala Gly Ile Val 

210 215 220 

Thr Lys Lys Val Met Asp Asp Ser Glu Ile Ala Tyr Asn Ala Phe Tyr 

10 225 230 235 240 

Set Arg Ile Arg Glu Leu Arg Phe Lys Ala Ala Ala Phe Ile Tyr Ile 

245 250 255 

Pro Leu Phe Val Ile Lys Ala Val Phe Thr Phe Pro His Ala Phe Pro 

260 265 270 

15 Phe Asn Ala Phe Tyr Set Lys Val Ser Glu Phe Arg Trp Lys Ser Leu 

275 280 285 

Val Phe Leu Leu Cys Phe Ser Val Asn Ala Ser Thr Ala Ala Ala Leu 

290 295 300 

Tyr Trp Tyr Arg Lys Ala Thr Leu Tyr Ala His Ile Gin Cys Leu Asn 
20 305 310 315 320 

Ala Ala His Tyr Thr Asn Trp Lys Phe Ile Phe Asn Ala Ala Asn Thr 

325 330 335 

Glu Leu Tyr Asn Leu Leu Ile Asn Ala Ser Tyr Phe Gly Met Ser Phe 

340 345 350 

25 Ile His Phe Lys Leu Thr Asn Lys Gly Ile Cys Asp Leu Asn Ser Val 

355 360 365 

Tyr Gly Glu Thr Leu Glu Lys Asn Val Tyr Val Cys Ala Phe Ala Trp 

370 375 380 

Leu Leu Asn Val Tyr Gly Thr Thr Leu Glu Lys Leu Lys Leu Set Gln 
30 385 390 395 400 

Met Val Gin Trp Ala Tyr Lys Ala Ala Ala Tyr Val Val Trp Asp Set 

405 410 415 

Ile Tyr Tyr Ile Asn Gly Thr Gly Cys Asn Gly Trp Phe Tyr Gly Ala 

420 425 430 

35 Ala Ala Val Met Cys Arg His Tyr Lys Arg Asn Phe Leu Leu Cys Phe 

435 440 445 
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Ser Val Cys Leu Asn Ala Val Tyr Gln Phe Ala Phe Lys Asp Leu Lys 

450 455 460 

Ala Ala Lys Val Ser Glu Phe Arg Trp Tyr Arg Tyr Lys Tyr Thr Asn 

465 470 475 480 

5 Trp Lys Phe Ile Tyr Leu Asn Ala Ala Leu Ser Ser Ala Leu Glu Ile 

485 490 495 

Pro Tyr Lys Ala Ala Phe Leu Phe Thr Asp Leu Thr Ile Val Asn Ala 

500 505 510 

Ala Thr Thr Pro Ile Ile His Leu Lys Asn Ala Ala Ala Arg Gln Met 

10 515 520 525 

Asn Met Ser Gln Trp Ile Lys Asn Thr Gly Ile Leu Thr Val Thr Tyr 

530 535 540 

Asn Val Phe Thr Phe Pro Asn Pro Phe Pro Phe Lys Ala Ala Ala Glu 

545 550 555 560 

15 Ile Val Leu His Leu Glu Pro Gin Asn Glu Leu Asp Pro Val Gly Pro 

565 570 575 

Gly Pro Gly Ile Arg Ile Leu Gin Glu Leu Leu Met Gly Ser Phe Gly 

580 585 590 

Ile Val Gly Pro Gly Pro Gly Thr Gly Arg Cys Ile Ala Cys Trp Arg 

20 595 600 605 

Arg Pro Arg Thr Glu Thr Gly Pro Gly Pro Gly Trp Lys His Ile Arg 

610 615 620 

Leu Glu Cys Val Leu Met Tyr Lys Ala Arg Gly Pro Gly Pro Gly Leu 

625 630 635 640 

25 Cys Ile Val Tyr Arg Asp Cys Ile Ala Tyr Ala Ala Cys His Gly Pro 

645 650 655 

Gly Pro Gly Pro Glu Trp Ile Glu Arg Gin Thr Val Leu Gin His Ser 

660 665 670 

Phe Asn Gly Pro Gly Pro Gly Pro Ile Asn Ile Ser Lys Ser Lys Ala 

30 675 680 685 

His Lys Ala Ile Glu Leu Gly Pro Gly Pro Gly Leu Arg Thr Leu Gin 

690 695 700 

Gin Leu Phe Leu Ser Thr Leu Ser Phe Val Gly Pro Gly Pro Gly Phe 

705 710 715 720 

35 His Ser Ile Ala Gly Gin Tyr Arg Gly Gin Cys Asn Thr Cys Gly Pro 

725 730 735 

Gly Pro Gly Thr Thr Pro Ile Ile His Leu Lys Gly Asp Ala Asn Ile 

740 745 750 

Leu Lys Gly Pro Gly Pro Gly Asp Trp Val Met Ala Ile Phe Gly Val 

40 755 760 765 

Asn Pro Thr Val Ala Glu Gly Phe Gly Pro Gly Pro Gly Pro Arg Lys 

770 775 780 

Leu His Glu Leu Ser Ser Ala Leu Glu Ile Pro Tyr Gly Pro Gly Pro 

785 790 795 800 

45 Gly Phe Lys Thr Leu Ile Lys Pro Ala Thr Leu Tyr Ala His Ile Gin 

805 810 815 

Gly Pro Gly Pro Gly Thr Ile Pro Asn Ser Val Gin Ile Ser Val Gly 

820 825 830 

Tyr Met Thr Ile Gly Pro Gly Pro Gly Asn Gly Trp Phe Tyr Val Glu 

50 835 840 845 
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Ala Val Ile Asp Arg Gln Thr Gly Gly Pro Gly Pro Gly Val Leu Asp 

850 855 860 

Phe Ala Phe Thr Asp Leu Thr Ile Val Tyr Arg Asp Gly Pro Gly Pro 

5 

1 0 

8 6 5 87 0 87 5 

Gl y Al a Lys Phe Va l Al a Al a T rp Thr Leu Lys Al a Al a Al a 

8 8 5 8 90 

<2 1 0> 1 24 

<2 1 1 > 2685 

<2 1 2> ADN 

<2 1 3> artificia l 

8 8 0 

<400> 1 24 

atgggcat gc a ggtgcagat cc ag agcctg t t cct gct gc t gc tgtgggt gc ccggca gc 6 0 

a ggggcgctt t caccgacct ga cc at cgtg t a c aa cagca c c t ggcactg g a ccggctgc 1 2 0 

a a c aagaa ag c cgctgcca a gctg ctgga a a a g ctgct gt gcatcaacgc ct a t ca gttt 1 8 0 

1 5 gcctt caa gg a c ctgtgcgt ga agatggt g a tgctgatgc t ggtgcggtt ca ag aatgcc 2 4 0 

gc tc t ccagg a c a ag at cct ggaccactac a a g gccgcct t t ctgctgtg ct tctgcgt g 3 0 0 

c t gc t ga aca gc gtgta cgg ca ccaccct g ga acggaacg c c g ccgtgac c a cc agatac 3 6 0 

c c cc tgctgc gga at gcca c c ctccagga a a t cgtcctgc a c gtca atta c t acatcacc 4 2 0 

gaga ccggca t c tggaaggt ggtgttcat c t a ca tccccc t gt t ca acca ga c cgagccc 4 8 0 

20 gacaccagca a ctacggagc c gccgaa ctc g a tc ccgtgg a c ctgctgt g c t a ca aagcc 5 4 0 

g c t gccct ga c cga cgtgag c a t cgcctgc gt gt aca acg cc gccagga c c ga ggtgt ac 6 0 0 

c a gtt tgcct t t cgga accc ct acctgcac a g c agactgg t g gt gttta a c a t cagcttc 6 6 0 

gc cggcat cg t gacca agaa a gt gat ggac ga c agcgaga t c gccta ca a c gcc tt ct ac 7 2 0 

a g ccggatca g a g agctgag gt tcaaagcc gctgccttta t ctacatt cc t ctg tt cgtg 7 8 0 

25 at caa ggccg t gttcacctt c c ccca cgcc t t c cct ttca a tgcct tcta c t ccaaggt g 8 4 0 

t c cga gttcc gg t ggaa ga g c ctggtgtt c c t g ctgtgt t t c a gcgtgaa c g c cagcacc 9 0 0 

gccgctgccc t g t a ctggt a c a ggaaggcc a c cctgt acg c c cat atcca gtgcctgaat 9 6 0 

gc cgcccact a c accaactg ga agttcatc t t ca atgccg c c a a caccga gc t gt acaac 1 0 2 0 

ct gctgat ca a c gcca gcta ct t cggcatg a gctt catcc a c t tc aagct ga c caa caag 1 0 8 0 

30 ggcat ctgcg a cc t ga actc c gtgt acggc ga gacact gg a a a agaa cgt gt acgt gt gc 1 1 4 0 

g c ctt cgcct g gctgctgaa cgtgtatggc a c a ac act gg a a a aa ctgaa gctgtcccag 1 2 0 0 

a t ggtgcagt gggcctataa a gccgccgcc t a cgtggtgt gggacagcat c t actatatc 1 2 6 0 

a a cggcacc g gctg taacgg c t ggttt ta c g gcgccgct g c cgtgatgtg c c ggca ct ac 1 3 2 0 

a a g cggaatt t t c t gctgtg t t t ttccgtg t gcctgaacg c cgtgt atca gt tcgccttt 1 3 8 0 

35 a aggatct ga a ggctgccaa a gtgt ct gag t t cagatggt a c aggt acaa gt acacaaat 1 4 4 0 

t gg aa gt tta t ctatctgaa c gc cgccctg a gca gcgccc t gg a aat ccc c t a t a aggct 1 5 0 0 

gc ct t cctgt t c a ccgat ct ga ct attgtg a a cgccgcca c c ac ccccat c a t ccacct g 1 5 6 0 

a a a a acgccg ct gcc aggca g a t ga acatg a gccagt gga t c a a gaaca c c gg catcct g 1 6 2 0 

a c cgtgacct a c aacgt gtt t a c ctt tccc a a c cctttcc c ct ttaaagc c gctgccgag 1 6 8 0 

40 atcgtgctgc a c ctgga acc c c agaa cgag c t gga ccctg t g ggccctgg c c ctggca tc 1 7 4 0 

a gaatcctcc a ggaa ct gct gatgggcagc t t cggcat cg t g ggcccagg c c ccggaa cc 1 8 0 0 

ggccggtgca t c gcctgtt g gcgg aggccc c ggaccga ga c aggccctgg a c ccggct gg 1 8 6 0 

a agcacat cc ggctgga atg cgtgctgat g t a c aaggcca gggga cccgg c c c t ggcctc 1 9 2 0 

t gt atcgtgt a c cgcgactg c a tcgccta c g c cgcctgcc a cggccca gg a c c t ggcccc 1 9 8 0 

45 gagt ggatcg a g cggcagac c gtgctcca g c a tagcttca a c g gacccgg a c c aggcccc 2 0 4 0 

a t c aacatca gc a a ga gcaa g gcccacaa g g c ca tcgagc t gggccct gg gc c c gga ct g 2 1 0 0 

c gga ccct cc a g c a gctgtt c c t gagcacc ct ga gct tcg t gggacctgg gcc aggctt c 2 1 6 0 

c a cagcat cg c cggccagta c c ggggccag t gca aca cct g c ggcccagg gcc aggcacc 2 2 2 0 

a c a cct atta t t c a cctgaa g ggcgacgcc a a c at cctga a g gggccagg a cc cggcgac 2 2 8 0 

50 t gggtgatgg c c a tcttcgg cgtgaacccc a c cgt ggccg a g ggctt cgg a c ctggacct 2 3 4 0 

g ggcct agga a gctgcacga gctgtcct ct gc c ct ggaaa t t cct ta cgg c c ctggccca 2 4 0 0 

ggcttcaaga c c ctgatcaa gc ccgccaca c tgtatgccc a c a tt ca ggg c c ctggacca 2 4 6 0 

ggcaccatcc c c a acagcgt gc agat cagc gtgggctaca t ga cc atcgg a c ca gggc ct 2 5 2 0 

gg c a atggct ggttcta cgt gg aggccgt g a t cgacaggc a ga ccggcgg a c c t ggccca 2 5 8 0 

55 ggggtgctgg a c ttcgcctt t a c agacct g a c aat t gtgt a c c gggacgg c c c t gggcct 2 6 4 0 

g gcgccaa gt t c gt ggccgc ct gga ccctg a a gg ccgct g c c t ga 2 6 8 5 

<2 1 0> 1 25 

<2 1 1 > 894 

<2 1 2> PRT 

60 <2 1 3> artificia l 

<400> 125 
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Met Gly Met Gin Val Gin Ile Gin Ser Leu Phe Leu Leu Leu Leu Trp 

1 5 10 15 

Val Pro Gly Ser Arg Gly Phe Tyr Ser Lys Val Ser Glu Phe Arg Trp 

20 25 30 

5 Lys Ala Ala Arg Thr Glu Val Tyr Gin Phe Ala Phe Arg Asn Ala Ala 

35 40 45 

Val Thr Thr Arg Tyr Pro Leu Leu Arg Asn Val Phe Thr Phe Pro Asn 

50 55 60 

Pro Phe Pro Phe Asn Tyr Thr Asn Trp Lys Phe Ile Tyr Leu Asn Ala 

10 65 70 75 80 

Ser Val Tyr Gly Glu Thr Leu Glu Lys Gly Ala Ala Val Met Cys Arg 

85 90 95 

His Tyr Lys Arg Asn Ala Val Tyr Gly Thr Thr Leu Glu Lys Leu Lys 

100 105 110 

15 Val Val Phe Ile Tyr Ile Pro Leu Phe Gly Ala Ala Lys Leu Leu Glu 

115 120 125 

Lys Leu Leu Cys Ile Asn Gly Thr Gly Cys Asn Gly Trp Phe Tyr Asn 

130 135 140 

Gin Thr Glu Pro Asp Thr Ser Asn Tyr Asn Ala Ala Ala Pro Tyr Leu 

20 145 150 155 160 

His Ser Arg Leu Val Val Phe Gly Ala Ala Ala Leu Thr Asp Val Ser 

165 170 175 

Ile Ala Cys Val Tyr Asn Ala His Tyr Thr Asn Trp Lys Phe Ile Phe 

180 185 190 

25 Gly Ala Ala Phe Ile Tyr Ile Pro Leu Phe Val Ile Lys Ala Ala Ala 

195 200 205 

Met Val Met Leu Met Leu Val Arg Phe Lys Asn Ala Ala Asn Thr Glu 

210 215 220 

Leu Tyr Asn Leu Leu Ile Asn Phe Leu Phe Thr Asp Leu Thr Ile Val 

30 225 230 235 240 

Asn Phe Leu Leu Cys Phe Cys Val Leu Leu Asn Ala Ala Thr Thr Pro 

245 250 255 

Ile Ile His Leu Lys Gly Ala Ala Lys Leu Thr Asn Lys Gly Ile Cys 

260 265 270 

35 Asp Leu Asn Ala Leu Gin Asp Lys Ile Leu Asp His Tyr Lys Asn Thr 

275 280 285 

Gly Ile Leu Thr Val Thr Tyr Gly Ala Ala Ala Val Met Asp Asp Ser 

290 295 300 

Glu Ile Ala Tyr Asn Ser Thr Trp His Trp Thr Gly Cys Asn Lys Lys 

40 305 310 315 320 

Ala Ala Ser Tyr Phe Gly Met Ser Phe Ile His Phe Lys Leu Ser Ser 

325 330 335 

Ala Leu Glu Ile Pro Tyr Lys Leu Ser Gin Met Val Gin Trp Ala Tyr 

340 345 350 

45 Asn Ser Leu Val Phe Leu Leu Cys Phe Ser Val Asn Ala Thr Leu Tyr 

355 360 365 

Ala His Ile Gin Cys Leu Asn Val Phe Thr Phe Pro His Ala Phe Pro 

370 375 380 

Phe Asn Ala Ala Ala Arg Gin Met Asn Met Ser Gin Trp Ile Lys Asn 

50 385 390 395 400 
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Ala Thr Leu Gln Glu Ile Val Leu His Val Asn Ala Ala Phe Thr Asp 

405 410 415 

Leu Thr Ile Val Tyr Asn Ile Set Phe Ala Gly Ile Val Thr Lys Lys 

420 425 430 

5 Tyr Val Val Trp Asp Set Ile Tyr Tyr Ile Asn Tyr Tyr Ile Thr Glu 

435 440 445 

Thr Gly Ile Trp Lys Ala Ala Ala Phe Tyr Set Arg Ile Arg Glu Leu 

450 455 460 

Arg Phe Lys Val Tyr Gin Phe Ala Phe Lys Asp Leu Lys Ala Phe Leu 

10 465 470 475 480 

Leu Cys Phe Set Val Cys Leu Asn Ala Ala Tyr Gin Phe Ala Phe Lys 

485 490 495 

Asp Leu Cys Val Lys Set Val Tyr Gly Thr Thr Leu Glu Arg Asn Lys 

500 505 510 

15 Val Set Glu Phe Arg Trp Tyr Arg Tyr Lys Ala Ala Glu Leu Asp Pro 

515 520 525 

Val Asp Leu Leu Cys Tyr Lys Set Thr Ala Ala Ala Leu Tyr Trp Tyr 

530 535 540 

Arg Lys Ala Ala Ala Val Tyr Val Cys Ala Phe Ala Trp Leu Leu Glu 

20 545 550 555 560 

Ile Val Leu His Leu Glu Pro Gin Asn Glu Leu Asp Pro Val Gly Pro 

565 570 575 

Gly Pro Gly Ile Arg Ile Leu Gin Glu Leu Leu Met Gly Set Phe Gly 

580 585 590 

25 Ile Val Gly Pro Gly Pro Gly Thr Gly Arg Cys Ile Ala Cys Trp Arg 

595 600 605 

Arg Pro Arg Thr Glu Thr Gly Pro Gly Pro Gly Trp Lys His Ile Arg 

610 615 620 

Leu Glu Cys Val Leu Met Tyr Lys Ala Arg Gly Pro Gly Pro Gly Leu 

30 625 630 635 640 

Cys Ile Val Tyr Arg Asp Cys Ile Ala Tyr Ala Ala Cys His Gly Pro 

645 650 655 

Gly Pro Gly Pro Glu Trp Ile Glu Arg Gln Thr Val Leu Gin His Ser 

660 665 670 

35 Phe Asn Gly Pro Gly Pro Gly Pro Ile Asn Ile Ser Lys Ser Lys Ala 

675 680 685 

His Lys Ala Ile Glu Leu Gly Pro Gly Pro Gly Leu Arg Thr Leu Gin 

690 695 700 

Gln Leu Phe Leu Ser Thr Leu Set Phe Val Gly Pro Gly Pro Gly Phe 

40 705 710 715 720 

His Ser Ile Ala Gly Gin Tyr Arg Gly Gin Cys Asn Thr Cys Gly Pro 

725 730 735 

Gly Pro Gly Thr Thr Pro Ile Ile His Leu Lys Gly Asp Ala Asn Ile 

740 745 750 

45 Leu Lys Gly Pro Gly Pro Gly Asp Trp Val Met Ala Ile Phe Gly Val 

755 760 765 

Asn Pro Thr Val Ala Glu Gly Phe Gly Pro Gly Pro Gly Pro Arg Lys 

770 775 780 

Leu His Glu Leu Set Ser Ala Leu Glu Ile Pro Tyr Gly Pro Gly Pro 

50 785 790 795 800 
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5 

Gl y Phe Lys Thr Leu I l e Lys Pro Al a Thr Leu T yr Al a Hi s I le Gin 

8 0 5 8 1 0 815 

Gl y Pro Gl y Pro Gl y Thr I l e Pro As n Ser Va l Gin I le S e r Va l Gl y 

8 2 0 825 830 

Tyr Met Thr I l e Gl y Pro Gl y Pro Gl y As n Gl y Trp Phe Tyr Va l Glu 

8 3 5 8 4 0 84 5 

Ala Va l I l e Asp Arg Gin Thr Gly Gl y Pro Gl y Pro Gl y Va l Leu Asp 

8 5 0 855 8 60 

Phe Al a Phe Th r Asp Leu Thr I l e Va l Tyr Arg Asp Gl y Pro Gl y Pro 

1 0 8 6 5 8 7 0 8 7 5 8 8 0 

Gl y Al a Lys Phe Va l Al a Al a T rp Thr Leu Lys Al a Al a Al a 

8 8 5 8 9 0 

<2 1 0> 1 26 

<2 1 1 > 2685 

1 5 <2 1 2> ADN 

<2 1 3> artificia l 

<400> 1 26 

atgggc at gc a g gt gcagat c c ag agcct g t t cctgctgc t gct gt gggt g cccggc agc 6 0 

c ggggctt ct a cagca aggt gtccgagtt c c ggt gga agg c c gc ca gga c c ga ggtgt ac 1 2 0 

20 cagtt cgcct t c cgga acgc c gccgtgacc a c c agat acc c c c t gct gcg ga a cgtgttc 1 8 0 

a c c tt cccca a c c c ct tccc t t t ca actac a c ca act gg a a gt t catct a c c t ga acgcc 2 4 0 

a gcgt gta cg gc ga ga ccct ggaaa aggga g c agccgtga t gtg ccggca c t a ca agcgg 3 0 0 

a a cgccgt gt a c ggca ccac a c t ggaa aag c t ga aggtgg t gt t cat ct a c a t ccccctg 3 6 0 

t t cggagc cg c ca agctgct g ga aa aactg ct gt gcatca a c gg caccgg c t g caacggc 4 2 0 

25 t ggtt ct a ca a c c aga ccga gcccgac a cc a g c a a ct aca a t gc tgccgc c c c ct acctg 4 8 0 

c a c agca gac t ggtggtgtt t ggggctgcc gc c ct ga ccg a c gt gagcat c gc ctgcgtg 5 4 0 

t a c aa cgccc a c t aca ca aa t t ggaaattc a t t tttggag c c gcctt cat ct a t at tcct 6 0 0 

c t gtt cgtga t c a aagccgc c gct at ggtg a t gct gatgc t g gtgcggtt c a ag aa cgcc 6 6 0 

gc c aa ca ccg a gctgtacaa cc t gctgatc a a c tt cctgt t c accga cct g a cc at cgtg 7 2 0 

30 aa ct ttctcc t gt gt ttctg c gt gctcctg a a t gccgcca ca acccccat c a tc cacctg 7 8 0 

a a gggagccg c c a aa ct gac c a a ca a gggc a t c tg cgacc t g a at gccct c c aggacaag 8 4 0 

a t cct ggacc a c t acaaga a c a ccggca tc c t gac cgt ga cct at ggagc c gctgccgtg 9 0 0 

a t gga cgaca gc g agatcgc ct a caa ca gc a c c tggcact gg accggctg t a ac aagaag 9 6 0 

gc cgcct cct a c t tcggcat g a gctt catc ca c tt caa gc t gtccagcgc c c t ggaaatc 1 0 2 0 

35 ccct a ca agc t gt cccagat ggt gcagt gg gc c ta caact cc c tggt gtt c c tgctgtgt 1 0 8 0 

t t c agcgtga a c g ca accct ct atgcccac a t ccagtgcc t g a atgtgtt t a c cttccct 1 1 4 0 

c a cgccttt c c c ttcaatgc cgccgcca ga c a gat gaaca t g agcca gtg g a t caagaat 1 2 0 0 

gc caccctcc a gg agattgt cc tgcacgtc a a t gccgcct t t act gatct g a ct at cgt g 1 2 6 0 

t a caacatca gc ttcgccgg c a tcgtga cc a a gaa atacg t g gtgtggga c a g catcta c 1 3 2 0 

40 ta ca tca at t a c t acat ca c cgagaccggc a t c tggaaag ct gc cgcctt c t a cagccgg 1 3 8 0 

a t c a gggagc t ga ggtt caa a gtgtatcag t t t gctttca a a gacct ga a a gc cttcctg 1 4 4 0 

c t gt g ctttt c c gtgtgcct ga acgccgcc t a cca gtttg cc t tt aa gga t ct gt gcgt g 1 5 0 0 

a a gagcgtgt a t ggcaca ac c c tggaacgg a a c a aagtgt ct ga gttccg ct ggt acagg 1 5 6 0 

t a taa ggccg cc g aactcga t c ccgtggat c t gct gtgtt a c a agagca c t gc cgccgca 1 6 2 0 

45 ct gta ct ggt a t a ggaaggc t gccgccgtg t a cgt gtgcg c ct t cgcctg g c t gctggag 1 6 8 0 

a t cgt gctgc a c c tggaacc c c agaacgag ct ggaccctg t gggccctgg c c ctggcatc 1 7 4 0 

a ga at cctcc a gg aactgct ga tgggca gc t t cggcat cg t g ggcccagg c c c cggaacc 1 8 0 0 

ggccggtgca t cgcctgttg gc ggaggccc c g gaccga ga ca ggccctgg a cc cggct gg 1 8 6 0 

a a gca catcc g gctggaatg cgtgct gatg t a c aaggcca ggggacccgg c c ctggcctc 1 9 2 0 

50 tgtat cgtgt a c cgcgactg ca tcgcct ac gc cgcctgcc a c ggcccagg a c ctggcccc 1 9 8 0 

ga gtgga tcg a gcggcagac cgtgct ccag c a t agcttca a c gg acccgg a c c aggcccc 2 0 4 0 

a t caa catca g c a agagcaa ggcccaca ag gc c at cgagc t g ggccctgg gc c cggact g 2 1 0 0 

c gga ccc tcc a gc agct gt t cc tgagca cc ct gagcttcg t ggg acctgg gc c aggcttc 2 1 6 0 

c a cagcatcg cc ggccagta cc ggggccag t g c aa cacct gcggcccagg gcc aggcacc 2 2 2 0 

55 acacctatt a t t cacct gaa gggcgacgcc a a c at cctga a ggggccagg a cccggcga c 2 2 8 0 

t g ggtgatgg c c atctt cgg c gtga acccc a c cgtggccg a g gg cttcgg a cc tgga cct 2 3 4 0 

gggcct agga a gct gcacga g c t gt cct ct gc cctggaaa t t ccttacgg c cc tggccca 2 4 0 0 

gg c ttca aga cc ctgatcaa g cccgcc aca ct gt atgccc a c a t tc aggg c c c tggacca 2 4 6 0 

gg caccatcc cc a acagcgt gcagatcagc gt gggctaca t ga ccatcgg a c ca gggc ct 2 5 2 0 

60 ggcaatggct ggttctacgt g gaggccgtg a t cgacaggc a ga ccggcgg a c ct ggccca 2 5 8 0 

ggggt gctgg a c t tcgcctt t a ca gacct g a c aa tt gt gt a c c gggacgg cc ctgggcct 2 6 4 0 
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ggcgccaagt tcgtggccgc ctggaccctg aaggccgctg cctga 2685 

<210> 127 

<211> 891 

<212> PRT 

5 <213> artificial 

<400>127 

Met Gly Met Gin Val Gin Ile Gin Ser Leu Phe Leu Leu Leu Leu Trp 

1 5 10 15 

Val Pro Gly Ser Arg Gly Lys Ser Leu Phe Gly Met Ser Leu Met Lys 

10 20 25 30 

Asn Ser Thr Ala Ala Ala Leu Tyr Trp Tyr Lys Lys Ala Ala Cys Tyr 

35 40 45 

Ser Leu Tyr Gly Thr Thr Phe Lys Ala Ala Ala Val Ala Trp Asp Ser 

50 55 60 

15 Val Tyr Tyr Met Lys Ser Thr Asp Leu Arg Asp His Ile Asp Tyr Asn 

65 70 75 80 

Ile Ser Asp Tyr Arg His Tyr Cys Tyr Lys Ala Ala Gin Val Val Pro 

85 90 95 

Ala Tyr Asn Ile Ser Lys Asn Gly Tyr Asn Thr Phe Tyr Ile Glu Phe 

20 100 105 110 

Lys Leu Gin Asp Lys Ile Ile Asp His Tyr Lys Ala Ala Cys Leu Tyr 

115 120 125 

Leu His Ile Gin Ser Leu Asn Ala Ala Ala Ala Thr Leu Gin Asp Ile 

130 135 140 

25 Val Leu His Gly Thr Val Tyr Val Phe Cys Phe Leu Leu Asn Ala Ile 

145 150 155 160 

Leu Tyr Ala His Ile Gin Cys Leu Asn Ala Ala Leu Tyr Asn Leu Leu 

165 170 175 

Ile Arg Cys Phe Lys Ala Ala Phe Val Tyr Ile Pro Leu Phe Leu Ile 

30 180 185 190 

Asn Thr Val Ser Ala Thr Gin Leu Val Lys Asn Gly Thr Gly Cys Asn 

195 200 205 

Gly Trp Phe Tyr Asn Ala Ala Thr Lys Tyr Pro Leu Leu Lys Asn Val 

210 215 220 

35 Tyr Val Phe Cys Phe Leu Leu Pro Met Asn Ala Thr Leu His Asp Ile 

225 230 235 240 

Ile Leu Glu Cys Val Lys Ala Ala Ala Leu Tyr Gly Val Ser Phe Ser 

245 250 255 

Glu Leu Lys Gin Val Asp Tyr Tyr Gly Leu Tyr Tyr Gly Ala Tyr Tyr 

40 260 265 270 

Met Thr Asp Ala Gly Thr Trp Asn Ala Ala Pro Tyr Ala Val Cys Asp 

275 280 285 

Lys Cys Phe Lys Gin Gly Ala Met Leu Ala Val Phe Lys Lys Ala Ala 

290 295 300 

45 Ala Val Val Leu Leu Leu Val Arg Tyr Lys Asn Ala Ala Ala Ser Tyr 

305 310 315 320 

Phe Gly Met Ser Phe Ile His Phe Lys Ala Ala Lys Leu Leu Ser Lys 

325 330 335 

Leu Leu Cys Val Asn Ala Ala Ala Ala Thr Met Cys Arg His Tyr Lys 

50 340 345 350 
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Arg Asn Ala Ala Ala Ser Thr Val Ser Val Gly Thr Ala Lys Asn Ala 

355 360 365 

Ala Leu Ser Gln Met Val Gln Trp Ala Tyr Lys Leu Thr Asn Thr Gly 

370 375 380 

5 Leu Tyr Asn Val Asn Ala Ala Ala Thr Cys Val Ser His Arg Gly Leu 

385 390 395 400 

Tyr Asn Ala Ala Lys Ser Ala Ile Val Thr Leu Thr Tyr Lys Ala Ala 

405 410 415 

Ala Asp Ser Val Tyr Gly Asp Thr Leu Glu Arg Asn Met Tyr Val Cys 

10 420 425 430 

Cys His Val Pro Leu Asn Ala Ala Arg Phe His Asn Ile Arg Gly Arg 

435 440 445 

Phe Lys Ala Ala Phe Val Val Tyr Arg Asp Ser Ile Pro Lys Asn Ala 

450 455 460 

15 Ser Leu Gin Asp Ile Glu Ile Thr Cys Val Lys Ala Val Tyr Asp Phe 

465 470 475 480 

Ala Phe Arg Asp Leu Cys Ile Lys Tyr Met Leu Asp Leu Gin Pro Glu 

485 490 495 

Thr Val Asn Ala Ala Ala Gly Thr Leu Gly Ile Val Cys Pro Val Asn 

20 500 505 510 

Ser Val Ile Cys Phe Val Asn Ser Lys Asn Ala Thr Leu Glu Lys Leu 

515 520 525 

Thr Asn Thr Gly Leu Tyr Asn Ala Gly Leu Tyr Tyr Val His Glu Gly 

530 535 540 

25 Ile Arg Thr Tyr Phe Val Gin Gly Pro Gly Pro Gly Phe Leu Asn Thr 

545 550 555 560 

Val Ala Ile Pro Asp Ser Val Gin Ile Leu Val Gly Pro Gly Pro Gly 

565 570 575 

Gin Arg Phe His Asn Ile Arg Gly Arg Trp Thr Gly Arg Cys Met Gly 

30 580 585 590 

Pro Gly Pro Gly Thr Asn Thr Gly Leu Tyr Asn Leu Leu Ile Arg Cys 

595 600 605 

Leu Arg Cys Gin Gly Pro Gly Pro Gly Ile Glu Phe Ile Thr Phe Leu 

610 615 620 

35 Gly Ala Leu Lys Ser Phe Leu Lys Gly Pro Gly Pro Gly Pro Glu Trp 

625 630 635 640 

Ile Gin Arg Gin Thr Val Leu Gin His Ser Phe Asn Gly Pro Gly Pro 

645 650 655 

Gly Leu Phe Val Val Tyr Arg Asp Ser Ile Pro His Ala Ala Cys His 

40 660 665 670 

Lys Gly Pro Gly Pro Gly Ile Arg Thr Leu Glu Asp Leu Leu Met Gly 

675 680 685 

Thr Leu Gly Ile Val Gly Pro Gly Pro Gly Leu Asp Leu Gin Pro Glu 

690 695 700 

45 Thr Thr Asp Leu Tyr Cys Tyr Glu Gin Gly Pro Gly Pro Gly Leu Gin 

705 710 715 720 

Ala Ile Glu Leu Gin Leu Thr Leu Glu Thr Ile Tyr Asn Gly Pro Gly 

725 730 735 

Pro Gly Phe Gin Gin Leu Phe Leu Asn Thr Leu Ser Phe Val Cys Pro 

50 740 745 750 
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Trp Gly Pro Gly Pro Gly Trp Lys His Met Arg Leu Glu Cys Ala Ile 

5 

1 0 

7 5 5 7 60 7 65 

Tyr Tyr Lys Al a Arg Gl y Pro Gly Pro Gl y Leu Cys Thr Glu Leu Gi n 

7 7 0 7 75 7 80 

Thr Thr I l e Hi s Asp I l e I l e Leu Glu Gl y Pro Gly Pro Gly Phe Lys 

7 8 5 7 90 7 95 800 

Thr Leu I le Gin Pro Phe I le Leu T yr Al a Hi s I l e Gin Gl y Pro Gl y 

8 0 5 8 10 8 15 

Pro Gly Leu Tyr T rp Tyr Lys Thr Gl y I l e Ser As n I l e S e r Glu Va l 

8 2 0 825 8 30 

Tyr Gl y Pro Gl y Pro Gl y Glu Val Phe Glu Phe Al a Phe Lys Asp Leu 

8 3 5 8 4 0 8 4 5 

Phe Va l Va l Tyr Arg Gl y Pro Gl y Pro Gl y Hi s Lys Al a I l e Glu Leu 

8 5 0 8 5 5 8 6 0 

1 5 Gi n Met Al a Leu Gi n Gl y Leu Al a Gi n Gl y Pro Gl y Pro Gl y Al a Lys 

8 6 5 8 7 0 8 7 5 8 8 0 

Ph e Va l Ala Al a T rp Thr Leu Lys Al a Al a Al a 

8 8 5 8 9 0 

<2 1 0> 1 28 

20 <2 1 1 > 2676 

<2 1 2> ADN 

<2 1 3> artificia l 

<400> 1 28 

a tgggcat gc a g gt gcagat c c a ga gcctg t t cctgctgc t gct gtgggt g cc cggcagc 6 0 
25 cggggcaaga gc c tgttt gg c a tga gcctg a t gaa ga aca gc accgccgc t gccct ct at 1 2 0 

t ggta caa aa a ggccgcctg ct acagcctg t a cggcacca c ct tcaa ggc t g ct gccgtg 1 8 0 

gc ctgggaca gc gtgtacta c atgaa gagc a c c ga cct gc ggg accacat cg ac ta caac 2 4 0 

a t c a gcgact a c cggca ct a c t gctacaa g gccgccca gg t gg tgcccgc ct ac aacatc 3 0 0 

t c c a agaacg gc tacaa ca c ct tctacatc ga gttcaagc t cc aggacaa gatcatcgac 3 6 0 

30 cact acaaag c c gcctgcct gt acctgca c a t cc agagt c t ga acgcagc c g c tgcaacc 4 2 0 

ct ccagga ca t c gt gctgca c ggcaccgt g t a cgtgttct gc ttcctgct ga acgccat c 4 8 0 

ct gtacgccc a ca t ccagtg t ct gaat gcc gc cctgt aca a c ct gctgat c cggt gcttt 5 4 0 

a a ggccgcct t cgtgt acat c cc cctgttt ct gatcaaca c c gt gagcgc c a ccc agct g 6 0 0 

gt ga a ga atg gc a ccggctg c a acggctgg t t cta ca atg cc gc cacca a gt a ccccct g 6 6 0 

35 ct gaa ga acg t gt at gt gtt t t gt tttctg ct gcccatga a c gc cacact gc a cgacatt 7 2 0 

a t c c tggaa t gcgtcaa ggc cg ct gccctg t a t gg cgt ga gct tc agcga gc tgaa gcag 7 8 0 

gtggactact a c ggcct gt a ct acggcgcc t a cta catga c cg acgccgg ca cctgga at 8 4 0 

gc cgcccctt a c gc cgt gt g c g ac aagtgc t t caagcagg gc g ccatgct ggccgtgttc 9 0 0 

a a ga aa gccg c t gccgtggt gctgctgct g gt gcggtata a gaa tgccgc c g c cagcta c 9 6 0 
40 t tcggcat ga gc t t ca tcca c t t ta aa gcc gcca agctgc t gtc ta agct gc t gt gcgt g 1 0 2 0 

a a t gccgctg c tgcca ca at g t g ccggcac t a c aaga gaa a t gccgctgc c a g ca ccgt g 1 0 8 0 

a gcgt gggca c cgcca agaa c gc cgccctg a gccagatgg t gc agtgggc ct a caa gctg 1 1 4 0 

a c c aa caccg g c ctgt acaa cgtgaa cgcc gctgccacct gc gtgagcca c c ggggcctg 1 2 0 0 

t a t aa cgccg c c a ag agcgc ca tcgt gacc c tgacctata a ggccgctgc c gac agcgtg 1 2 6 0 
45 ta cggcgaca cc ctgga acg ga ac at gta c gt gtgctgcc a cgtgcccct ga a t gc cgcc 1 3 2 0 

a ggt tccaca a c atccgggg c aggttcaa a gc cgccttt g t ggtg t accg ggac agcatc 1 3 8 0 

c c c a ag a at g c c agcctcca ggatatt gag a t c acctgt g t ga aggccgt gt acgactt c 1 4 4 0 

gc cttccggg a c c t gt gcat c a agt acat g c t ggacctcc a gc ccgagac a g tg aacgcc 1 5 0 0 

gc cg ct ggca c a c t gggcat c gtgt gcccc g t ga ac a gcg t ga t ct gctt c gtgaacagc 1 5 6 0 

50 a aa a acgcca c c c tggaa aa gc t gaca aat a c agggctgt a c a a tgccgg c ctgtat ta c 1 6 2 0 

g t gcacga gg g c a tccggac ct a cttcgtg c a gggcccag g gcc aggct t c c t ga acacc 1 6 8 0 

gtggccatcc c c g actccgt g c a gatcctg gt cggccca g g a cc agggca gc ggttcca c 1 7 4 0 

a a t a t ca gag gc cggtggac cggcagatgc a t gggcccag g a cctggcac a a a ta ccgga 1 8 0 0 

c t gt ata at c t gctgat tcg ct gcct gcgg t g cc agggtc c a gg accagg c a t cg agttt 1 8 6 0 

55 at ca ccttt c t gggcgccct g a a gagct tc c t gaa aggac ct ggaccagg a c ccgagtgg 1 9 2 0 

a t t cagcggc a gaccgt gct cc agcaca gc t t c aa cggac cc ggacccgg c ctgt tcgt g 1 9 8 0 

gtgt acagag a ctccat ccc cc acgccgcc t gtca caagg ga cctggacc a ggca tcagg 2 0 4 0 

a ccctggagg a c ctgct gat gggcaccctg gg c attgtgg gg cctggacc t ggactggat 2 1 0 0 

c t cc a gcctg a a accaccga c ctgta ctgc t a cga gcagg gg ccaggacc t gggctcca g 2 1 6 0 
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gctatcgaac tccagctgac cctggaaacc atctacaatg gccccggacc aggcttccag 2220 

cagctgttcc tgaataccct gagcttcgtg tgcccttggg gaccagggcc cggatggaag 2280 

cacatgcggc tggaatgcgc catctactac aaggccagag gcccaggacc cggactgtgc 2340 

accgaactcc agaccaccat ccacgacatc attctggaag gaccagggcc aggctttaag 2400 

5 accctgatcc agcccttcat tctgtatgcc cacattcagg gacctgggcc tggcctgtat 2460 

tggtataaga ccggcatcag caacatctcc gaggtgtacg ggcctggacc aggcgaggtg 2520 

ttcgagttcg ccttcaagga tctgtttgtg gtgtatagag gccccggacc tggccacaag 2580 

gccattgaac tccagatggc cctccagggg ctggcccagg gaccaggccc tggcgccaag 2640 

ttcgtggccg cctggaccct gaaagccgcc gcctga 2676 

10 <210> 129 

<211> 907 

<212> PRT 

<213> artificial 

<400>129 

15 Met Gly Met Gin Val Gin Ile Gin Ser Leu Phe Leu Leu Leu Leu Trp 

1 5 10 15 

Val Pro Gly Ser Arg Gly Ala Thr Cys Val Ser His Arg Gly Leu Tyr 

20 25 30 

Asn Ala Ala Ser Thr Asp Leu Arg Asp His Ile Asp Tyr Asn Ala Ala 

20 35 40 45 

Ala Ala Thr Met Cys Arg His Tyr Lys Arg Asn Ala Ile Leu Tyr Ala 

50 55 60 

His Ile Gin Cys Leu Asn Ala Ala Ala Gly Thr Leu Gly Ile Val Cys 

65 70 75 80 

25 Pro Val Asn Ala Ala Ala Cys Tyr Ser Leu Tyr Gly Thr Thr Phe Lys 

85 90 95 

Ala Ala Ala Asp Ser Val Tyr Gly Asp Thr Leu Glu Arg Asn Gin Val 

100 105 110 

Val Pro Ala Tyr Asn Ile Ser Lys Asn Ala Ala Leu Tyr Asn Leu Leu 

30 115 120 125 

Ile Arg Cys Phe Lys Ala Ala Phe Val Tyr Ile Pro Leu Phe Leu Ile 

130 135 140 

Asn Tyr Tyr Met Thr Asp Ala Gly Thr Trp Gly Ala Val Val Leu Leu 

145 150 155 160 

35 Leu Val Arg Tyr Lys Asn Ala Ala Ile Ser Asp Tyr Arg His Tyr Cys 

165 170 175 

Tyr Lys Ala Ala Thr Val Ser Ala Thr Gin Leu Val Lys Lys Ala Ser 

180 185 190 

Thr Ala Ala Ala Leu Tyr Trp Tyr Lys Lys Ala Ala Phe Val Val Tyr 

40 195 200 205 

Arg Asp Ser Ile Pro Lys Asn Ala Ser Tyr Phe Gly Met Ser Phe Ile 

210 215 220 

His Phe Lys Ala Ala Tyr Met Leu Asp Leu Gin Pro Glu Thr Val Asn 

225 230 235 240 

45 Ala Ala Val Tyr Asp Phe Ala Phe Arg Asp Leu Cys Ile Lys Ala Ala 

245 250 255 

Leu Gin Asp Lys Ile Ile Asp His Tyr Lys Ala Ala Thr Leu His Asp 

260 265 270 

Ile Ile Leu Glu Cys Val Lys Lys Leu Thr Asn Thr Gly Leu Tyr Asn 

50 275 280 285 

Val Gly Ala Ala Ala Ser Val Ile Cys Phe Val Asn Ser Lys Gly Ala 

290 295 300 
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Ala Ala Met Tyr Val Cys Cys His Val Pro Leu Asn Ala Ser Leu Gin 

305 310 315 320 

Asp Ile Glu Ile Thr Cys Val Lys Cys Leu Tyr Leu His Ile Gin Ser 

325 330 335 

5 Leu Asn Ala Ala Thr Lys Tyr Pro Leu Leu Lys Asn Val Tyr Val Phe 

340 345 350 

Cys Phe Leu Leu Pro Met Asn Ala Lys Gin Gly Ala Met Leu Ala Val 

355 360 365 

Phe Lys Lys Ala Ala Leu Ser Gin Met Val Gin Trp Ala Tyr Lys Ala 

10 370 375 380 

Ala Pro Tyr Ala Val Cys Asp Lys Cys Phe Lys Ala Ala Thr Val Tyr 

385 390 395 400 

Val Phe Cys Phe Leu Leu Asn Ala Ala Ala Ala Thr Leu Gin Asp Ile 

405 410 415 

15 Val Leu His Gly Ala Lys Ser Leu Phe Gly Met Ser Leu Met Lys Asn 

420 425 430 

Gly Thr Gly Cys Asn Gly Trp Phe Tyr Asn Ala Arg Phe His Asn Ile 

435 440 445 

Arg Gly Arg Phe Lys Ala Ala Lys Leu Leu Ser Lys Leu Leu Cys Val 

20 450 455 460 

Asn Ala Ala Ala Ser Thr Val Ser Val Gly Thr Ala Lys Asn Val Ala 

465 470 475 480 

Trp Asp Ser Val Tyr Tyr Met Lys Ala Ala Ala Gly Tyr Asn Thr Phe 

485 490 495 

25 Tyr Ile Glu Phe Lys Ala Ala Ala Leu Tyr Gly Val Ser Phe Ser Glu 

500 505 510 

Leu Lys Gin Val Asp Tyr Tyr Gly Leu Tyr Tyr Asn Ala Ala Lys Ser 

515 520 525 

Ala Ile Val Thr Leu Thr Tyr Lys Ala Ala Ala Thr Leu Glu Lys Leu 

30 530 535 540 

Thr Asn Thr Gly Leu Tyr Asn Ala Gly Leu Tyr Tyr Val His Glu Gly 

545 550 555 560 

Ile Arg Thr Tyr Phe Val Gin Gly Pro Gly Pro Gly Phe Leu Asn Thr 

565 570 575 

35 Val Ala Ile Pro Asp Ser Val Gin Ile Leu Val Gly Pro Gly Pro Gly 

580 585 590 

Gln Arg Phe His Asn Ile Arg Gly Arg Trp Thr Gly Arg Cys Met Gly 

595 600 605 

Pro Gly Pro Gly Thr Asn Thr Gly Leu Tyr Asn Leu Leu Ile Arg Cys 

40 610 615 620 

Leu Arg Cys Gin Gly Pro Gly Pro Gly Ile Glu Phe Ile Thr Phe Leu 

625 630 635 640 

Gly Ala Leu Lys Ser Phe Leu Lys Gly Pro Gly Pro Gly Pro Glu Trp 

645 650 655 

45 Ile Gin Arg Gin Thr Val Leu Gin His Ser Phe Asn Gly Pro Gly Pro 

660 665 670 

Gly Leu Phe Val Val Tyr Arg Asp Ser Ile Pro His Ala Ala Cys His 

675 680 685 

Lys Gly Pro Gly Pro Gly Ile Arg Thr Leu Glu Asp Leu Leu Met Gly 

50 690 695 700 
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Thr Leu Gly Ile Val Gly Pro Gly Pro Gly Leu Asp Leu Gin Pro Glu 

705 710 715 720 

Thr Thr Asp Leu Tyr Cys Tyr Glu Gin Gly Pro Gly Pro Gly Leu Gin 

725 730 735 

5 Ala Ile Glu Leu Gin Leu Thr Leu Glu Thr Ile Tyr Asn Gly Pro Gly 

740 745 750 

Pro Gly Phe Gin Gin Leu Phe Leu Asn Thr Leu Ser Phe Val Gys Pro 

755 760 765 

Trp Gly Pro Gly Pro Gly Trp Lys His Met Arg Leu Glu Gys Ala Ile 

10 770 775 780 

Tyr Tyr Lys Ala Arg Gly Pro Gly Pro Gly Leu Cys Thr Glu Leu Gin 

785 790 795 800 

Thr Thr Ile His Asp Ile Ile Leu Glu Gly Pro Gly Pro Gly Phe Lys 

805 810 815 

15 Thr Leu Ile Gin Pro Phe Ile Leu Tyr Ala His Ile Gin Gly Pro Gly 

820 825 830 

Pro Gly Leu Tyr Trp Tyr Lys Thr Gly Ile Ser Asn Ile Ser Glu Val 

835 840 845 

Tyr Gly Pro Gly Pro Gly Glu Val Phe Glu Phe Ala Phe Lys Asp Leu 

20 850 855 860 

Phe Val Val Tyr Arg Gly Pro Gly Pro Gly His Lys Ala Ile Glu Leu 

865 870 875 880 

Gin Met Ala Leu Gin Gly Leu Ala Gin Gly Pro Gly Pro Gly Ala Lys 

885 890 895 

25 Phe Val Ala Ala Trp Thr Leu Lys Ala Ala Ala 

900 905 

<210> 130 

<211> 2724 

<212> ADN 

30 <213> artificial 

<400> 130 

atgggcatgc aggtgcagat ccagagcctg ttcctgctgc tgctgtgggt gcccggcagc 60 

agaggcgcca cctgcgtgag ccacaggggc ctctacaacg ccgccagcac cgacctgcgg 120 

gaccacatcg actacaatgc tgctgccgct acaatgtgcc ggcactacaa gcggaacgcc 180 

35 atcctgtacg cccacatcca gtgcctgaat gctgccgctg gcacactggg catcgtgtgc 240 

cccgtgaatg ccgccgcctg ctacagcctg tacggcacca ccttcaaggc cgctgccgac 300 

tccgtgtacg gcgacaccct ggaacggaac caggtggtgc ccgcctacaa catctctaag 360 

aatgccgctc tgtacaacct gctgatccgg tgctttaagg ctgccttcgt gtacatcccc 420 

ctgtttctga tcaactacta catgaccgac gccggcacat ggggagccgt ggtgctgctg 480 

40 ctggtgcggt acaagaatgc cgccatcagc gactaccggc actactgcta caaggccgcc 540 

accgtcagcg ccacccagct ggtgaagaag gccagcacag ccgccgctct ctattggtat 600 

aaaaaagccg cctttgtggt gtaccgggac agcatcccca agaacgccag ctacttcggc 660 

atgagcttca tccacttcaa agccgcctac atgctggacc tccagcccga gaccgtgaac 720 

gctgccgtgt acgacttcgc cttccgggac ctgtgcatta aagccgcact ccaggacaag 780 

45 atcatcgacc attataaagc agccaccctg catgatatta ttctggaatg cgtgaagaag 840 

ctgaccaaca ccggcctcta taacgtggga gccgccgcct ctgtgatctg cttcgtgaac 900 

agcaaggggg ctgccgccat gtatgtgtgc tgccacgtgc ccctgaacgc ctctctccag 960 

gatattgaga tcacctgtgt gaagtgcctg tacctgcaca ttcagtctct gaatgccgcc 1020 

accaagtacc ccctgctgaa gaacgtgtat gtcttttgct tcctgctgcc catgaacgcc 1080 

50 aagcagggcg ccatgctggc cgtgttcaaa aaggccgccc tgagccagat ggtgcagtgg 1140 

gcctacaaag ccgcccctta cgccgtgtgc gacaagtgtt ttaaggccgc cacagtgtac 1200 

gtgttttgtt ttctgctgaa tgccgctgcc gccaccctcc aggacatcgt gctgcacggc 1260 

gccaagtccc tgttcggcat gtccctgatg aagaatggca ccggctgcaa cggctggttc 1320 

tacaacgccc ggttccacaa catccggggc aggtttaaag ccgccaagct gctgtctaag 1380 

55 ctgctgtgtg tgaacgccgc cgcttccacc gtgagcgtgg gcaccgccaa gaacgtggcc 1440 

tgggacagcg tgtactacat gaaagcagca gccgggtaca acaccttcta catcgagttt 1500 
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aa agct gccg 

ct gtactata 

ct gga aa agc 

atccggacct 

ccctgta cgg 

a c gccgccaa 

t g acca at ac 

a c ttcgtgca 

c gtgagctt c 

g a gcgccatc 

a gggctgt ac 

g ggcccaggg 

a gcga gct ga 

gt g accctga 

a atgccggcc 

c c aggcttcc 

a g c aggt gga 

c ct at aa agc 

t g t a tta cgt 

t g a a caccgt 

ct acta cggc 

c gccgccaca 

gca cgagggc 

ggccatcccc 

1 5 6 0 

1 6 2 0 

1 6 8 0 

1 7 4 0 

5 gactccgtgc a gatcctggt c ggccca gga c c agggcagc g gttccaca a t a tca gaggc 1 8 0 0 

c gg tggaccg g c agatgcat gggcccagga c c t ggcacaa a t a ccgga ct gt a t aatctg 1 8 6 0 

c t gatt cgct gc ctgcggt g c c agggtcca gga ccaggca t cg agttt at ca cctttc t g 1 9 2 0 

gg cgccct ga a gagcttcct ga aaggacct ggaccaggac c cg agtggat t c agcggcag 1 9 8 0 

accgtgctcc a g c a ca gctt c a acggaccc ggacccggcc t gt tcgt ggt gta cagagac 2 0 4 0 

1 0 t c catccccc a c gccgcctg t c a ca aggga c ctggaccag gc a tcagga c c c t ggaggac 2 1 0 0 

ct gct gatgg gc accctggg c a ttgtgggg cc tggacctg ga c t ggatct c c a gcctga a 2 1 6 0 

accaccgacc t gt actgct a c gagcagggg c c aggacct g g gc t ccaggc tatcgaa ct c 2 2 2 0 

c a gct gaccc t ggaa accat c t acaat ggc c c cgga cca g g c ttccagca gct gt tcct g 2 2 8 0 

a a t accctga g c ttcgt gt g c cc ttgggga c c agggcccg ga t ggaagca ca t gcggct g 2 3 4 0 

1 5 gaatgcgcca t ct actaca a gg ccagaggc c ca ggacccg ga ctgtgcac c g a a ctccag 2 4 0 0 

a ccaccat cc a cgacatcat t ctgga agga c ca gggccag gc ttt aagac c c tgatccag 2 4 6 0 

c c ctt cattc t gt atgccca c at t ca ggga c ctgggcctg gc c tgtattg gt ataa gacc 2 5 2 0 

ggc at cagca acat ct ccga ggtgta cggg c ctggaccag gc gaggtgtt c gagtt cgcc 2 5 8 0 

t t c aaggatc tgtttgtggt gt atagaggc cc cggacctg gc c acaaggc cattgaactc 2 6 4 0 

20 cagatggccc t c ca ggggct ggcccaggga cc aggccctg gc gccaa gtt c gt ggccgcc 2 7 0 0 

t g g a ccct ga aa gccgccgc ctga 2 7 2 4 

<2 1 0> 1 3 1 

<2 1 1 > 22 

<2 1 2> PRT 

25 <2 1 3> artificia l 

<400> 1 3 1 

Met Gl y Met Gi n Va l Gin I l e Gi n Se t Leu Phe Leu Leu Leu Leu T rp 

1 5 1 0 1 5 

Va l Pro Gl y S e r Arg Gl y 

30 2 0 

<2 1 0> 1 32 

<2 1 1 > 9 

<2 1 2> PRT 

<2 1 3> VPH 

35 <400> 1 32 

I l e Se t Glu Tyr Arg Hi s T yr Cys Tyr 

1 5 

<2 1 0> 1 33 

<2 1 1 > 1 0 

40 <2 1 2> PRT 

<2 1 3> VPH 

<400> 1 33 

Tyr Met Leu Asp Leu Gi n Pro Glu Thr Thr 

1 5 1 0 

45 <2 1 0> 1 34 

<2 1 1 > 9 

<2 1 2> PRT 

<2 1 3> VPH 

<400> 1 34 

50 Gl y Thr Leu Gl y I le Va l Cys Pro I l e 

1 5 

<210> 135 

<211>10 

<212> PRT 
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<213> VPH 

<400> 135 

Thr Ile His Asp Ile Ile Leu Glu Cys Val 

1 5 10 

5 <210> 136 

<211>10 

<212> PRT 

<213> VPH 

<400> 136 

10 Lys Leu Thr Asn Thr Gly Leu Tyr Asn Leu 

1 

<210> 137 

<211>10 

<212> PRT 

15 <213> VPH 

<400> 137 

s 10  

Asp Ser Val Tyr Gly Asp Thr Leu Glu Lys 

1 5 10 

<210> 138 

20 <211> 10 

<212> PRT 

<213> VPH 

<400> 138 

Phe Val Val Tyr Arg Asp Ser Ile Pro His 

25 1 s 10  

<210> 139 

<211>9 

<212> PRT 

<213> VPH 

30 <400> 139 

Cys Tyr Ser Leu Tyr Gly Thr Thr Leu 

1 5 

<210> 140 

<211>9 

35 <212> PRT 

<213> VPH 

<400> 140 

Pro Tyr Ala Val Cys Asp Lys Cys Leu 

1 5 

40 <210> 141 

<211>9 

<212> PRT 

<213> VPH 

<400> 141 

45 Arg Phe His Asn Ile Arg Gly Arg Trp 

1 5 

<210> 142 

<211>9 
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<212> PRT 

<213> VPH 

<400> 142 

Leu Tyr Asn Leu Leu Ile Arg Cys Leu 

5 1 5 

<210> 143 

<211>9 

<212> PRT 

<213> VPH 

10 <400> 143 

Leu Tyr Asn Leu Leu Ile Arg Trp Leu 

1 5 

<210> 144 

<211>9 

15 <212> PRT 

<213> VPH 

<400> 144 

Leu Tyr Gly Val Ser Phe Thr Glu Leu 

1 5 

20 <210> 145 

<211>9 

<212> PRT 

<213> VPH 

<400> 145 

25 Cys Tyr Ser Val Tyr Gly Thr Thr Leu 

1 5 

<210> 146 

<211>9 

<212> PRT 

30 <213> VPH 

<400> 146 

Gin Ala Glu Pro Asp Thr Ser Asn Tyr 

1 5 

<210> 147 

35 <211> 10 

<212> PRT 

<213> VPH 

<400> 147 

Leu Gin Asp Val Ser Ile Ala Cys Val Tyr 

40 1 5 10 

<210> 148 

<211>9 

<212> PRT 

<213> VPH 

45 <400>148 

Phe Ala Phe Thr Asp Leu Thr Ile Val 

1 5 

<210> 149 
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<211>10 

<212> PRT 

<213> VPH 

<400> 149 

5 Tyr Gin Phe Ala Phe Lys Asp Leu Cys Ile 

1 5 10 

<210> 150 

<211>9 

<212> PRT 

10 <213> VPH 

<400> 150 

Thr Leu Gin Glu Ile Val Leu His Leu 

1 5 

<210> 151 

15 <211> 10 

<212> PRT 

<213> VPH 

<400> 151 

Arg Thr Glu Val Tyr Gin Phe Ala Phe Lys 

20 1 5 10 

<210> 152 

<211>9 

<212> PRT 

<213> VPH 

25 <400> 152 

Ser Val Tyr Gly Thr Thr Leu Glu Lys 

1 5 

<210> 153 

<211>9 

30 <212> PRT 

<213> VPH 

<400> 153 

His Tyr Thr Asn Trp Lys Phe Ile Tyr 

1 5 

35 <210> 154 

<211>10 

<212> PRT 

<213> VPH 

<400> 154 

40 Phe Tyr Ser Arg Ile Arg Glu Leu Arg Tyr 

1 5 10 

<210> 155 

<211>5 

<212> PRT 

45 <213> artificial 

<400> 155 

Gly Pro Gly Pro Gly 

1 5 
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<210> 156 

<211> 872 

<212> PRT 

<213> artificial 

5 <400> 156 

Ala Phe Thr Asp Leu Thr Ile Val Tyr Asn Ser Thr Trp His Trp Thr 

1 5 10 15 

Gly Cys Asn Lys Lys Ala Ala Ala Lys Leu Leu Glu Lys Leu Leu Cys 

20 25 30 

10 Ile Asn Ala Tyr Gin Phe Ala Phe Lys Asp Leu Cys Val Lys Met Val 

35 40 45 

Met Leu Met Leu Val Arg Phe Lys Asn Ala Ala Leu Gin Asp Lys Ile 

50 55 60 

Leu Asp His Tyr Lys Ala Ala Phe Leu Leu Cys Phe Cys Val Leu Leu 

15 65 70 75 80 

Asn Ser Val Tyr Gly Thr Thr Leu Glu Arg Asn Ala Ala Val Thr Thr 

85 90 95 

Arg Tyr Pro Leu Leu Arg Asn Ala Thr Leu Gin Glu Ile Val Leu His 

100 105 110 

20 Val Asn Tyr Tyr Ile Thr Glu Thr Gly Ile Trp Lys Val Val Phe Ile 

115 120 125 

Tyr Ile Pro Leu Phe Asn Gin Thr Glu Pro Asp Thr Ser Asn Tyr Gly 

130 135 140 

Ala Ala Glu Leu Asp Pro Val Asp Leu Leu Cys Tyr Lys Ala Ala Ala 

25 145 150 155 160 

Leu Thr Asp Val Ser Ile Ala Cys Val Tyr Asn Ala Ala Arg Thr Glu 

165 170 175 

Val Tyr Gin Phe Ala Phe Arg Asn Pro Tyr Leu His Ser Arg Leu Val 

180 185 190 

30 Val Phe Asn Ile Ser Phe Ala Gly Ile Val Thr Lys Lys Val Met Asp 

195 200 205 

Asp Ser Glu Ile Ala Tyr Asn Ala Phe Tyr Ser Arg Ile Arg Glu Leu 

210 215 220 

Arg Phe Lys Ala Ala Ala Phe Ile Tyr Ile Pro Leu Phe Val Ile Lys 

35 225 230 235 240 

Ala Val Phe Thr Phe Pro His Ala Phe Pro Phe Asn Ala Phe Tyr Ser 

245 250 255 

Lys Val Ser Glu Phe Arg Trp Lys Ser Leu Val Phe Leu Leu Cys Phe 

260 265 270 

40 Ser Val Asn Ala Ser Thr Ala Ala Ala Leu lyr Trp Tyr Arg Lys Ala 

275 280 285 

Thr Leu Tyr Ala His Ile Gin Cys Leu Asn Ala Ala His Tyr Thr Asn 

290 295 300 

Trp Lys Phe Ile Phe Asn Ala Ala Asn Thr Glu Leu Tyr Asn Leu Leu 

45 305 310 315 320 

Ile Asn Ala Ser Tyr Phe Gly Met Ser Phe Ile His Phe Lys Leu Thr 

325 330 335 

Asn Lys Gly Ile Cys Asp Leu Asn Ser Val Tyr Gly Glu Thr Leu Glu 

340 345 350 

50 Lys Asn Val Tyr Val Cys Ala Phe Ala Trp Leu Leu Asn Val Tyr Gly 

355 360 365 
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Thr Thr Leu Glu Lys Leu Lys Leu Ser Gin Met Val Gin Trp Ala Tyr 

370 375 380 

Lys Ala Ala Ala Tyr Val Val Trp Asp Ser Ile Tyr Tyr Ile Asn Gly 

385 390 395 400 

5 Thr Gly Cys Asn Gly Trp Phe Tyr Gly Ala Ala Ala Val Met Cys Arg 

405 410 415 

His Tyr Lys Arg Asn Phe Leu Leu Cys Phe Ser Val Cys Leu Asn Ala 

420 425 430 

Val Tyr Gin Phe Ala Phe Lys Asp Leu Lys Ala Ala Lys Val Ser Glu 

10 435 440 445 

Phe Arg Trp Tyr Arg Tyr Lys Tyr Thr Asn Trp Lys Phe Ile Tyr Leu 

450 455 460 

Asn Ala Ala Leu Ser Ser Ala Leu Glu Ile Pro Tyr Lys Ala Ala Phe 

465 470 475 480 

15 Leu Phe Thr Asp Leu Thr Ile Val Asn Ala Ala Thr Thr Pro Ile Ile 

485 490 495 

His Leu Lys Asn Ala Ala Ala Arg Gln Met Asn Met Ser Gin Trp Ile 

500 505 510 

Lys Asn Thr Gly Ile Leu Thr Val Thr Tyr Asn Val Phe Thr Phe Pro 

20 515 520 525 

Asn Pro Phe Pro Phe Lys Ala Ala Ala Glu Ile Val Leu His Leu Glu 

530 535 540 

Pro Gln Asn Glu Leu Asp Pro Val Gly Pro Gly Pro Gly Ile Arg Ile 

545 550 555 560 

25 Leu Gin Glu Leu Leu Met Gly Ser Phe Gly Ile Val Gly Pro Gly Pro 

565 570 575 

Gly Thr Gly Arg Cys Ile Ala Cys Trp Arg Arg Pro Arg Thr Glu Thr 

580 585 590 

Gly Pro Gly Pro Gly Trp Lys His Ile Arg Leu Glu Cys Val Leu Met 

30 595 600 605 

Tyr Lys Ala Arg Gly Pro Gly Pro Gly Leu Cys Ile Val Tyr Arg Asp 

610 615 620 

Cys Ile Ala Tyr Ala Ala Cys His Gly Pro Gly Pro Gly Pro Glu Trp 

625 630 635 640 

35 Ile Glu Arg Gin Thr Val Leu Gln His Ser Phe Asn Gly Pro Gly Pro 

645 650 655 

Gly Pro Ile Asn Ile Ser Lys Ser Lys Ala His Lys Ala Ile Glu Leu 

660 665 670 

Gly Pro Gly Pro Gly Leu Arg Thr Leu Gin Gln Leu Phe Leu Ser Thr 

40 675 680 685 

Leu Ser Phe Val Gly Pro Gly Pro Gly Phe His Ser Ile Ala Gly Gin 

690 695 700 

Tyr Arg Gly Gin Cys Asn Thr Cys Gly Pro Gly Pro Gly Thr Thr Pro 

705 710 715 720 

45 Ile Ile His Leu Lys Gly Asp Ala Asn Ile Leu Lys Gly Pro Gly Pro 

725 730 735 

Gly Asp Trp Val Met Ala Ile Phe Gly Val Asn Pro Thr Val Ala Glu 

740 745 750 

Gly Phe Gly Pro Gly Pro Gly Pro Arg Lys Leu His Glu Leu Ser Ser 

50 755 760 765 
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Ala Leu Glu Ile Pro Tyr Gly Pro Gly Pro Gly Phe Lys Thr Leu Ile 

5 

1 0 

7 7 0 77 5 78 0 

Lys Pro Al a Thr Leu Tyr Al a Hi s I le Gi n Gl y Pro Gl y Pro Gl y Thr 

7 8 5 7 90 7 95 800 

I l e Pro As n S e r Va l Gin I l e S e r Va l Gl y Tyr Met Thr I l e Gl y Pro 

8 0 5 8 10 815 

G l y Pro Gl y As n Gl y Trp Phe T yr Va l Glu Ala Va l I le Asp Arg Gin 

8 2 0 825 830 

Thr Gl y Gl y Pro Gly Pro Gl y Va l Leu Asp Phe Al a Phe Thr Asp Leu 

8 3 5 84 0 8 4 5 

Thr I l e Va l Tyr Arg Asp Gl y Pro Gl y Pro Gl y Ala Lys Phe Va l Al a 

8 5 0 8 5 5 8 6 0 

Al a Trp Thr Leu Lys Al a Al a Ala 

8 6 5 8 7 0 

1 5 <2 1 0> 1 57 

<2 1 1 > 26 1 6 

<2 1 2> ADN 

<2 1 3> artificia l 

<400> 1 57 

20 gcttt caccg a cc tga ccat c gt gt acaac a gca cct ggc a c tggaccgg ctgc aacaag 6 0 

a a agccgctg c ca agctgct g ga aa agctg c t gtg catca a c gcctatca gt t t gccttc 1 2 0 

a a gga cctgt g c g tgaagat ggtgat gctg a t gct ggt gc ggt tcaagaa t gccgctctc 1 8 0 

c a gga ca aga t c c tggacca ct ac aa ggcc gcct ttct gc t gtgcttctg cgtgct gctg 2 4 0 

a a c a g cgtgt a c ggcaccac c ctgga acgg a a c gccgccg t ga ccaccag a t ac cccctg 3 0 0 

25 ct gcgga at g cc accct cca ggaa at cgt c c tgcacgt ca a t t actacat caccgagacc 3 6 0 

ggc atctgga a ggtggtgtt c a t ctacat c c c c ctgttca a cc agaccga gc ccgacacc 4 2 0 

a gc aacta cg ga gc cgccga a ctcgat ccc gt ggacctgc t gtgct acaa a g c cgct gcc 4 8 0 

c t g accga cg t g ag catcgc c tgcgtgta c a a cgccgcca gga ccgaggt gt accagttt 5 4 0 

g c ct ttcgga a cccct acct gc a cagcaga ct ggtggtgt t t a a catca g c t t cgccggc 6 0 0 

30 atcgt gacca a ga aagtgat g ga cg acagc gagatcgcct a c a a cgcctt c t a cagccgg 6 6 0 

a t cagagagc t ga ggttcaa a gc cgctgcc t t t at ct aca t t cct ct gtt c gtgat ca ag 7 2 0 

gc cg tgttca cc ttccccca c gcc tt ccct t t c aatgcct t ct actc caa ggtgtccgag 7 8 0 

t t ccggtgga a gagcct ggt gt tc ct gctg t gttt cagcg t ga acgccag ca ccgccgct 8 4 0 

gc c ctgta ct ggta cagga a gg cc accct g t a cgcccat a t c c agt gcct ga a tgccgcc 9 0 0 

35 cactac acca a ctgga agtt c a tcttcaat g c c gccaaca c c gagctgt a c a acctgct g 9 6 0 

a t c aa cgcca gctac ttcgg c a tga gcttc a t ccact tca a gct gacca a c a agggcat c 1 0 2 0 

t gcga cctga a c t ccgtgta c ggcgagaca ctggaaaaga a c gt gtacgt gt g cgcctt c 1 0 8 0 

gc ctggctgc t gaacgtgta t gg cacaaca ct ggaaa aac t g a agct gtc c c agatggtg 1 1 4 0 

c a gtgggcct a t a aagccgc cgccta cgtg gt gtggga ca gc a tcta cta t a tc aacggc 1 2 0 0 

40 accggct gt a a cggctggt t t t acggcgcc gct gccgt ga t gt gccggca c t ac aa gcgg 1 2 6 0 

a a t t ttctgc t gt gttttt c c gtgtgcct g a a cgccgtgt a t c agttcgc c t t t aaggat 1 3 2 0 

c t ga aggct g c c aaagtgtc t g agt tcaga t ggtacaggt a c a agt acac a a a ttggaag 1 3 8 0 

t t tatctat c t g aacgccgc c ctgagcagc gc cctggaa a t cc cct at aa gg c tgcctt c 1 4 4 0 

c tgttcaccg a t c t gact at t gt ga acgcc g c ca ccaccc c c a t catcca c ctga aaaa c 1 5 0 0 

45 gccgct gcca gg c a ga tgaa c a t ga gccag t ggatcaaga a c ac cggcat c ct gaccgt g 1 5 6 0 

a c c tac aa cg t gt tta cctt t cc ca accct t t cc cct tt a a a gccgctgc c g ag a tcgt g 1 6 2 0 

c tgcacct gg a a ccccagaa c ga gctggac cctgtgggcc ct gg ccctgg c a t cagaat c 1 6 8 0 

c t ccagga ac t gc tgatggg c a g cttcggc a t cgtgggcc c a gg ccccgg a a c cggccgg 1 7 4 0 

t gcatcgcct gt t ggc ggag gc c ccgga cc ga gacaggcc ct gg acccgg c tggaagcac 1 8 0 0 

50 a tccggct gg a a t gcgtgct ga t gta ca ag gc caggggac cc ggccctgg c c t ctgt at c 1 8 6 0 

gt gta ccgcg a c tgcat cgc ct acgccgcc t g cca cggcc c a ggacctgg c c c cg agtgg 1 9 2 0 

a t cga gcggc a gaccgt gct cc agcatagc t t c aa cggac cc ggaccagg c c c catcaac 1 9 8 0 

a t c a gca aga gc a aggccca ca aggccatc gagct gggcc ct gggcccgg a c t gcggacc 2 0 4 0 

c t ccagca gc t gt t cct ga g c a cc ctgagc t t cgtgggac c tgggccagg ct tc caca gc 2 1 0 0 

55 atcgccggcc a gt a ccgggg c c agtgcaa c a c ctgcggcc c agggcca gg c a cc acacct 2 1 6 0 

a t t attca cc t ga a gggcga c gccaacat c c t g aaggggc c a g ga cccgg cg ac tgggtg 2 2 2 0 

a t g gcca tct t c g gcgtgaa c ccca ccgt g g c cg agggct t cggacct gg a c ct gggc ct 2 2 8 0 

a gga agctgc a c g agctgtc ct ctgccctg ga aatt cctt a c ggccct gg cc c a ggcttc 2 3 4 0 

a a ga ccct ga t c a agcccgc c a c act gt at gc cc aca tt c a gggccctgg a ccaggcacc 2 4 0 0 

60 at ccccaaca gcgtgca gat c a g cgtgggc t a c atga cca t c gg accagg gcctggcaat 2 4 6 0 
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ggctggttct acgtggaggc cgtgatcgac aggcagaccg gcggacctgg cccaggggtg 2520 

ctggacttcg cctttacaga cctgacaatt gtgtaccggg acggccctgg gcctggcgcc 2580 

aagttcgtgg ccgcctggac cctgaaggcc gctgcc 2616 

<210> 158 

5 <211>872 

<212> PRT 

<213> artificial 

<400> 158 

Phe Tyr Ser Lys Val Ser Glu Phe Arg Trp Lys Ala Ala Arg Thr Glu 

10 1 5 10 15 

Val Tyr Gln Phe Ala Phe Arg Asn Ala Ala Val Thr Thr Arg Tyr Pro 

20 25 30 

Leu Leu Arg Asn Val Phe Thr Phe Pro Asn Pro Phe Pro Phe Asn Tyr 

35 40 45 

15 Thr Asn Trp Lys Phe Ile Tyr Leu Asn Ala Ser Val Tyr Gly Glu Thr 

50 55 60 

Leu Glu Lys Gly Ala Ala Val Met Cys Arg His Tyr Lys Arg Asn Ala 

65 70 75 80 

Val Tyr Gly Thr Thr Leu Glu Lys Leu Lys Val Val Phe Ile Tyr Ile 

20 85 90 95 

Pro Leu Phe Gly Ala Ala Lys Leu Leu Glu Lys Leu Leu Cys Ile Asn 

100 105 110 

Gly Thr Gly Cys Asn Gly Trp Phe Tyr Asn Gln Thr Glu Pro Asp Thr 

115 120 125 

25 Ser Asn Tyr Asn Ala Ala Ala Pro Tyr Leu His Ser Arg Leu Val Val 

130 135 140 

Phe Gly Ala Ala Ala Leu Thr Asp Val Ser Ile Ala Cys Val Tyr Asn 

145 150 155 160 

Ala His Tyr Thr Asn Trp Lys Phe Ile Phe Gly Ala Ala Phe Ile Tyr 

30 165 170 175 

Ile Pro Leu Phe Val Ile Lys Ala Ala Ala Met Val Met Leu Met Leu 

180 185 190 

Val Arg Phe Lys Asn Ala Ala Asn Thr Glu Leu Tyr Asn Leu Leu Ile 

195 200 205 

35 Asn Phe Leu Phe Thr Asp Leu Thr Ile Val Asn Phe Leu Leu Cys Phe 

210 215 220 

Cys Val Leu Leu Asn Ala Ala Thr Thr Pro Ile Ile His Leu Lys Gly 

225 230 235 240 

Ala Ala Lys Leu Thr Asn Lys Gly Ile Cys Asp Leu Asn Ala Leu Gln 

40 245 250 255 

Asp Lys Ile Leu Asp His Tyr Lys Asn Thr Gly Ile Leu Thr Val Thr 

260 265 270 

Tyr Gly Ala Ala Ala Val Met Asp Asp Ser Glu Ile Ala Tyr Asn Ser 

275 280 285 

45 Thr Trp His Trp Thr Gly Cys Asn Lys Lys Ala Ala Ser Tyr Phe Gly 

290 295 300 

Met Ser Phe Ile His Phe Lys Leu Ser Ser Ala Leu Glu Ile Pro Tyr 

305 310 315 320 

Lys Leu Ser Gin Met Val Gln Trp Ala Tyr Asn Ser Leu Val Phe Leu 

50 325 330 335 
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Leu Cys Phe Ser Val Asn Ala Thr Leu Tyr Ala His Ile Gin Cys Leu 

340 345 350 

Asn Val Phe Thr Phe Pro His Ala Phe Pro Phe Asn Ala Ala Ala Arg 

355 360 365 

5 Gin Met Asn Met Ser Gln Trp Ile Lys Asn Ala Thr Leu Gin Glu Ile 

370 375 380 

Val Leu His Val Asn Ala Ala Phe Thr Asp Leu Thr Ile Val Tyr Asn 

385 390 395 400 

Ile Ser Phe Ala Gly Ile Val Thr Lys Lys Tyr Val Val Trp Asp Ser 

10 405 410 415 

Ile Tyr Tyr Ile Asn Tyr Tyr Ile Thr Glu Thr Gly Ile Trp Lys Ala 

420 425 430 

Ala Ala Phe Tyr Ser Arg Ile Arg Glu Leu Arg Phe Lys Val Tyr Gin 

435 440 445 

15 Phe Ala Phe Lys Asp Leu Lys Ala Phe Leu Leu Cys Phe Ser Val Cys 

450 455 460 

Leu Asn Ala Ala Tyr Gin Phe Ala Phe Lys Asp Leu Cys Val Lys Ser 

465 470 475 480 

Val Tyr Gly Thr Thr Leu Glu Arg Asn Lys Val Ser Glu Phe Arg Trp 

20 485 490 495 

Tyr Arg Tyr Lys Ala Ala Glu Leu Asp Pro Val Asp Leu Leu Cys Tyr 

500 505 510 

Lys Ser Thr Ala Ala Ala Leu Tyr Trp Tyr Arg Lys Ala Ala Ala Val 

515 520 525 

25 Tyr Val Cys Ala Phe Ala Trp Leu Leu Glu Ile Val Leu His Leu Glu 

530 535 540 

Pro Gin Asn Glu Leu Asp Pro Val Gly Pro Gly Pro Gly Ile Arg Ile 

545 550 555 560 

Leu Gin Glu Leu Leu Met Gly Ser Phe Gly Ile Val Gly Pro Gly Pro 

30 565 570 575 

Gly Thr Gly Arg Cys Ile Ala Cys Trp Arg Arg Pro Arg Thr Glu Thr 

580 585 590 

Gly Pro Gly Pro Gly Trp Lys His Ile Arg Leu Glu Cys Val Leu Met 

595 600 605 

35 Tyr Lys Ala Arg Gly Pro Gly Pro Gly Leu Cys Ile Val Tyr Arg Asp 

610 615 620 

Cys Ile Ala Tyr Ala Ala Cys His Gly Pro Gly Pro Gly Pro Glu Trp 

625 630 635 640 

Ile Glu Arg Gin Thr Val Leu Gin His Ser Phe Asn Gly Pro Gly Pro 

40 645 650 655 

Gly Pro Ile Asn Ile Ser Lys Ser Lys Ala His Lys Ala Ile Glu Leu 

660 665 670 

Gly Pro Gly Pro Gly Leu Arg Thr Leu Gin Gin Leu Phe Leu Ser Thr 

675 680 685 

45 Leu Ser Phe Val Gly Pro Gly Pro Gly Phe His Ser Ile Ala Gly Gin 

690 695 700 

Tyr Arg Gly Gin Cys Asn Thr Cys Gly Pro Gly Pro Gly Thr Thr Pro 

705 710 715 720 

Ile Ile His Leu Lys Gly Asp Ala Asn Ile Leu Lys Gly Pro Gly Pro 

50 725 730 735 
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Gly Asp Trp Val Met Ala Ile Phe Gly Val Asn Pro Thr Val Ala Glu 

5 

1 0 

7 4 0 7 4 5 7 50 

G l y Phe Gl y Pro Gly Pro Gl y Pro Arg Lys Leu Hi s Glu Leu S e r Se r 

7 5 5 7 60 7 65 

Al a Leu Glu I l e Pro Tyr Gly Pro Gl y Pro Gl y Phe Lys Thr Leu I le 

7 7 0 77 5 7 8 0 

Lys Pro Al a Thr Leu Tyr Ala Hi s I l e Gl n Gl y Pro Gly Pro Gl y Thr 

7 8 5 7 90 7 95 800 

I l e Pro As n S e r Va l Gin I l e S e r Val Gly Tyr Met Thr I l e Gl y Pro 

8 0 5 8 10 815 

G l y Pro Gl y As n Gl y T rp Phe Tyr Va l Glu Al a Va l I l e Asp Arg Gin 

8 2 0 8 2 5 8 3 0 

Th r Gl y Gly Pro Gl y Pro Gl y Va l Leu Asp Phe Ala Phe Thr Asp Leu 

8 3 5 8 4 0 8 4 5 

1 5 Th r I l e Va l Tyr Arg Asp Gl y Pro Gly Pro Gl y Ala Lys Phe Va l Al a 

8 5 0 8 5 5 8 6 0 

Al a Trp Thr Leu Lys Al a Al a Al a 

8 6 5 8 7 0 

<2 1 0> 1 59 

20 <2 1 1 > 261 6 

<2 1 2> ADN 

<2 1 3> art ificia l 

<400> 1 59 

tt cta cagca a ggtgtccga gt tccggtgg aaggccgcca gga ccgaggt gt accagtt c 6 0 

25 gcct tccgga a c g ccgccgt ga ccaccaga taccccctgc t gcgga acgt gt tcaccttc 1 2 0 

c c ca acccct t c cc ttt caa c t acaccaac tggaagtt ca t c ta cctgaa c g c cagcgtg 1 8 0 

t a cggcgaga ccctgga aa a gg gagcagcc gtgatgtgcc g gca ctacaa gc ggaacgcc 2 4 0 

gt gt acggca cc ac act gga a a agct gaag gtggtgtt ca t ct a catccc c ctgttcgga 3 0 0 

gc cgccaagc t g c t gga aa a a ctgctgtgc atcaacggca c c ggct gcaa c ggct ggttc 3 6 0 

30 ta ca accaga c cga gcccga c a ccagcaa c tacaat gct g c c gcccccta c ctgcacagc 4 2 0 

a g ac tggtgg t gtttggggc t g ccgccctg accgacgtga gc atcgcctg c gtgtacaac 4 8 0 

gc cc actaca c a aat t gga a a t tcattttt gga gccgcct t c atctat at t cc tctgttc 5 4 0 

g t g atcaaag c cgccgctat ggtgat gctg atgctggtgc g gtt ca agaa cg c cgccaac 6 0 0 

a c cg agct gt a c a a cctgct ga tcaa ctt c ctgttcaccg a cctgaccat cgtgaacttt 6 6 0 

35 ct cctgtgtt t ctgcgtgct c ctgaatgcc gccacaaccc c c atcatcca c ctgaaggga 7 2 0 

gc cg cca aac t gaccaaca a gg gcatctgc gacctgaat g c c ct ccagga c a agatcctg 7 8 0 

ga cc act aca a gaacaccgg ca tcct gacc gtgacctat g ga gccgct gc c gtgatggac 8 4 0 

ga c a g cgaga t cg cctaca a c a gcacctgg cactggaccg gct gtaacaa ga aggccgcc 9 0 0 

t c c t ac ttcg gc atgagctt c a tccactt c aagctgtcca gcgccctgga a atcccctac 9 6 0 

40 aa gctgtccc a gatggt gca gt gggccta c aact ccctgg t gt t cctgct gt gtt tcagc 1 0 2 0 

gt ga acgcaa ccctctatgc cc acat ccag t gcctgaat g t gtt t acctt c c c t cacgcc 1 0 8 0 

t t tcccttca a t g ccgccgc ca gacagat g aacatgagcc a gt ggatcaa ga a tgccacc 1 1 4 0 

c t cc a ggaga t tgt c ct gca cg tcaatgcc gccttt act g at ctgact at c gtgtacaac 1 2 0 0 

a t cagcttcg c c ggcat cgt ga ccaagaa a tacgtggtgt gggaca gcat c t actacat c 1 2 6 0 

45 aa tt act aca t c a ccga ga c c g gcat ctgg a aa gct gccg c ctt ctacag cc ggatcagg 1 3 2 0 

ga gc tga ggt t c aa a gt gt a t c agtttgct t tcaaa gacc t ga aagcctt c c t gctgtgc 1 3 8 0 

t t t t ccgtgt gc ctgaa cgc c gcctacca g t tt gccttt a a ggatctgtg c gt gaagagc 1 4 4 0 

gt gt atggca c a accctgga a c ggaacaa a gtgtct gagt t c cgct ggta c a ggtat aa g 1 5 0 0 

gc cgccga a c t cga tcc cgt gg a t ctgct g t gttacaaga gc a ctgccgc c g c ac tgta c 1 5 6 0 

50 tggt at agga a ggc tgccgc c gt gtacgt g tgcgccttcg c c t ggctgct ggagatcgtg 1 6 2 0 

c t gc acct gg a a cc ccaga a c g agctgga c cct gtgggcc c t ggccct gg ca tcagaatc 1 6 8 0 

c t cc agga ac t gct gatggg c a gcttcggc atcgtgggcc c a ggccccgg a a ccggccgg 1 7 4 0 

t g c atcgcct gttggcggag gc cccggacc gagaca ggcc c t gga cccgg ct ggaagcac 1 8 0 0 

a t ccggct gg a a tg cgtgct ga tgta caag gccaggggac c cggccct gg cc tctgtat c 1 8 6 0 

55 gt gt accgcg a ct g ca tcgc ct acgccgcc tgc cacggcc c agga cct gg c c ccga gtgg 1 9 2 0 

a t cgagcggc a gac cgtgc t c c agcat agc ttcaacgga c c cgga ccagg c c ccat ca ac 1 9 8 0 

a t c agcaa ga g c a a ggccca c a aggccat c gagctgggcc c tgggcccgg a c tgcgga cc 2 0 4 0 

c t ccagcagc t gtt cctga g c a ccct gagc ttcgtgggac c t ggg ccagg ct tccacagc 2 1 0 0 

a t cgccggcc a gta ccgggg c c agtgcaa c acctgcggcc c a gggccagg c a c cacacct 2 1 6 0 
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attattcacc tgaagggcga cgccaacatc ctgaaggggc caggacccgg cgactgggtg 2220 

atggccatct tcggcgtgaa ccccaccgtg gccgagggct tcggacctgg acctgggcct 2280 

aggaagctgc acgagctgtc ctctgccctg gaaattcctt acggccctgg cccaggcttc 2340 

aagaccctga tcaagcccgc cacactgtat gcccacattc agggccctgg accaggcacc 2400 

5 atccccaaca gcgtgcagat cagcgtgggc tacatgacca tcggaccagg gcctggcaat 2460 

ggctggttct acgtggaggc cgtgatcgac aggcagaccg gcggacctgg cccaggggtg 2520 

ctggacttcg cctttacaga cctgacaatt gtgtaccggg acggccctgg gcctggcgcc 2580 

aagttcgtgg ccgcctggac cctgaaggcc gctgcc 2616 

<210> 160 

10 <211>869 

<212> PRT 

<213> artificial 

<400>160 

Lys Ser Leu Phe Gly Met Ser Leu Met Lys Asn Ser Thr Ala Ala Ala 

15 1 5 10 15 

Leu Tyr Trp Tyr Lys Lys Ala Ala Cys Tyr Ser Leu Tyr Gly Thr Thr 

20 25 30 

Phe Lys Ala Ala Ala Val Ala Trp Asp Ser Val Tyr Tyr Met Lys Ser 

35 40 45 

20 Thr Asp Leu Arg Asp His Ile Asp Tyr Asn Ile Ser Asp Tyr Arg His 

50 55 60 

Tyr Cys Tyr Lys Ala Ala Gin Val Val Pro Ala Tyr Asn Ile Ser Lys 

65 70 75 80 

Asn Gly Tyr Asn Thr Phe Tyr Ile Glu Phe Lys Leu Gln Asp Lys Ile 

25 85 90 95 

Ile Asp His Tyr Lys Ala Ala Cys Leu Tyr Leu His Ile Gin Ser Leu 

100 105 110 

Asn Ala Ala Ala Ala Thr Leu Gin Asp Ile Val Leu His Gly Thr Val 

115 120 125 

30 Tyr Val Phe Cys Phe Leu Leu Asn Ala Ile Leu Tyr Ala His Ile Gin 

130 135 140 

Cys Leu Asn Ala Ala Leu Tyr Asn Leu Leu Ile Arg Cys Phe Lys Ala 

145 150 155 160 

Ala Phe Val Tyr Ile Pro Leu Phe Leu Ile Asn Thr Val Ser Ala Thr 

35 165 170 175 

Gin Leu Val Lys Asn Gly Thr Gly Cys Asn Gly Trp Phe Tyr Asn Ala 

180 185 190 

Ala Thr Lys Tyr Pro Leu Leu Lys Asn Val Tyr Val Phe Cys Phe Leu 

195 200 205 

40 Leu Pro Met Asn Ala Thr Leu His Asp Ile Ile Leu Glu Cys Val Lys 

210 215 220 

Ala Ala Ala Leu Tyr Gly Val Ser Phe Ser Glu Leu Lys Gin Val Asp 

225 230 235 240 

Tyr Tyr Gly Leu Tyr Tyr Gly Ala Tyr Tyr Met Thr Asp Ala Gly Thr 

45 245 250 255 

Trp Asn Ala Ala Pro Tyr Ala Val Cys Asp Lys Cys Phe Lys Gin Gly 

260 265 270 

Ala Met Leu Ala Val Phe Lys Lys Ala Ala Ala Val Val Leu Leu Leu 

275 280 285 

50 Val Arg Tyr Lys Asn Ala Ala Ala Ser Tyr Phe Gly Met Ser Phe Ile 

290 295 300 
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His Phe Lys Ala Ala Lys Leu Leu Ser Lys Leu Leu Cys Val Asn Ala 

305 310 315 320 

Ala Ala Ala Thr Met Cys Arg His Tyr Lys Arg Asn Ala Ala Ala Ser 

325 330 335 

5 Thr Val Ser Val Gly Thr Ala Lys Asn Ala Ala Leu Ser Gin Met Val 

340 345 350 

Gln Trp Ala Tyr Lys Leu Thr Asn Thr Gly Leu Tyr Asn Val Asn Ala 

355 360 365 

Ala Ala Thr Cys Val Ser His Arg Gly Leu Tyr Asn Ala Ala Lys Ser 

10 370 375 380 

Ala Ile Val Thr Leu Thr Tyr Lys Ala Ala Ala Asp Ser Val Tyr Gly 

385 390 395 400 

Asp Thr Leu Glu Arg Asn Met Tyr Val Cys Cys His Val Pro Leu Asn 

405 410 415 

15 Ala Ala Arg Phe His Asn Ile Arg Gly Arg Phe Lys Ala Ala Phe Val 

420 425 430 

Val Tyr Arg Asp Ser Ile Pro Lys Asn Ala Ser Leu Gin Asp Ile Glu 

435 440 445 

Ile Thr Cys Val Lys Ala Val Tyr Asp Phe Ala Phe Arg Asp Leu Cys 

20 450 455 460 

Ile Lys Tyr Met Leu Asp Leu Gin Pro Glu Thr Val Asn Ala Ala Ala 

465 470 475 480 

Gly Thr Leu Gly Ile Val Cys Pro Val Asn Ser Val Ile Cys Phe Val 

485 490 495 

25 Asn Ser Lys Asn Ala Thr Leu Glu Lys Leu Thr Asn Thr Gly Leu Tyr 

500 505 510 

Asn Ala Gly Leu Tyr Tyr Val His Glu Gly Ile Arg Thr Tyr Phe Val 

515 520 525 

Gin Gly Pro Gly Pro Gly Phe Leu Asn Thr Val Ala Ile Pro Asp Ser 

30 530 535 540 

Val Gin Ile Leu Val Gly Pro Gly Pro Gly Gin Arg Phe His Asn Ile 

545 550 555 560 

Arg Gly Arg Trp Thr Gly Arg Cys Met Gly Pro Gly Pro Gly Thr Asn 

565 570 575 

35 Thr Gly Leu Tyr Asn Leu Leu Ile Arg Cys Leu Arg Cys Gin Gly Pro 

580 585 590 

Gly Pro Gly Ile Glu Phe Ile Thr Phe Leu Gly Ala Leu Lys Ser Phe 

595 600 605 

Leu Lys Gly Pro Gly Pro Gly Pro Glu Trp Ile Gin Arg Gin Thr Val 

40 610 615 620 

Leu Gin His Ser Phe Asn Gly Pro Gly Pro Gly Leu Phe Val Val Tyr 

625 630 635 640 

Arg Asp Ser Ile Pro His Ala Ala Cys His Lys Gly Pro Gly Pro Gly 

645 650 655 

45 Ile Arg Thr Leu Glu Asp Leu Leu Met Gly Thr Leu Gly Ile Val Gly 

660 665 670 

Pro Gly Pro Gly Leu Asp Leu Gin Pro Glu Thr Thr Asp Leu Tyr Cys 

675 680 685 

Tyr Glu Gin Gly Pro Gly Pro Gly Leu Gin Ala Ile Glu Leu Gin Leu 

50 690 695 700 
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Thr Leu Glu Thr Ile Tyr Asn Gly Pro Gly Pro Gly Phe Gin Gin Leu 

5 

1 0 

7 0 5 7 10 7 15 720 

Phe Leu As n Thr Leu S e r Phe Va l Cys Pro T rp Gl y Pro Cl y Pro Gl y 

7 2 5 7 30 7 35 

T rp Lys Hi s Met Arg Leu Glu Cys Al a I le T yr Tyr Lys Ala Arg Gl y 

7 4 0 7 4 5 7 5 0 

P ro Gl y Pro Gl y Leu Cys Thr Glu Leu Gin Thr Thr I l e Hi s Asp I le 

7 5 5 7 60 7 65 

I l e Leu Glu Gl y Pro Gl y Pro Gl y Phe Lys Thr Leu I l e Gin Pro Phe 

7 7 0 7 7 5 7 80 

I l e Leu Tyr Al a Hi s I l e Gi n Gl y Pro Gl y Pro Gl y Leu Tyr Trp Tyr 

7 8 5 7 9 0 7 95 8 0 0 

Lys Thr Gl y I l e S e r As n I l e S e r Glu Va l Tyr Gl y Pro Gl y Pro Gl y 

8 0 5 8 1 0 8 1 5 

1 5 Glu Va l Phe Glu Phe Al a Phe Lys Asp Leu Phe Va l Va l Tyr Arg Gl y 

8 2 0 8 2 5 8 3 0 

P r o Gl y Pro Gl y Hi s Lys Al a I l e Glu Leu Gin Met Ala Leu Gin Gl y 

8 3 5 8 4 0 8 4 5 

Leu Al a Gi n Gly Pro Gl y Pro Gly Al a Lys Phe Va l Al a Al a Trp Thr 

20 8 5 0 8 5 5 8 6 0 

Leu Lys Ala Al a Al a 

8 6 5 

<2 1 0> 1 61 

<2 1 1 > 2607 

25 <2 1 2> ADN 

<2 1 3> artificia l 

<400> 1 6 1 

a a ga gcct gt t t gg catgag c ctgatgaa g a ac a gcaccg c c gc tgccct c t a t t ggta c 6 0 

a a a a aggccg c ctgct acag c ctgtacggc accaccttca a gg ctgctgc c gtggcctgg 1 2 0 

30 gaca gcgt gt a ct a catga a ga gc accga c ctgcgggacc a ca tcg acta ca a catcagc 1 8 0 

ga c t accggc a ctactgct a c a aggccgcc caggtggtgc c cg cct acaa c a tctccaag 2 4 0 

a a cggct aca a c ac ctt ct a ca tcga gttc aagct cca gg a c a ag atcat c gac cact ac 3 0 0 

a a a g cc gcct gc c t gt a cct gc ac at ccag agt ct gaa cg c agccgct gc a a cc ct ccag 3 6 0 

ga c a tcgt gc t gcacggca c cgtgta cgtg ttctgctt cc t g c tg aa cgc c a tc ct gt ac 4 2 0 

35 gcccacatcc a g tg t ct ga a t gccgccctg ta caacct gc t g a tccggtg ct tt a aggcc 4 8 0 

gc c t t cgtgt a c atccccct gt ttct gatc aacaccgtga gc gc caccca gc t ggtgaag 5 4 0 

a a t ggcaccg gc t g ca acgg ct ggtt ctac a atgccgcca c c aagt accc c ct gctgaa g 6 0 0 

a a cgt gta tg t gt ttt gttt t c t gctgccc atgaacgcca c a ct gcacga c a t ta tcct g 6 6 0 

ga atgcgt ca a ggccgct gc c c tgt at ggc gtgagcttca g c g agctgaa gc aggtggac 7 2 0 

40 tact acggcc t gtactacgg c gcctacta c a tgaccgacg c cggca cctg ga a t gccgcc 7 8 0 

c ctt acgccg t gtgcga caa gt gctt caag cagggcgcca t gc tggccgt gt tc aa ga aa 8 4 0 

gc cgct gccg t ggtgct gct gc tggt gcgg t ataa gaa t g c c gccgccag ct a ctt cggc 9 0 0 

a t g ag cttca t c cac tt taa a gccgcca ag ct gct gtcta a g c t gct gt g c gt ga atgcc 9 6 0 

g c t gctgcca c a atgtgccg gc a ct acaag agaa atgccg ct gc cagcac c gt ga gcgtg 1 0 2 0 

45 ggcacc gcca a g a a cgccgc c c t ga gccag atggtgcagt g g gc ct aca a gct ga cc aa c 1 0 8 0 

a c cggcctgt a caa cgtgaa c gc cgct gcc a cct gcgtga g c ca ccgggg c ct gt at aa c 1 1 4 0 

gc cg ccaaga gcgccatcgt ga ccctgacc t at aaggccg c t gccgacag c gtgtacggc 1 2 0 0 

ga c a ccct gg a a cggaacat gt acgtgtgc tgccacgtgc c cc t ga at gc cg ccaggtt c 1 2 6 0 

c a c a ac atcc ggggcaggt t ca aagccgcc ttt gtggt gt a c cgggacag ca tcccca ag 1 3 2 0 

50 aatgcca gcc t c c agga tat t g agat ca cc tgtgt gaa gg c c gtgta cg a c t tcgccttc 1 3 8 0 

cg gg a cctgt gc at c aa gt a c a tgct ggac ct cc a gcccg a g a c agt ga a c gc cgccgct 1 4 4 0 

gg c ac actgg g c atcgt gtg c c c cgtgaac agcgtga tct gc t t cgt ga a c a gca aa aac 1 5 0 0 

g c caccctgg a a a agctgac a a ata ca ggg ct gt aca at g c c ggcctgt a t t a cgtgca c 1 5 6 0 

g a gggcatcc g ga cc t actt c gtgcagggc ccagggcca g g ctt cctgaa c a ccgtggcc 1 6 2 0 

55 a tccccgact c c g tgcagat c ctggtcggc cca gga ccag g gc agcggtt cc ac aat at c 1 6 8 0 

a ga ggccggt g g accggca g a t gc at gggc ccaggacct g gc aca aat ac c gg act gtat 1 7 4 0 

a a t ctgct g a t t cgctgcct gc gg tgccag ggt cc aggac ca gg cat cga gt t tat cacc 1 8 0 0 

t t tctgggcg c c c tg aagag ct t cctgaaa ggacctggac c a gg acccga gt ggatt ca g 1 8 6 0 
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cggcagaccg tgctccagca cagcttcaac ggacccggac ccggcctgtt cgtggtgtac 1920 

agagactcca tcccccacgc cgcctgtcac aagggacctg gaccaggcat caggaccctg 1980 

gaggacctgc tgatgggcac cctgggcatt gtggggcctg gacctggact ggatctccag 2040 

cctgaaacca ccgacctgta ctgctacgag caggggccag gacctgggct ccaggctatc 2100 

5 gaactccagc tgaccctgga aaccatctac aatggccccg gaccaggctt ccagcagctg 2160 

ttcctgaata ccctgagctt cgtgtgccct tggggaccag ggcccggatg gaagcacatg 2220 

cggctggaat gcgccatcta ctacaaggcc agaggcccag gacccggact gtgcaccgaa 2280 

ctccagacca ccatccacga catcattctg gaaggaccag ggccaggctt taagaccctg 2340 

atccagccct tcattctgta tgcccacatt cagggacctg ggcctggcct gtattggtat 2400 

10 aagaccggca tcagcaacat ctccgaggtg tacgggcctg gaccaggcga ggtgttcgag 2460 

ttcgccttca aggatctgtt tgtggtgtat agaggccccg gacctggcca caaggccatt 2520 

gaactccaga tggccctcca ggggctggcc cagggaccag gccctggcgc caagttcgtg 2580 

gccgcctgga ccctgaaagc cgccgcc 2607 

<210> 162 

15 <211>885 

<212> PRT 

<213> artificial 

<400> 162 

Ala Thr Cys Val Ser His Arg Gly Leu Tyr Asn Ala Ala Ser Thr Asp 

20 1 5 10 15 

Leu Arg Asp His Ile Asp Tyr Asn Ala Ala Ala Ala Thr Met Cys Arg 

20 25 30 

His Tyr Lys Arg Asn Ala Ile Leu Tyr Ala His Ile Gln Cys Leu Asn 

35 40 45 

25 Ala Ala Ala Gly Thr Leu Gly Ile Val Cys Pro Val Asn Ala Ala Ala 

50 55 60 

Cys Tyr Ser Leu Tyr Gly Thr Thr Phe Lys Ala Ala Ala Asp Ser Val 

65 70 75 80 

Tyr Gly Asp Thr Leu Glu Arg Asn Gln Val Val Pro Ala Tyr Asn Ile 

30 85 90 95 

Ser Lys Asn Ala Ala Leu Tyr Asn Leu Leu Ile Arg Cys Phe Lys Ala 

100 105 110 

Ala Phe Val Tyr Ile Pro Leu Phe Leu Ile Asn Tyr Tyr Met Thr Asp 

115 120 125 

35 Ala Gly Thr Trp Gly Ala Val Val Leu Leu Leu Val Arg Tyr Lys Asn 

130 135 140 

Ala Ala Ile Ser Asp Tyr Arg His Tyr Cys Tyr Lys Ala Ala Thr Val 

145 150 155 160 

Ser Ala Thr Gln Leu Val Lys Lys Ala Ser Thr Ala Ala Ala Leu Tyr 

40 165 170 175 

Trp Tyr Lys Lys Ala Ala Phe Val Val Tyr Arg Asp Ser Ile Pro Lys 

180 185 190 

Asn Ala Ser Tyr Phe Gly Met Ser Phe Ile His Phe Lys Ala Ala Tyr 

195 200 205 

45 Met Leu Asp Leu Gln Pro Glu Thr Val Asn Ala Ala Val Tyr Asp Phe 

210 215 220 

Ala Phe Arg Asp Leu Cys Ile Lys Ala Ala Leu Gln Asp Lys Ile Ile 

225 230 235 240 

Asp His Tyr Lys Ala Ala Thr Leu His Asp Ile Ile Leu Glu Cys Val 

50 245 250 255 

Lys Lys Leu Thr Asn Thr Gly Leu Tyr Asn Val Gly Ala Ala Ala Ser 

260 265 270 

Val Ile Cys Phe Val Asn Ser Lys Gly Ala Ala Ala Met Tyr Val Cys 

275 280 285 
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Cys His Val Pro Leu Asn Ala Ser Leu Gln Asp Ile Glu Ile Thr Cys 

290 295 300 

Val Lys Cys Leu Tyr Leu His Ile Gln Ser Leu Asn Ala Ala Thr Lys 

305 310 315 320 

5 Tyr Pro Leu Leu Lys Asn Val Tyr Val Phe Cys Phe Leu Leu Pro Met 

325 330 335 

Asn Ala Lys Gin Gly Ala Met Leu Ala Val Phe Lys Lys Ala Ala Leu 

340 345 350 

Ser Gin Met Val Gin Trp Ala Tyr Lys Ala Ala Pro Tyr Ala Val Cys 

10 355 360 365 

Asp Lys Cys Phe Lys Ala Ala Thr Val Tyr Val Phe Cys Phe Leu Leu 

370 375 380 

Asn Ala Ala Ala Ala Thr Leu Gln Asp Ile Val Leu His Gly Ala Lys 

385 390 395 400 

15 Ser Leu Phe Gly Met Ser Leu Met Lys Asn Gly Thr Gly Cys Asn Gly 

405 410 415 

Trp Phe Tyr Asn Ala Arg Phe His Asn Ile Arg Gly Arg Phe Lys Ala 

420 425 430 

Ala Lys Leu Leu Ser Lys Leu Leu Cys Val Asn Ala Ala Ala Ser Thr 

20 435 440 445 

Val Ser Val Gly Thr Ala Lys Asn Val Ala Trp Asp Ser Val Tyr Tyr 

450 455 460 

Met Lys Ala Ala Ala Gly Tyr Asn Thr Phe Tyr Ile Glu Phe Lys Ala 

465 470 475 480 

25 Ala Ala Leu Tyr Gly Val Ser Phe Ser Glu Leu Lys Gin Val Asp Tyr 

485 490 495 

Tyr Gly Leu Tyr Tyr Asn Ala Ala Lys Ser Ala Ile Val Thr Leu Thr 

500 505 510 

Tyr Lys Ala Ala Ala Thr Leu Glu Lys Leu Thr Asn Thr Gly Leu Tyr 

30 515 520 525 

Asn Ala Gly Leu Tyr Tyr Val His Glu Gly Ile Arg Thr Tyr Phe Val 

530 535 540 

Gin Gly Pro Gly Pro Gly Phe Leu Asn Thr Val Ala Ile Pro Asp Ser 

545 550 555 560 

35 Val Gin Ile Leu Val Gly Pro Gly Pro Gly Gln Arg Phe His Asn Ile 

565 570 575 

Arg Gly Arg Trp Thr Gly Arg Cys Met Gly Pro Gly Pro Gly Thr Asn 

580 585 590 

Thr Gly Leu Tyr Asn Leu Leu Ile Arg Cys Leu Arg Cys Gin Gly Pro 

40 595 600 605 

Gly Pro Gly Ile Glu Phe Ile Thr Phe Leu Gly Ala Leu Lys Ser Phe 

610 615 620 

Leu Lys Gly Pro Gly Pro Gly Pro Glu Trp Ile Gin Arg Gin Thr Val 

625 630 635 640 

45 Leu Gin His Ser Phe Asn Gly Pro Gly Pro Gly Leu Phe Val Val Tyr 

645 650 655 

Arg Asp Ser Ile Pro His Ala Ala Cys His Lys Gly Pro Gly Pro Gly 

660 665 670 

Ile Arg Thr Leu Glu Asp Leu Leu Met Gly Thr Leu Gly Ile Val Gly 

50 675 680 685 
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Pro Gly Pro Gly Leu Asp Leu Gin Pro Glu Thr Thr Asp Leu Tyr Cys 

690 695 700 

Tyr Glu Gin Gly Pro Gly Pro Gly Leu Gin Ala Ile Glu Leu Gin Leu 

705 710 715 720 

5 Thr Leu Glu Thr Ile Tyr Asn Gly Pro Gly Pro Gly Phe Gin Gin Leu 

725 730 735 

Phe Leu Asn Thr Leu Ser Phe Val Cys Pro Trp Gly Pro Gly Pro Gly 

740 745 750 

Trp Lys His Met Arg Leu Glu Cys Ala Ile Tyr Tyr Lys Ala Arg Gly 

10 755 760 765 

Pro Gly Pro Gly Leu Cys Thr Glu Leu Gin Thr Thr Ile His Asp Ile 

770 775 780 

Ile Leu Glu Gly Pro Gly Pro Gly Phe Lys Thr Leu Ile Gin Pro Phe 

785 790 795 800 

15 Ile Leu Tyr Ala His Ile Gin Gly Pro Gly Pro Gly Leu Tyr Trp Tyr 

805 810 815 

Lys Thr Gly Ile Ser Asn Ile Ser Glu Val Tyr Gly Pro Gly Pro Gly 

820 825 830 

Glu Val Phe Glu Phe Ala Phe Lys Asp Leu Phe Val Val Tyr Arg Gly 

20 835 840 845 

Pro Gly Pro Gly His Lys Ala Ile Glu Leu Gin Met Ala Leu Gin Gly 

850 855 860 

Leu Ala Gin Gly Pro Gly Pro Gly Ala Lys Phe Val Ala Ala Trp Thr 

865 870 875 880 

25 Leu Lys Ala Ala Ala 

885 

<210> 163 

<211> 2655 

<212> ADN 

30 <213> artificial 

<400> 163 

gccacctgcg tgagccacag gggcctctac aacgccgcca gcaccgacct gcgggaccac 60 

atcgactaca atgctgctgc cgctacaatg tgccggcact acaagcggaa cgccatcctg 120 

tacgcccaca tccagtgcct gaatgctgcc gctggcacac tgggcatcgt gtgccccgtg 180 

35 aatgccgccg cctgctacag cctgtacggc accaccttca aggccgctgc cgactccgtg 240 

tacggcgaca ccctggaacg gaaccaggtg gtgcccgcct acaacatctc taagaatgcc 300 

gctctgtaca acctgctgat ccggtgcttt aaggctgcct tcgtgtacat ccccctgttt 360 

ctgatcaact actacatgac cgacgccggc acatggggag ccgtggtgct gctgctggtg 420 

cggtacaaga atgccgccat cagcgactac cggcactact gctacaaggc cgccaccgtc 480 

40 agcgccaccc agctggtgaa gaaggccagc acagccgccg ctctctattg gtataaaaaa 540 

gccgcctttg tggtgtaccg ggacagcatc cccaagaacg ccagctactt cggcatgagc 600 

ttcatccact tcaaagccgc ctacatgctg gacctccagc ccgagaccgt gaacgctgcc 660 

gtgtacgact tcgccttccg ggacctgtgc attaaagccg cactccagga caagatcatc 720 

gaccattata aagcagccac cctgcatgat attattctgg aatgcgtgaa gaagctgacc 780 

45 aacaccggcc tctataacgt gggagccgcc gcctctgtga tctgcttcgt gaacagcaag 840 

ggggctgccg ccatgtatgt gtgctgccac gtgcccctga acgcctctct ccaggatatt 900 

gagatcacct gtgtgaagtg cctgtacctg cacattcagt ctctgaatgc cgccaccaag 960 

taccccctgc tgaagaacgt gtatgtcttt tgcttcctgc tgcccatgaa cgccaagcag 1020 

ggcgccatgc tggccgtgtt caaaaaggcc gccctgagcc agatggtgca gtgggcctac 1080 

50 aaagccgccc cttacgccgt gtgcgacaag tgttttaagg ccgccacagt gtacgtgttt 1140 

tgttttctgc tgaatgccgc tgccgccacc ctccaggaca tcgtgctgca cggcgccaag 1200 

tccctgttcg gcatgtccct gatgaagaat ggcaccggct gcaacggctg gttctacaac 1260 

gcccggttcc acaacatccg gggcaggttt aaagccgcca agctgctgtc taagctgctg 1320 

tgtgtgaacg ccgccgcttc caccgtgagc gtgggcaccg ccaagaacgt ggcctgggac 1380 

55 agcgtgtact acatgaaagc agcagccggg tacaacacct tctacatcga gtttaaagct 1440 

gccgccctgt acggcgtgag cttcagcgag ctgaagcagg tggactacta cggcctgtac 1500 
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tata acgccg 

a a gctgacca 

a c c t actt cg 

gtgc agat cc 

cc a ag agcgc 

a t a cagggct 

t gc agggccc 

t g gtc ggccc 

c atcgt gacc 

gt ac aat gcc 

a g gg cca ggc 

a g gac ca ggg 

c t g acctat a 

ggc ctgtat t 

t t c ctg aaca 

c a gcggt tc c 

a a g ccgccgc 

a c gtgcacga 

c c g t ggcc at 

a c a a ta tca g 

ca c a ctgga a 

gg gc atccgg 

c c ccgac tc c 

a ggccggtgg 

1 5 6 0 

1 6 2 0 

1 6 8 0 

1 7 4 0 
5 a ccggca gat gc a t gggccc a ggacct ggc a c a a ata cc g g a c t gt ata a t ct gct gatt 1 8 0 0 

cgctgcctgc ggtgccaggg t ccaggacca gg c at cgagt t t a t cacctt t c t gggcgcc 1 8 6 0 

ct gaagagct t c c tga aa gg a cctggacca gg a cc cgagt g g a t t ca gcg g c agaccgtg 1 9 2 0 

ct ccagcaca gc ttca acgg a c ccggaccc gg cct gtt cg t ggtgtacag a g ac t c catc 1 9 8 0 

cccc ac gccg c c t gt cacaa g ggacctgga c c aggcat ca gga ccctgga ggac ct gctg 2 0 4 0 

1 0 atgggcac cc t gggcat tgt gg gg cc tgga c ct gga ctgg a t ctccagcc t g a a acca cc 2 1 0 0 

ga cct gt act g c t acga gca gg gg cc a gga c c t gggctcc a ggc tatcga a ct ccagct g 2 1 6 0 

acc ct ggaaa cc atcta caa t g gc cccgga c c a ggcttcc a gcagctgt t c c t gaat acc 2 2 2 0 

ct gagct tcg t gtgccctt g gg gacca ggg c c cggatgga a gc a catgcg gc t ggaatgc 2 2 8 0 

gcca tct act a c aaggccag a ggccca gga c c cggactgt gc ac cgaact c c a gaccacc 2 3 4 0 
1 5 at ccacgaca t c a t tctgga a ggacca ggg c c aggct tta a g a cc ct gat c c agcccttc 2 4 0 0 

a t t c t gtatg c c c a ca tt ca g gg acctggg c ctggcct gt a t t ggtat aa ga ccggcatc 2 4 6 0 

agcaac at ct c cg aggtgta cgggcctgga c c a ggcga gg t gttcgagtt c gcctt caag 2 5 2 0 

ga tct gt tt g t gg tgtatag a ggccccgga c ct ggccaca a gg cca ttga a ctccagat g 2 5 8 0 
gccct ccagg g gctggccca gggaccaggc c c t ggcgcca a gt tcgtggc c g c ctggacc 2 6 4 0 

20 ct ga aagccg c c gcc 2 6 5 5 
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5 

REIVINDICACIONES 

1. Un constructo poliepitopico aislado que cornprende 

a) epitopos de linfocitos T citot6xicos (CTL) del virus del papiloma humano (VPH) caracterizados por las ID SEC NOS 
1 a 44, y/o 

b) los epitopos de linfocitos T citot6xicos (CTL) del virus del papiloma humano (VPH) caracterizados por las ID SEC 
N051, 23, 39 y45 a 88. 

2. El constructo poliepitOpico segun la reivindicacion 1 que comprende los epitopos de linfocitos T citotOxicos (CTL) 
del virus del papiloma humano (VPH) caracterizados por las ID SEC N°51 a 88. 

10 3. El constructo poliepitopico segiin las reivindicaciones 1 o 2 que, ademas, comprende al menos un epitopo de 
linfocitos T colaboradores (HTL) del virus del papiloma humano (VPH). 

4. El constructo poliepitopico segun la reivindicacion 3 en el que al menos un epitopo de linfocitos T colaboradores 
(HTL) del virus del papiloma humano (VPH) se selecciona del grupo consistente en las ID SEC Nc's 89 a 121. 

5. El construct° poliepitopico segun la reivindicacion 4 en el que el constructo poliepitopico de (a) comprende los 
15 epitopos de linfocitos T colaboradores (HTL) del virus del papiloma humano (VPH) caracterizados por las ID SEC 

N05 89 a 105 y en el que el constructo poliepitopico de (b) comprende los epitopos de linfocitos T colaboradores 
(HTL) del virus del papiloma humano (VPH) caracterizados por las ID SEC N°s 106 a 121. 

6. El constructo poliepitOpico segun una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 5 que, adernas, comprende un 
epitopo de celulas T universales que se enlaza con mas de una molecula HLA-DR de clase II. 

20 7. El constructo poliepitOpico segun la reivindicacion 6 en el que el epitopo de celulas T universales esta 
caracterizado por la ID SEC N° 122. 

8. El construct° poliepitOpico segun una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 7 que comprende la secuencia de 
aminoacidos representada por ID SEC N° 156, ID SEC N° 158, ID SEC N° 160, ID SEC N° 162, ID SEC N° 123, ID 
SEC N° 125, ID SEC N° 1270 ID SEC N° 129. 

25 9. Un polinucleOtido aislado que comprende un constructo de polinucleotidos que codifica el constructo poliepitOpico 
de cualquiera de las reivindicaciones 1 a 8. 

10. El polinucleotido segun la reivindicacion 9 en el que el constructo de polinucleotidos comprende la secuencia de 
acidos nucleicos representada por ID SEC N° 157, ID SEC N° 159, ID SEC N° 161, ID SEC N° 163, ID SEC N° 124, 
ID SEC N° 126, ID SEC N° 1280 ID SEC N° 130. 

30 11. Un vector que comprende el polinucleOtido de una cualquiera de las reivindicaciones 9 o 10. 

12. El vector segun la reivindicacion 11 en el que dicho vector es un vector de expresi6n, siendo preferentemente 
dicho vector de expresion un ADN de vector viral o plasmidico. 

13. El vector segun la reivindicacion 12 en el que dicho vector viral es un virus vaccinia, siendo preferentemente 
dicho virus vaccinia MVA. 

35 14. Una celula que comprende el construct° polipeptidico de cualquiera de las reivindicaciones 1 a 8, el constructo 
de polinucleOtidos de una cualquiera de las reivindicaciones 9 o 10 o el vector de una cualquiera de las 
reivindicaciones 11 a 13. 

15. Una composici6n que comprende el constructo polipeptidico de cualquiera de las reivindicaciones 1 a 8, el 
constructo de polinucleOtidos de una cualquiera de las reivindicaciones 9 o 10 o el vector de una cualquiera de las 

40 reivindicaciones 11 a 13, o cualquier combinacion de los mismos, y un excipiente farmaceuticamente aceptable. 

16. El constructo polipeptidico de cualquiera de las reivindicaciones 1 a 8, el constructo de polinucleotidos de una 
cualquiera de las reivindicaciones 9 o 10 o el vector de una cualquiera de las reivindicaciones 11 a 13, o cualquier 
combinacion de los mismos, para su uso como medicamento. 

17. El constructo polipeptidico de cualquiera de las reivindicaciones 1 a 8, el constructo de polinucleotidos de una 
45 cualquiera de las reivindicaciones 9 o 10 o el vector de una cualquiera de las reivindicaciones 11 a 13, o cualquier 

combinaci6n de los mismos, para su uso en la prevenciOn y/o el tratamiento de una infecciOn de VPH. 

18. El constructo polipeptidico de cualquiera de las reivindicaciones 1 a 8, el constructo de polinucleotidos de una 
cualquiera de las reivindicaciones 9 o 10 o el vector de una cualquiera de las reivindicaciones 11 a 13, o cualquier 
combinaciOn de los mismos, para su uso en la prevencion y/o el tratamiento de una enfermedad relacionada con el 

50 VPH. 
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FIGURA 5 

A. Secuencia de aminoicidos ICCG6137 

MGMQVQIQSLFL LLUNPGSRGAFTD LT I VYNSTWHWTGCN KKAAAKLLEKL LC I NA 

YQFAFKDLCVKMVMLMLVRFKNAALQDKI LDHYKAAFLLCFCVLLNSVYGTTLERNA 

AVTTRYPLLRNATLQE I VLHVNYYI TETGIWKVVFI YI PLFNQTEPDTSNYGAAELD 

PVD LLCYKAAA LTDVS IACVYNAARTEVYQFAFRNPYLHSR LVVFN I SFAGIVTKKV 

MDDSE IAYNAFYSRIRELRFKAAAFIYIPLFVIKAVFTFPHAFPFNAFYSKVSEFRW  

KSLVFLLCFSVNASTAAALYWYRKATLYAH I QC LNAAHYTNWKFI FNAANTE LYN LL 

I NASYFGMSFI H FKLTNKG I CDLNSVYGET LEKNVYVCAFAWL LNVYGTTLEKLKLS 

QMVQWAYKAAAYVVWDSIYYI NGTGCNGWFYGAAAVMCRHYKRNFLLCFSVC LNAVY 

QFAFKDLKAAKVSE FRWYRYKYTNWKFIYLNAALSSA LE I PYKAAFLFTD LT I VNAA 

TTP I I HLKNAAARQMNMSQWIKNTG I LTVTYNVFTFPNPFPFKAAAE IVLHLEPQNE 

LDPVGPGPG I RI WEL LMGSFG I VG PGPGTGRCI ACWRRPRTETGPG PGWKH I RLEC 

VLMYKARGPGPG LC I VYRDC IAYAACHGPGPGPEWI ERQTVLQHSFNGPGPGPIN I S 

KSKAH KA I E LGPGPG LRT LQQLFLSTLSFVG PGPGFHS I AGQYRGQCNTCGPGPGTT 

PI I HLKGDAN I LKGPGPGDWVMAI FGVNPTVAEGFGPGPGPRK LH ELSSALEIPYGP 

GPGFKTL I KPATLYAH I QGPGPGTI PNSVQ I SVGYMT I GPGPGNGWFYVEAV I DRQT 

GGPGPGV LDFA FTD LT I VYRDGPGPGAKFVAAWT LKAAA 

( ID SEC N° 123 ) 

B. Secuencia de ADN ICCG6137 

ATGGGCATGCAGGTGCAGATCCAGAGCCTGT TCCTGCTGCTGCTGTGGGTGCCCGGC 

AGCAGGGGCGCTTTCACCGACCTGACCATCGTGTACAACAGCACCTGGCACTGGACC 

GGCTGCAACAAGAAAGCCGCTGCCAAGCTGCTGGAAAAGCTGCTGTGCATCAACGCC  

TATCAGTTTGCCTTCAAGGACCTGTGCGTGAAGATGGTGATGCTGATGCTGGTGCGG  

TTCAAGAATGCCGCTCTCCAGGACAAGATCCTGGACCACTACAAGGCCGOCTTTCTG  

CTGTGCTTCTGCGTGCTGCTGAACAGCGTGTACGGCACCACCCTGGAACGGAACGCC  

GCCGTGACCACCAGATACCCCCTGCTGCGGAATGCCACCCTCCAGGAAATCGTCCTG 

CACGTCAATTACTACATCACCGAGACCGGCATCTGGAAGGTGGTGTTCATCTACATC  

CCCCTGTTCAACCAGACCGAGCCCGACACCAGCAACTACGGAGCCGCCGAACTCGAT  

CCCGTGGACCTGCTGTGCTACAAAGCCGCTGCCCTGACCGACGTGAGCATCGCCTGC  

GTGTACAACGCCGCCAGGACCGAGGTGTACCAGMGCCTTTCGGAACCCCTACCTG  

CACAGCAGACTGGTGGTGTTTAACATCAGCTTCGCCGGCATCGTGACCAAGAAAGTG  

ATGGACGACAGCGAGATCGCCTACAACGCCTTCTACAGCCGGATCAGAGAGCTGAGG  

TTCAAAGCCGCTGCCTTTATCTACATTCCTCTGTTCGTGATCAAGGCCGTGTTCACC  

TTCCCCCACGCCITCCCTTTCAATGCCTTCTACTCCAAGGTGTCCGAGTTCCGGTGG  

AAGAGCCTGGTGTTCCTGCTGTGTTTCAGCGTGAACGCCAGCACCGCCGCTGCCCTG  

TACTGGTACAGGAAGGCCACCCTGTACGCCCATATCCAGTGCCTGAATGCCGCCCAC  

TACACCAACTGGAAGTTCATCTTCAATGCCGCCAACACCGAGCTGTACAACCTGCTG  

ATCAACGCCAGCTACTTCGGCATGAGCTTCATCCACTTCAAGCTGACCAACAAGGGC  

ATCTGCGACCTGAACTCCGTGTACGGCGAGACACTGGAAAAGAACGTGTACGTGTGC  

GCCTTCGCCTGGCTGCTGAACGTGTATGGCACAACACTGGAAAAACTGAAGCTGTCC  

CAGATGGTGCAGTGGGCCTATAAAGCCGCCGCCTACGTGGTGTGGGACAGCATCTAC  

TATATCAACGGCACCGGCTGTAACGGCTGGTTTTACGGCGCCGCTGCCGTGATGTGC  

CGGCACTACAAGCGGAATTTTCTGCTGTGTTTTTCCGTGTGCCTGAACGCCGTGTAT  
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CAGTTCGCCTTTAAGGATCTGAAGGCTGCCAAAGTGTCTGAGTTCAGATGGTACAGG 

TACAAGTACACAAATTGGAAGTTTATCTATCTGAACGCCGCCCTGAGCAGCGCCCTG 

GAAATCCCCTATAAGGCTGCCTTCCTGTTCACCGATCTGACTATTGTGAACGCCGCC 

ACCACCCCCATCATCCACCTGAAAAACGCCGCTGCCAGGCAGATGAACATGAGCCAG 

TGGATCAAGAACACCGGCATCCTGACCGTGACCTACAACGTGTTTACCTTTCCCAAC 

CCTTTCCCCTTTAAAGCCGCTGCCGAGATCGTGCTGCACCTGGAACCCCAGAACGAG 

CTGGACCCTGTGGGCCCTGGCCCTGGCATCAGAATCCTCCAGGAACTGCTGATGGGC 

AGCTICGGCATCGTGGGCCCAGGCCCCGGAACCGGCCGGTGCATCGCCTGTTGGCGG 

AGGCCCCGGACCGAGACAGGCCCTGGACCCGGCTGGAAGCACATCCGGCTGGAATGC 

GTGCTGATGTACAAGGCCAGGGGACCCGGCCCTGGCCTCTGTATCGTGTACCGCGAC 

TGCATCGCCTACGCCGCCTGCCACGGCCCAGGACCTGGCCCCGAGTGGATCGAGCGG 

CAGACCGTGCTCCAGCATAGCTTCAACGGACCCGGACCAGGCCCCATCAACATCAGC 

AAGAGCAAGGCCCACAAGGCCATCGAGCTGGGCCCTGGGCCCGGACTGCGGACCCTC 

CAGCAGCTGTTCCTGAGCACCCTGAGCTTCGTGGGACCTGGGCCAGGCTTCCACAGC 

ATCGCCGGCCAGTACCGGGGCCAGTGCAACACCTGCGGCCCAGGGCCAGGCACCACA 

CCTATTATTCACCTGAAGGGCGACGCCAACATCCTGAAGGGGCCAGGACCCGGCGAC 

TGGGTGATGGCCATCTTCGGCGTGAACCCCACCGTGGCCGAGGGCTTCGGACCTGGA 

CCIGGGCCTAGGAAGCTGCACGAGCTGTCCTCTGCCCTGGAAATTCCTTACGGCCCT 

GGCCCAGGCTTCAAGACCCTGATCAAGCCCGCCACACTGTATGCCCACATTCAGGGC 

CCTGGACCAGGCACCATCCCCAACAGCGTGCAGATCAGCGTGGGCTACATGACCATC  

GGACCAGGGCCTGGCAATGGCTGGTTCTACGTGGAGGCCGTGATCGACAGGCAGACC  

GGCGGACCTGGCCCAGGGGTGCTGGACTTCGCCTTTACAGACCTGACAATTGTGTAC  

CGGGACGGCCCTGGGCCTGGCGCCAAGTTCGTGGCCGCCTGGACCCTGAAGGCCGCT 
GCCTGA 

( ID SEC N° 124 ) 

C. 

AFTDLT I VYNSTWHWTGCNKKAAAKLLEKLLCI NAYQFAFKDLCVKMVMLM LVRFKN 

AALQDK I LDHYKAAFL LCFCVLLNSVYGTTLERNAAVTTRYPLLRNATLQE I VLHVN 

YYI TETG I WKVVFIYI PLFNQTEPDTSNYGAAELDPVDLLCYKAAALTDVS I ACVYN 

AARTEVYQFAFRN PYLH SR LVVFN I SFAG I VTKKVMDDSE IAYNAFYSRI RE LRFKA 

AAFIYI PLFV I KAVFTFPHAFPFNAFYSKVSEFRWKSLVFLLCFSVNASTAAALYWY  

RKATLYAH I QC LNAAHYTNWKFI FNAANTE LYN L L I NASYFGMSFI HFKLTNKGICD 

LNSVYGET LEKNVYVCAFAW L LNVYGTT L EK LK LSQMVOWAYKAAAYVVWDS I YYI N 

GTGCNGWFYGAAAVMCRHYKRNFLLCFSVC LNAVYQFAFKDLKAAKVSEFRWYRYKY 

TNWKFIYLNAALSSALE I PYKAAFLFTDLTIVNAATTPI I HLKNAAARQMNMSQWI K 

NTG I LTVTYNVFTFPNPFPFKAAAE IVLH LEPQN E LDPVGPGPG I RI !AWL LMGSFG 

I VGPGPGTGRC I ACWRRPRTETGPGPGWKH I RLECVLMYKARGPGPG LCI VYRDC I A 

YAACHGPGPGPEWI ERQTVLQHSFNGPGPGPI N I SKSKAHKAI ELGPGPGLRTLQQL 

FLSTLSFVGPGPGFHS I AGQYRGQCNTCGPGPGTTP I I HLKGDAN I LKGPGPGDWVM 

Al FGVNPTVAEGFGPGPGPRKLHELSSALE I PYGPGPGFKTL I KPATLYAH I QGPGP 

Gil PNSVQISVGYMT I GPGPG NGWFYVEAV I DRQTGGPGPGVLDFAFTD LT I VYRDG 

PGPGAKFVAAWTLKAAA 

(ID SEC N° 156) 

FIGURA 5 cont .1 
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D. 

GCTTTCACCGACCTGACCATCGTGTACAACAGCACCTGGCACTGGACCGGCTGCAAC 

AAGAAAGCCGCTGCCAAGCTGCTGGAAAAGCTGCTGTGCATCAACGCCTATCAGTTT 

GCCTICAAGGACCTGTGCGTGAAGATGGTGATGCTGATGCTGGTGCGGTTCAAGAAT 

GCCGCTCTCCAGGACAAGATCCTGGACCACTACAAGGCCGCCTTTCTGCTGTGCTTC 

TGCGTGCTGCTGAACAGCGTGTACGGCACCACCCTGGAACGGAACGCCGCCGTGACC 

ACCAGATACCCCCTGCTGCGGAATGCCACCCTCCAGGAAATCGTCCTGCACGTCAAT 

TACTACATCACCGAGACCGGCATCTGGAAGGTGGTGTTCATCTACATCCCCCTGTTC 

AACCAGACCGAGCCCGACACCAGCAACTACGGAGCCGCCGAACTCGATCCCGTGGAC 

CTGCTGTGCTACAAAGCCGCTGCCCTGACCGACGTGAGCATCGCCTGCGTGTACAAC 

GCCGCCAGGACCGAGGTGTACCAGTTTGCCTTTCGGAACCCCTACCTGCACAGCAGA 

CTGGTGGTGTTTAACATCAGCTTCGCCGGCATCGTGACCAAGAAAGTGATGGACGAC  

AGCGAGATCGCCTACAACGCCTTCTACAGCCGGATCAGAGAGCTGAGGTTCAAAGCC 

GCTGCCITTATCTACATTCCTCTGTTCGTGATCAAGGCCGTGTICACCTTCCCCCAC  

GCCTTCCCTTTCAATGCCTICTACTCCAAGGTGTCCGAGTTCCGGTGGAAGAGCCTG  

GTGTTCCTGCTGTGTTTCAGCGTGAACGCCAGCACCGCCGCTGCCCTGTACTGGTAC  

AGGAAGGCCACCCTGTACGCCCATATCCAGTGCCTGAATGCCGCCCACTACACCAAC 

TGGAAGTTCATCTTCAATGCCGCCAACACCGAGCTGTACAACCTGCTGATCAACGCC  

AGCTACTTCGGCATGAGCTTCATCCACTTCAAGCTGACCAACAAGGGCATCTGCGAC  

CTGAACTCCGTGTACGGCGAGACACTGGAAAAGAACGTGTACGTGTGCGCCTTCGCC  

TGGCTGCTGAACGTGTATGGCACAACACTGGAAAAACTGAAGCTGTCCCAGATGGTG  

CAGTGGGCCTATAAAGCCGCCGCCTACGTGGTGTGGGACAGCATCTACTATATCAAC  

GGCACCGGCTGTAACGGCTGGTTTTACGGCGCCGCTGCCGTGATGTGCCGGCACTAC  

AAGCGGAATTTTCTGCTGTGTTTTTCCGTGTGCCTGAACGCCGTGTATCAGTTCGCC  

TTTAAGGATCTGAAGGCTGCCAAAGTGTCTGAGTTCAGATGGTACAGGTACAAGTAC  

ACAAATTGGAAGTTTATCTATCTGAACGCCGCCCTGAGCAGCGCCCTGGAAATCCCC  

TATAAGGCTGCCTTCCTGTTCACCGATCTGACTATTGTGAACGCCGCCACCACCCCC  

ATCATCCACCTGAAAAACGCCGCTGCCAGGCAGATGAACATGAGCCAGTGGATCAAG  

AACACCGGCATCCTGACCGTGACCTACAACGTGTTTACCTTTCCCAACCCTTTCCCC  

TTTAAAGCCGCTGCCGAGATCGTGCTGCACCTGGAACCCCAGAACGAGCTGGACCCT  

GTGGGCCCTGGCCCTGGCATCAGAATCCTCCAGGAACTGCTGATGGGCAGCTTCGGC  

ATCGTGGGCCCAGGCCCCGGAACCGGCCGGTGCATCGCCTGTTGGCGGAGGCCCCGG  

ACCGAGACAGGCCCTGGACCCGGCTGGAAGCACATCCGGCTGGAATGCGTGCTGATG  

TACAAGGCCAGGGGACCCGGCCCTGGCCTCTGTATCGTGTACCGCGACTGCATCGCC  

TACGCCGCCTGCCACGGCCCAGGACCTGGCCCCGAGTGGATCGAGCGGCAGACCGTG  

CTCCAGCATAGCTTCAACGGACCCGGACCAGGCCCCATCAACATCAGCAAGAGCAAG  

GCCCACAAGGCCATCGAGCTGGGCCCTGGGCCCGGACTGCGGACCCTCCAGCAGCTG  

TTCCTGAGCACCCTGAGCTTCGTGGGACCTGGGCCAGGCTTCCACAGCATCGCCGGC  

CAGTACCGGGGCCAGTGCAACACCTGCGGCCCAGGGCCAGGCACCACACCTATTATT  

CACCTGAAGGGCGACGCCAACATCCTGAAGGGGCCAGGACCCGGCGACTGGGTGATG  

GCCATCTTCGGCGTGAACCCCACCGTGGCCGAGGGCTTCGGACCTGGACCTGGGCCT  

AGGAAGCTGCACGAGCTGTCCTCTGCCCTGGAAATTCCTTACGGCCCTGGCCCAGGC  

TTCAAGACCCTGATCAAGCCCGCCACACTGTATGCCCACATTCAGGGCCCTGGACCA  

GGCACCATCCCCAACAGCGTGCAGATCAGCGTGGGCTACATGACCATCGGACCAGGG  

CCTGGCAATGGCTGGTTCTACGTGGAGGCCGTGATCGACAGGCAGACCGGCGGACCT  

GGCCCAGGGGTGCTGGACTTCGCCTTTACAGACCTGACAATTGTGTACCGGGACGGC  

CCTGGGCCTGGCGCCAAGTTCGTGGCCGCCTGGACCCTGAAGGCCGCTGCC 

(ID SEC N° 157) 

FIGURA 5 cont . 2  
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FIGURA 6 

A. Secuencia de aminoacidos ICCG6138 

MGMOVOIOSLFULLWVPGSRGFYSKVSEFRWKAARTEVY0FAFRNAAVTTRYPUR 

NVFTFPNPFPFNYTNWKFIYLNASVYGETLEKGAAVMCRHYKRNAVYGTTLEKLKVV  

FIYIPLFGAAKLLEKLLCINGTGCNGWFYNOTEPDTSNYNAAAPYLHSRLVVFGAAA 

LTDVSIACVYNAHYTNWKFIFGAAFIYIPLFVIKAAAMVMLMLVRFKNAANTELYNL 

LINFLFTDLTIVNFLLCFCVLLNAATTPIIHLKGAAKLTNKGICDLNALODKILDHY 

KNTGILTVTYGAAAVMDDSEIAYNSTWHWTGCNKKAASYFGMSFIHFKLSSALEIPY 

KLSOMVQWAYNSLVFLLCFSVNATLYAHIOCLNVFTFPHAFPFNAAARQMNMSOWIK 

NATLQEIVLHVNAAFTDLTIVYNISFAGIVTKKYVVWDSIYYINYYITETGIWKAAA 

FYSRIRELRFKVYQFAFKDLKAFLLCFSVCLNAAYQFAFKDLCVKSVYGTTLERNKV 

SEFRWYRYKAAELDPVDLLCYKSTAAALYWYRKAAAVYVCAFAWLLEIVLHLEPONE 

LDPVGPGPGIRILQELLMGSFGIVGPGPGTGRCIACWRRPRTETGPGPGWKHIRLEC 

VLMYKARGPGPGLCIVYRDCIAYAACHGPGPGPEWIEROTVLQHSFNGPGPGPINIS  

KSKAHKAIELGPGPGLRTLQOLFLSTLSFVGPGPGFHSIAGOYRGQCNTCGPGPGTT 

PIIHLKGDANILKGPGPGDWVMAIFGVNPTVAEGFGPGPGPRKLHELSSALEIPYGP 

GPGFKTLIKPATLYAHIOGPGPGTIPNSVOISVGYMTIGPGPGNGWFYVEAVIDROT 

GGPGPGVLDFAFTDLTIVYRDGPGPGAKFVAAWTLKAAA 

(ID SEC N° 125) 

B. Secuencia de ADN ICCG6138 

ATGGGCATGCAGGTGCAGATCCAGAGCCTGTTCCTGCTGCTGCTGTGGGTGCCCGGC 

AGCCGGGGCTTCTACAGCAAGGTGTCCGAGTTCCGGTGGAAGGCCGCCAGGACCGAG 

GTGTACCAGTTCGCCTTCCGGAACGCCGCCGTGACCACCAGATACCCCCTGCTGCGG 

AACGTGTTCACCTTCCCCAACCCCTTCCCTTTCAACTACACCAACTGGAAGTTCATC 

TACCTGAACGCCAGCGTGTACGGCGAGACCCTGGAAAAGGGAGCAGCCGTGATGTGC 

CGGCACTACAAGCGGAACGCCGTGTACGGCACCACACTGGAAAAGCTGAAGGTGGTG 

TTCATCTACATCCCCCTGTTCGGAGCCGCCAAGCTGCTGGAAAAACTGCTGTGCATC 

AACGGCACCGGCTGCAACGGCTGGTTCTACAACCAGACCGAGCCCGACACCAGCAAC 

TACAATGCTGCCGCCCCCTACCTGCACAGCAGACTGGTGGTGTTTGGGGCTGCCGCC 

CTGACCGACGTGAGCATCGCCTGCGTGTACAACGCCCACTACACAAATTGGAAATTC 

ATTTTTGGAGCCGCCTTCATCTATATTCCTCTGTTCGTGATCAAAGCCGCCGCTATG 

GTGATGCTGATGCTGGTGCGGTTCAAGAACGCCGCCAACACCGAGCTGTACAACCTG 

CTGATCAACTTCCTGTTCACCGACCTGACCATCGTGAACTITCTCCTGTGTTTCTGC 

GTGCTCCTGAATGCCGCCACAACCCCCATCATCCACCTGAAGGGAGCCGCCAAACTG 

ACCAACAAGGGCATCTGCGACCTGAATGCCCTCCAGGACAAGATCCTGGACCACTAC 

AAGAACACCGGCATCCTGACCGTGACCTATGGAGCCGCTGCCGTGATGGACGACAGC 

GAGATCGCCTACAACAGCACCTGGCACTGGACCGGCTGTAACAAGAAGGCCGCCTCC 

TACTTCGGCATGAGCTICATCCACTTCAAGCTGTCCAGCGCCCTGGAAATCCCCTAC 

AAGCTGTCCCAGATGGTGCAGTGGGCCTACAACTCCCTGGTGTTCCTGCTGTGTTTC 

AGCGTGAACGCAACCCTCTATGCCCACATCCAGTGCCTGAATGTGTTTACCTTCCCT 

CACGCCTTTCCCTTCAATGCCGCCGCCAGACAGATGAACATGAGCCAGTGGATCAAG 

AATGCCACCCTCCAGGAGATTGTCCTGCACGTCAATGCCGCCTTTACTGATCTGACT 

ATCGTGTACAACATCAGCTTCGCCGGCATCGTGACCAAGAAATACGTGGTGTGGGAC 

AGCATCTACTACATCAATTACTACATCACCGAGACCGGCATCTGGAAAGCTGCCGCC 
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TTCTACAGCCGGATCAGGGAGCTGAGGTTCAAAGTGTATCAGTTTGCMCAAAGAC  

CTGAAAGCCTTCCTGCTGTGCTTTTCCGTGTGCCTGAACGCCGCCTACCAGTTTGCC  

TTTAAGGATCTGTGCGTGAAGAGCGTGTATGGCACAACCCTGGAACGGAACAAAGTG  

TCTGAGTTCCGCTGGTACAGGTATAAGGCCGCCGAACTCGATCCCGTGGATCTGCTG  

TGTTACAAGAGCACTGCCGCCGCACTGTACTGGTATAGGAAGGCTGCCGCCGTGTAC  

GTGTGCGCCTTCGCCTGGCTGCTGGAGATCGTGCTGCACCTGGAACCCCAGAACGAG  

CTGGACCCTGTGGGCCCTGGCCCTGGCATCAGAATCCTCCAGGAACTGCTGATGGGC  

AGCTTCGGCATCGTGGGCCCAGGCCCCGGAACCGGCCGGTGCATCGCCTGTTGGCGG  

AGGCCCCGGACCGAGACAGGCCCTGGACCCGGCTGGAAGCACATCCGGCTGGAATGC  

GTGCTGATGTACAAGGCCAGGGGACCCGGCCCTGGCCTCTGTATCGTGTACCGCGAC  

TGCATCGCCTACGCCGCCTGCCACGGCCCAGGACCTGGCCCCGAGTGGATCGAGCGG  

CAGACCGTGCTCCAGCATAGCTTCAACGGACCCGGACCAGGCCCCATCAACATCAGC  

AAGAGCAAGGCCCACAAGGCCATCGAGCTGGGCCCTGGGCCCGGACTGCGGACCCTC  

CAGCAGCTGTTCCTGAGCACCCTGAGCTTCGTGGGACCTGGGCCAGGCTTCCACAGC  

ATCGCCGGCCAGTACCGGGGCCAGTGCAACACCTGCGGCCCAGGGCCAGGCACCACA  

CCTATTATTCACCTGAAGGGCGACGCCAACATCCTGAAGGGGCCAGGACCCGGCGAC  

TGGGTGATGGCCATCTTCGGCGTGAACCCCACCGTGGCCGAGGGCTTCGGACCTGGA  

CCTGGGCCTAGGAAGCTGCACGAGCTGTCCTCTGCCCTGGAAATTCCTTACGGCCCT  

GGCCCAGGCTTCAAGACCCTGATCAAGCCCGCCACACTGTATGCCCACATTCAGGGC  

CCTGGACCAGGCACCATCCCCAACAGCGTGCAGATCAGCGTGGGCTACATGACCATC  

GGACCAGGGCCTGGCAATGGCTGGTTCTACGTGGAGGCCGTGATCGACAGGCAGACC  

GGCGGACCTGGCCCAGGGGTGCTGGACTTCGCCTTTACAGACCTGACAATTGTGTAC 

CGGGACGGCCCTGGGCCTGGCGCCAAGTTCGTGGCCGCCTGGACCCTGAAGGCCGCT  

GCCTGA 

(ID SEC N° 126) 

C. 

FYSKVSE FRWKAARTEVYQFAFRNAAVTTRYPLLRNVFTFPNPFPFNYTNWKFI YLN 

ASVYGETLEKGAAVMCRHYKRNAVYGTTLEKLKVVFIYI PLFGAAKLLEKL LC I NGT 

GCNGWFYNQTEPDTSNYNAAAPYLHSRLVVFGAAALTDVSI ACVYNAHYTNWKFI FG 

AAFIYI PLFVIKAAAMVM LM LVRFKNAANTELYNLL I NFLFTDLT I VNFLLCFCVLL 

NAATTP I I HLKGAAKLTNKG I CD LNALQDKI LDHYKNTG I LTVTYGAAAVMDDSE IA 

YNSTWHWTGCNKKAASYFGMSFI HFKLSSAL E I PYKLSQMVQWAYNSLVFL LC FSVN 

AT LYAH I QC LNVFTFPHAFP FNAAAROM N MSQWI KNAT LQE IVLHVNAAFTD LT I VY 

N I SFAG I VTKKYVVWDSI YY I NYYITETGIWKAAAFYSRI RELRFKVYQFAFKDLKA 

FLLCFSVCLNAAYQFAFKDLCVKSVYGTTLERNKVSEFRWYRYKAAELDPVDLLCYK 

STAAALYWYRKAAAVYVCAFAWLLE IV LH LE PQN E LDPVGPGPG I RI LQELLMGSFG 

IVGPGPGTGRC I ACWRRPRT ETGPGPGWKH I RLECVLMYKARGPGPG LC I VYRDC I A 

YAACHGPGPGPEWI ERQTVLQHSFNGPGPGP I NI SKSKAHKAI ELGPGPGLRTLQQL 

FLST LSFVGPGPGFHSIAGQYRGQCNTCGPGPGTTP I IN LKGDAN I LKGPGPGDWVM 

AI FGVNPTVAEGFGPGPGPRKLHELSSALEI PYGPGPGFKTLI KPATLYAH I QGPGP 

GTI PNSVQISVGYMTIGPGPGNGWFYVEAVI DRQTGGPGPGVLDFAFTDLTIVYRDG 

PGPGAKFVAAWTLKAAA 

(ID SEC N° 158) 
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D. 

TTCTACAGCAAGGTGTCCGAGTTCCGGTGGAAGGCCGCCAGGACCGAGGTGTACCAG 

TTCGCCTTCCGGAACGCCGCCGTGACCACCAGATACCCCCTGCTGCGGAACGTGTTC 

ACCTTCCCCAACCCCTTCCCTTTCAACTACACCAACTGGAAGTTCATCTACCTGAAC 

GCCAGCGTGTACGGCGAGACCCTGGAAAAGGGAGCAGCCGTGATGTGCCGGCACTAC 

AAGCGGAACGCCGTGTACGGCACCACACTGGAAAAGCTGAAGGTGGTGTTCATCTAC 

ATCCCCCTGTTCGGAGCCGCCAAGCTGCTGGAAAAACTGCTGTGCATCAACGGCACC 

GGCTGCAACGGCTGGTTCTACAACCAGACCGAGCCCGACACCAGCAACTACAATGCT 

GCCGCCCCCTACCTGCACAGCAGACTGGTGGTGTTTGGGGCTGCCGCCCTGACCGAC  

GTGAGCATCGCCTGCGTGTACAACGCCCACTACACAAATTGGAAATTCATTTTTGGA 

GCCGCCTICATCTATATTCCTCTGTTCGTGATCAAAGCCGCCGCTATGGTGATGCTG  

ATGCTGGTGCGGTTCAAGAACGCCGCCAACACCGAGCTGTACAACCTGCTGATCAAC  

TTCCTGTTCACCGACCTGACCATCGTGAACTTTCTCCTGTGTTTCTGCGTGCTCCTG  

AATGCCGCCACAACCCCCATCATCCACCTGAAGGGAGCCGCCAAACTGACCAACAAG  

GGCATCTGCGACCTGAATGCCCTCCAGGACAAGATCCTGGACCACTACAAGAACACC  

GGCATCCTGACCGTGACCTATGGAGCCGCTGCCGTGATGGACGACAGCGAGATCGCC  

TACAACAGCACCTGGCACTGGACCGGCTGTAACAAGAAGGCCGCCTCCTACTTCGGC  

ATGAGCTTCATCCACTTCAAGCTGTCCAGCGCCCTGGAAATCCCCTACAAGCTGTCC 

CAGATGGTGCAGTGGGCCTACAACTCCCTGGTGTTCCTGCTGTGTTTCAGCGTGAAC  

GCAACCCTCTATGCCCACATCCAGTGCCTGAATGTGTTTACCTTCCCTCACGCCTTT 

CCCTTCAATGCCGCCGCCAGACAGATGAACATGAGCCAGTGGATCAAGAATGCCACC  

CTCCAGGAGATTGTCCTGCACGTCAATGCCGCCTTTACTGATCTGACTATCGTGTAC  

AACATCAGCTTCGCCGGCATCGTGACCAAGAAATACGTGGTGTGGGACAGCATCTAC  

TACATCAATTACTACATCACCGAGACCGGCATCTGGAAAGCTGCCGCCTTCTACAGC  

CGGATCAGGGAGCTGAGGTTCAAAGTGTATCAGTTTGCTTTCAAAGACCTGAAAGCC  

TTCCTGCTGTGCTTTTCCGTGTGCCTGAACGCCGCCTACCAGTTTGCCTTTAAGGAT  

CTGTGCGTGAAGAGCGTGTATGGCACAACCCTGGAACGGAACAAAGTGTCTGAGTTC  

CGCTGGTACAGGTATAAGGCCGCCGAACTCGATCCCGTGGATCTGCTGTGTTACAAG  

AGCACTGCCGCCGCACTGTACTGGTATAGGAAGGCTGCCGCCGTGTACGTGTGCGCC  

TTCGCCTGGCTGCTGGAGATCGTGCTGCACCTGGAACCCCAGAACGAGCTGGACCCT  

GTGGGCCCTGGCCCTGGCATCAGAATCCTCCAGGAACTGCTGATGGGCAGCTTCGGC  

ATCGTGGGCCCAGGCCCCGGAACCGGCCGGTGCATCGCCTGTTGGCGGAGGCCCCGG  

ACCGAGACAGGCCCTGGACCCGGCTGGAAGCACATCCGGCTGGAATGCGTGCTGATG  

TACAAGGCCAGGGGACCCGGCCCTGGCCTCTGTATCGTGTACCGCGACTGCATCGCC  

TACGCCGCCTGCCACGGCCCAGGACCTGGCCCCGAGTGGATCGAGCGGCAGACCGTG  

CTCCAGCATAGCTTCAACGGACCCGGACCAGGCCCCATCAACATCAGCAAGAGCAAG  

GCCCACAAGGCCATCGAGCTGGGCCCTGGGCCCGGACTGCGGACCCTCCAGCAGCTG  

TTCCTGAGCACCCTGAGCTTCGTGGGACCTGGGCCAGGCTTCCACAGCATCGCCGGC  

CAGTACCGGGGCCAGTGCAACACCTGCGGCCCAGGGCCAGGCACCACACCTATTATT  

CACCTGAAGGGCGACGCCAACATCCTGAAGGGGCCAGGACCCGGCGACTGGGTGATG  

GCCATCTTCGGCGTGAACCCCACCGTGGCCGAGGGCTTCGGACCTGGACCTGGGCCT  

AGGAAGCTGCACGAGCTGTCCTCTGCCCTGGAAATTCCTTACGGCCCTGGCCCAGGC  

TTCAAGACCCTGATCAAGCCCGCCACACTGTATGCCCACATTCAGGGCCCTGGACCA  

GGCACCATCCCCAACAGCGTGCAGATCAGCGTGGGCTACATGACCATCGGACCAGGG  

CCTGGCAATGGCTGGTTCTACGTGGAGGCCGTGATCGACAGGCAGACCGGCGGACCT  

GGCCCAGGGGTGCTGGACTTCGCCTTTACAGACCTGACAATTGTGTACCGGGACGGC  

CCTGGGCCTGGCGCCAAGTTCGTGGCCGCCTGGACCCTGAAGGCCGCTGCC 

(ID SEC N° 159) 
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FIGURA 7 

A. Secuencia de aminoacidos ICCG6149 

MGMQVQIQSLFLL LLWPGSRGKSLFGMSLMKNSTAAALYWYKKAACYSLYGTTFKA 

AAVAWDSVYYMKSTDLRDH I DYN I SDYRHYCYKAAQWPAYN I SKNGYNT FYI EFKL 

QDK I I DHYKAAC LYLH I QS LNAAAAT LQDIVLHGTVYVFCFLLNAI LYAH I QC LNAA 

LYN LLI RCFKAAFVYI PLFLI NTVSATQLVKNGTGCNGWFYNAATKYPLLKNVYVFC  

FL LPMNATLHDI I LECVKAAALYGVSFSELKQVDYYGLYYGAYYMTDAGTWNAAPYA 

VCDKCFKQGAMLAVFKKAAAVVLLLVRYKNAAASYFGMSFI HFKAAKLLSKLLCVNA 

AAATMCRHYKRNAAASTVSVGTAKNAA LSOMVQWAYKLINTG LYNVNAAATCVSHRG 

LYNAAKSAI VT LTYKAAADSVYGDT LERNMYVCCHVPLNAARFHN I RGRFKAAFVVY 

RDS I PKNAS LODI E I TCVKAVYDFAFRDLC I KYMLDLQPETVNAAAGTLG I VCPVNS 

VI CFVNSKNATL EKLTNTGLYNAGLYYVH EG I RTYFVQGPGPGFLNTVAI PDSVQI L 

VG PGPGQRFHNI RGRWTG RCMGPGPGTNTG LYN LLI RCLRCQGPGPG I EFITFLGAL 

KSFLKGPGPGPEWI QRQTVLQHSFNGPGPG L FVVYRDS I PHAACHKGPGPG I RILED 

LLMGTLGI VGPGPGLDLQPETTDLYCYEQGPGPGLQAI ELQLT LET IYNGPGPGFQQ 

LFLNTLSFVCPWGPGPGWKHMRLECA I YYKARGPGPGLCTE LQTTI HDI I LEGPGPG 

FKTL I QPFI LYAH I QGPGPGLYWYKTGI SN I SEVYGPGPG EVFEFAFKDLFVVYRGP 

GPGHKAI ELOMALOGLAQGPGPGAKFVAAWTLKAAA 

( ID SEC N° 127 ) 

B. Secuencia de ADN ICCG6149 

ATGGGCATGCAGGTGCAGATCCAGAGCCTGTTCCTGCTGCTGCTGTGGGTGCCCGGC 

AGCCGGGGCAAGAGCCTUTTGGCATGAGCCTGATGAAGAACAGCACCGCCGCTGCC  

CTCTATTGGTACAAAAAGGCCGCCTGCTACAGCCTGTACGGCACCACCTTCAAGGCT  

GCTGCCGTGGCCTGGGACAGCGTGTACTACATGAAGAGCACCGACCTGCGGGACCAC 

ATCGACTACAACATCAGCGACTACCGGCACTACTGCTACAAGGCCGCCCAGGTGGTG 

CCCGCCTACAACATCTCCAAGAACGGCTACAACACCTTCTACATCGAGTTCAAGCTC 

CAGGACAAGATCATCGACCACTACAAAGCCGCCTGCCTGTACCTGCACATCCAGAGT  

CTGAACGCAGCCGCTGCAACCCTCCAGGACATCGTGCTGCACGGCACCGTGTACGTG 

TTCTGCTTCCTGCTGAACGCCATCCTGTACGCCCACATCCAGTGTCTGAATGCCGCC 

CTGTACAACCTGCTGATCCGGTGCTTTAAGGCCGCCTICGTGTACATCCCCCTGTTT 

CTGATCAACACCGTGAGCGCCACCCAGCTGGTGAAGAATGGCACCGGCTGCAACGGC 

TGGTTCTACAATGCCGCCACCAAGTACCCCCTGCTGAAGAACGTGTATGTGTTTTGT 

TTTCTGCTGCCCATGAACGCCACACTGCACGACATTATCCTGGAATGCGTCAAGGCC 

GCTGCCCTGTATGGCGTGAGCTTCAGCGAGCTGAAGCAGGTGGACTACTACGGCCTG 

TACTACGGCGCCTACTACATGACCGACGCCGGCACCTGGAATGCCGCCCCTTACGCC 

GTGTGCGACAAGTGCTTCAAGCAGGGCGCCATGCTGGCCGTGTTCAAGAAAGCCGCT 

GCCGTGGTGCTGCTGCTGGTGCGGTATAAGAATGCCGCCGCCAGCTACTTCGGCATG 

AGCTTCATCCACTTTAAAGCCGCCAAGCTGCTGTCTAAGCTGCTGTGCGTGAATGCC 

GCTGCTGCCACAATGTGCCGGCACTACAAGAGAAATGCCGCTGCCAGCACCGTGAGC 

GTGGGCACCGCCAAGAACGCCGCCCTGAGCCAGATGGTGCAGTGGGCCTACAAGCTG 

ACCAACACCGGCCTGTACAACGTGAACGCCGCTGCCACCTGCGTGAGCCACCGGGGC 

CTGTATAACGCCGCCAAGAGCGCCATCGTGACCCTGACCTATAAGGCCGCTGCCGAC 

AGCGTGTACGGCGACACCCTGGAACGGAACATGTACGTGTGCTGCCACGTGCCCCTG 

AATGCCGCCAGGITCCACAACATCCGGGGCAGGTTCAAAGCCGCCTTIGTGGTGTAC 
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CGGGACAGCATCCCCAAGAATGCCAGCCTCCAGGATATTGAGATCACCTGTGTGAAG 

GCCGTGTACGACTTCGCCTICCGGGACCTGTGCATCAAGTACATGCTGGACCTCCAG  

CCCGAGACAGTGAACGCCGCCGCTGGCACACTGGGCATCGTGTGCCCCGTGAACAGC  

GTGATCTGCTICGTGAACAGCAAAAACGCCACCCIGGAAAAGCTGACAAATACAGGG 

CTGTACAATGCCGGCCTGTATTACGTGCACGAGGGCATCCGGACCTACTTCGTGCAG 

GGCCCAGGGCCAGGCTTCCTGAACACCGTGGCCATCCCCGACTCCGTGCAGATCCTG  

GTCGGCCCAGGACCAGGGCAGCGGTTCCACAATATCAGAGGCCGGTGGACCGGCAGA 

TGCATGGGCCCAGGACCTGGCACAAATACCGGACTGTATAATCTGCTGATTCGCTGC  

CTGCGGTGCCAGGGTCCAGGACCAGGCATCGAGTTTATCACCTTTCTGGGCGCCCTG 

AAGAGCTTCCTGAAAGGACCTGGACCAGGACCCGAGTGGATTCAGCGGCAGACCGTG  

CTCCAGCACAGCTTCAACGGACCCGGACCCGGCCTGTTCGTGGTGTACAGAGACTCC  

ATCCCCCACGCCGCCTGTCACAAGGGACCTGGACCAGGCATCAGGACCCTGGAGGAC  

CTGCTGATGGGCACCCTGGGCATTGIGGGGCCIGGACCTGGACTGGATCTCCAGCCT  

GAAACCACCGACCTGTACTGCTACGAGCAGGGGCCAGGACCTGGGCTCCAGGCTATC  

GAACTCCAGCTGACCCTGGAAACCATCTACAATGGCCCCGGACCAGGCTTCCAGCAG  

CTGTTCCTGAATACCCTGAGCTTCGTGTGCCCTTGGGGACCAGGGCCCGGATGGAAG  

CACATGCGGCTGGAATGCGCCATCTACTACAAGGCCAGAGGCCCAGGACCCGGACTG  

TGCACCGAACTCCAGACCACCATCCACGACATCATTCTGGAAGGACCAGGGCCAGGC  

TTTAAGACCCTGATCCAGCCCTTCATTCTGTATGCCCACATTCAGGGACCTGGGCCT  

GGCCTGTATTGGTATAAGACCGGCATCAGCAACATCTCCGAGGTGTACGGGCCTGGA  

CCAGGCGAGGTGITCGAGTTCGCCTICAAGGATCTGTTTGIGGTGTATAGAGGCCCC  

GGACCTGGCCACAAGGCCATTGAACTCCAGATGGCCCTCCAGGGGCTGGCCCAGGGA  

CCAGGCCCTGGCGCCAAGTTCGTGGCCGCCTGGACCCTGAAAGCCGCCGCCTGA  

(ID SEC N° 128) 

C. 

KS L FGMS LMKNSTAAALYWYKKAACYSLYGTTFKAAAVAWDSVYYMKSTD LRDH I DY 

N I SDYRHYCYKAAQVVPAYN I SKNGYNTFYI EFKLQDKI I DHYKAACLYLH I QS LNA 

AAATLQD I VLHGTVYVFCFLLNAI LYAH I QCLNAALYNLL I RC FKAAFVY I PLFL I N 

TVSATQLVKNGTGCNGWFYNAATKYP LLKNVYVFC FL LPM NAT LHDI I LECVKAAAL 

YGVSFSE LKQVDYYG LYYGAYYMTDAGTWNAAPYAVCDKCFKQGAM LAVFKKAAAVV 

LLLVRYKNAAASYFGMSFI HFKAAKLLSKLLCVNAAAATMCRHYKRNAAASTVSVGT 

AKNAALSQMVQWAYKLTNTGLYNVNAAATCVSHRG LYNAAKSA I VTLTYKAAADSVY 

GDT LERNMYVCCHVPLNAARFH N I RGRFKAAFVVYRDSI PKNASLQD I E I TCVKAVY 

DFAFRD LC I KYM LDLQPETVNAAAGT LG I VCPVNSV I C FVNSKNATL EKLTNTG LYN 

AG LYYVH EG I RTYFVQG PG PG FLNTVAI PDSVQ I LVGPGPGQRFHN I RGRWTGRCMG 

PGPGTNTGLYN LLI RCLRCQGPGPG I EFITFLGALKSFLKGPGPGPEWIQRQTVLQH  

SFNGPGPGLFVVYRDSI PHAACHKGPGPG I RTLEDL LMGTLGIVGPGPGLDLQPETT  

DLYCYEQGPGPGLQA I E LQLT LET I YNGPGPGFQQLFLNTLSFVCPWGPGPGWKH MR 

LECAIYYKARGPGPGLCTE LOTT' HD I I LEGPGPGFKTLIQPFI LYAH I QGPGPG LY 

WYKTG I SN I SEVYGPGPGEVFEFAFKDLFVVYRGPGPG HKA I ELQMALQGLAQGPGP 

GAKFVAAWTLKAAA 

( ID SEC N° 160 ) 

FIGURA 7 cont .1 

90 

ES 2 440 974 T3

 



D. 

AAGAGCCTGTTTGGCATGAGCCTGATGAAGAACAGCACCGCCGCTGCCCTCTATTGG  

TACAAAAAGGCCGCCTGCTACAGCCTGTACGGCACCACCTTCAAGGCTGCTGCCGTG  

GCCTGGGACAGCGTGTACTACATGAAGAGCACCGACCTGCGGGACCACATCGACTAC  

AACATCAGCGACTACCGGCACTACTGCTACAAGGCCGCCCAGGTGGTGCCCGCCTAC  

AACATCTCCAAGAACGGCTACAACACCTTCTACATCGAGTTCAAGCTCCAGGACAAG  

ATCATCGACCACTACAAAGCCGCCTGCCTGTACCTGCACATCCAGAGTCTGAACGCA 

GCCGCTGCAACCCTCCAGGACATCGTGCTGCACGGCACCGTGTACGTGTTCTGCTTC  

CTGCTGAACGCCATCCTGTACGCCCACATCCAGTGTCTGAATGCCGCCCTGTACAAC  

CTGCTGATCCGGTGCTTTAAGGCCGCCTTCGTGTACATCCCCCTGTTTCTGATCAAC  

ACCGTGAGCGCCACCCAGCTGGTGAAGAATGGCACCGGCTGCAACGGCTGGTTCTAC  

AATGCCGCCACCAAGTACCCCCTGCTGAAGAACGTGTATGTGTTTTGTTTTCTGCTG  

CCCATGAACGCCACACTGCACGACATTATCCTGGAATGCGTCAAGGCCGCTGCCCTG  

TATGGCGTGAGCTTCAGCGAGCTGAAGCAGGTGGACTACTACGGCCTGTACTACGGC  

GCCTACTACATGACCGACGCCGGCACCTGGAATGCCGCCCCTTACGCCGTGTGCGAC  

AAGTGCTTCAAGCAGGGCGCCATGCTGGCCGTGTTCAAGAAAGCCGCTGCCGTGGTG  

CTGCTGCTGGTGCGGTATAAGAATGCCGCCGCCAGCTACTTCGGCATGAGCTTCATC  

CACTTTAAAGCCGCCAAGCTGCTGTCTAAGCTGCTGTGCGTGAATGCCGCTGCTGCC  

ACAATGTGCCGGCACTACAAGAGAAATGC CGCTGCCAGCACCGTGAGCGTGGGCACC  

GCCAAGAACGCCGCCCTGAGCCAGATGGTGCAGTGGGCCTACAAGCTGACCAACACC  

GGCCTGTACAACGTGAACGCCGCTGCCACCTGCGTGAGCCACCGGGGCCTGTATAAC  

GCCGCCAAGAGCGCCATCGTGACCCTGACCTATAAGGCCGCTGCCGACAGCGTGTAC  

GGCGACACCCTGGAACGGAACATGTACGTGTGCTGCCACGTGCCCCTGAATGCCGCC  

AGGTTCCACAACATCCGGGGCAGGTTCAAAGCCGCCTTTGTGGTGTACCGGGACAGC  

ATCCCCAAGAATGCCAGCCTCCAGGATATTGAGATCACCTGTGTGAAGGCCGTGTAC  

GACTTCGCCTTCCGGGACCTGTGCATCAAGTACATGCTGGACCTCCAGCCCGAGACA  

GTGAACGCCGCCGCTGGCACACTGGGCATCGTGTGCCCCGTGAACAGCGTGATCTGC  

TTCGTGAACAGCAAAAACGCCACCCTGGAAAAGCTGACAAATACAGGGCTGTACAAT  

GCCGGCCTGTATTACGTGCACGAGGGCATCCGGACCTACTTCGTGCAGGGCCCAGGG  

CCAGGCTTCCTGAACACCGTGGCCATCCCCGACTCCGTGCAGATCCTGGTCGGCCCA  

GGACCAGGGCAGCGGTTCCACAATATCAGAGGCCGGTGGACCGGCAGATGCATGGGC  

CCAGGACCTGGCACAAATACCGGACTGTATAATCTGCTGATTCGCTGCCTGCGGTGC  

CAGGGTCCAGGACCAGGCATCGAGTTTATCACCTTTCTGGGCGCCCTGAAGAGCTTC  

CTGAAAGGACCTGGACCAGGACCCGAGTGGATTCAGCGGCAGACCGTGCTCCAGCAC  

AGCTTCAACGGACCCGGACCCGGCCTGTTCGTGGTGTACAGAGACTCCATCCCCCAC  

GCCGCCTGTCACAAGGGACCTGGACCAGGCATCAGGACCCTGGAGGACCTGCTGATG 

GGCACCCTGGGCATTGTGGGGCCTGGACCTGGACTGGATCTCCAGCCTGAAACCACC  

GACCTGTACTGCTACGAGCAGGGGCCAGGACCTGGGCTCCAGGCTATCGAACTCCAG 

CTGACCCTGGAAACCATCTACAATGGCCCCGGACCAGGCTTCCAGCAGCTGTTCCTG 

AATACCCTGAGCTTCGTGTGCCCTTGGGGACCAGGGCCCGGATGGAAGCACATGCGG 

CTGGAATGCGCCATCTACTACAAGGCCAGAGGCCCAGGACCCGGACTGTGCACCGAA  

CTCCAGACCACCATCCACGACATCATTCTGGAAGGACCAGGGCCAGGCTTTAAGACC 

CTGATCCAGCCCTTCATTCTGTATGCCCACATTCAGGGACCTGGGCCTGGCCTGTAT 

TGGTATAAGACCGGCATCAGCAACATCTCCGAGGTGTACGGGCCTGGACCAGGCGAG 

GTGTTCGAGTTCGCCTTC AAGGATCTGTTTGTGGTGTATAGAGGCCCCGGACCTGGC 

CACAAGGCCATTGAACTCCAGATGGCCCTCCAGGGGCTGGCCCAGGGACCAGGCCCT 

GGCGCCAAGTTCGTGGCCGCCTGGACCCTGAAAGCCGCCGCC  

(ID SEC N° 161) 
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FIGURA 8 

A. Secuencia de aminoacidos ICCG6150 

MGMQVQI QS LF L L L LWPGSRGATCVSHRG LYNAASTDLRDH I DYNAAAATMCRHYK 

RNA I LYAHIQC LNAAAGTLG I VCPVNAAACYSLYGTTFKAAADSVYGDT L ERNQVVP 
AYN I SKNAA LYN L L I RC FKAAFVYI P L FL I NYYMTDAGTWGAVVLL LVRYKNAA I SD 

YRHYCYKAATVSATQLVKKASTAAALYWYKKAAFVVYRDSI PKNASYFGMSFIHFKA 

AYM LD LQPETVNAAVYD FA FRD LC I KAALQDK I I DHYKAAT LHD I I LECVKKLTNTG 
LYNVGAAASVI CFVNSKGAAAMYVCC HVPL NASLQD I E I TCVKC LY LH I QSLNAATK 

YP L LKNVYVFC F L LPMNAKQGAMLAVFKKAALSQMVQWAYKAAPYAVCDKCFKAATV  

YVFCFLLNAAAAT LODI VLHGAKSLFGMSLMKNGTGCNGWFYNARFHN I RGRFKAAK 

LLSKLLCVNAAASTVSVGTAKNVAWDSVYYMKAAAGYNTFYI EFKAAALYGVSFSEL 
KQVDYYG LYYNAAKSA I VT LTYKAAAT LEK LTNTG LYNAGLYYVH EG I RTYFVQGPG 
PG FLNTVAI PDSVQI LVGPGPGQRFHN I RGRWTGRCMGPGPGTNTG LYN L L I RC LRC 

QGPGPG I EFI TFLGA LKSF LKGPGPGPEWI QRQTVLQHSFNGPGPGLFVVYRDSI PH 

AACHKGPGPGI RTLEDLLMGTLG I VGPGPG LDLOPETTDLYCYEQGPGPGLQAI ELQ 

LTLETIYNGPGPGFQQLFLNTLSFVCPWGPGPGWKHMRLECAIYYKARGPGPGLCTE 

LOTT I HD I I LEGPGPGFKT L I QPF I LYAH I QGPGPG LYWYKTG I SN I SEVYGPG PG E 

VFEFAFKDLFVVYRGPG PGH KAI ELQMALOGLAQGPGPGAKFVAAWILKAAA 

(ID SEC N° 129) 

B. Secuencia de ADN ICCG6150 

ATGGGCATGCAGGTGCAGATCCAGAGCCTGTTCCTGCTGCTGCTGTGGGTGCCCGGC  

AGCAGAGGCGCCACCTGCGTGAGCCACAGGGGCCTCTACAACGCCGCCAGCACCGAC  

CTCCGGGACCACATCGACTACAATGCTGCTGCCGCTACAATGTGCCGGCACTACAAG 

CGGAACGCCATCCTGTACGCCCACATCCAGTGCCTGAATGCTGCCGCTGGCACACTG  

GGCATCGTGTGCCCCGTGAATGCCGCCGCCTGCTACAGCCTGTACGGCACCACCTTC 

AAGGCCGCTGCCGACTCCGTGTACGGCGACACCCTGGAACGGAACCAGGTGGTGCCC 

GCCTACAACATCTCTAAGAATGCCGCTCTGTACAACCTGCTGATCCGGTGCTTTAAG 

GCTGCCTTCGTGTACATCCCCCTOTTCTGATCAACTACTACATGACCGACGCCGGC  

ACATGGGGAGCCGTGGTGCTGCTGCTGGTGCGGTACAAGAATGCCGCCATCAGCGAC 

TACCGGCACTACTGCTACAAGGCCGCCACCGTCAGCGCCACCCAGCTGGTGAAGAAG 

GCCAGCACAGCCGCCGCTCTCTATTGGTATAAAAAAGCCGCCITTGTGGTGTACCGG 

GACAGCATCCCCAAGAACGCCAGCTACTTCGGCATGAGCTTCATCCACTTCAAAGCC 

GCCTACATGCTGGACCTCCAGCCCGAGACCGTGAACGCTGCCGTGTACGACTTCGCC 

TTCCGGGACCTGTGCATTAAAGCCGCACTCCAGGACAAGATCATCGACCA1TATAAA 

GCAGCCACCCTGCATGATATTATTCTGGAATGCGTGAAGAAGCTGACCAACACCGGC 

CTCTATAACGTGGGAGCCGCCGCCTCTGTGATCTGCTTCGTGAACAGCAAGGGGGCT 

GCCGCCATGTATGTGTGCTGCCACGTGCCCCTGAACGCCTCTCTCCAGGATATTGAG 

ATCACCTGTGTGAAGTGCCTGTACCTGCACATTCAGTCTCTGAATGCCGCCACCAAG 

TACCCCCTGCTGAAGAACGTGTATGTCTTTTGCTTCCTGCTGCCCATGAACGCCAAG 

CAGGGCGCCATGCTGGCCGTGTTCAAAAAGGCCGCCCTGAGCCAGATGGTGCAGIGG 

GCCTACAAAGCCGCCCCTTACGCCGTGTGCGACAAGTGTTTTAAGGCCGCCACAGTG 

TACGTGTTTTGTTTTCTGCTGAATGCCGCTGCCGCCACCCTCCAGGACATCGTGCTG 

CACGGCGCCAAGTCCCTGTTCGGCATGTCCCTGATGAAGAATGGCACCGGCTGCAAC 

GGCTGGTTCTACAACGCCCGGTTCCACAACATCCGGGGCAGGTTTAAAGCCGCCAAG 
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CTGCTGTCTAAGCTGCTGIGTGTGAACGCCGCCGCTTCCACCGTGAGCGTGGGCACC 

GCCAAGAACGTGGCCTGGGACAGCGTGTACTACATGAAAGCAGCAGCCGGGTACAAC 

ACCTTCTACATCGAGTTTAAAGCTGCCGCCCTGTACGGCGTGAGCTTCAGCGAGCTG 

AAGCAGGTGGACTACTACGGCCTGTACTATAACGCCGCCAAGAGCGCCATCGTGACC 

CTGACCTATAAAGCCGCCGCCACACTGGAAAAGCTGACCAATACAGGGCTGTACAAT 

GCCGGCCTGTATTACGTGCACGAGGGCATCCGGACCTACTTCGTGCAGGGCCCAGGG 

CCAGGCTTCCTGAACACCGTGGCCATCCCCGACTCCGTGCAGATCCTGGICGGCCCA 

GGACCAGGGCAGCGGTTCCACAATATCAGAGGCCGGTGGACCGGCAGATGCATGGGC 

CCAGGACCTGGCACAAATACCGGACTGTATAATCTGCTGATTCGCTGCCTGCGGTGC 

CAGGGTCCAGGACCAGGCATCGAGTTTATCACCTTTCTGGGCGCCCTGAAGAGCTTC  

CTGAAAGGACCTGGACCAGGACCCGAGTGGATTCAGCGGCAGACCGTGCTCCAGCAC  

AGCTTCAACGGACCCGGACCCGGCCTGTTCGTGGTGTACAGAGACTCCATCCCCCAC 

GCCGCCIGTCACAAGGGACCTGGACCAGGCATCAGGACCCTGGAGGACCTGCTGATG 

GGCACCCTGGGCATTGTGGGGCCTGGACCTGGACTGGATCTCCAGCCTGAAACCACC 

GACCTGTACTGCTACGAGCAGGGGCCAGGACCTGGGCTCCAGGCTATCGAACTCCAG 

CTGACCCTGGAAACCATCTACAATGGCCCCGGACCAGGCTTCCAGCAGCTGITCCTG 

AATACCCTGAGCTTCGTGTGCCCTTGGGGACCAGGGCCCGGATGGAAGCACATGCGG  

CTGGAATGCGCCATCTACTACAAGGCCAGAGGCCCAGGACCCGGACTGTGCACCGAA  

CTCCAGACCACCATCCACGACATCATTCTGGAAGGACCAGGGCCAGGCTTTAAGACC  

CTGATCCAGCCCTICATTCTGTATGCCCACATTCAGGGACCTGGGCCTGGCCTGTAT  

TGGTATAAGACCGGCATCAGCAACATCTCCGAGGTGTACGGGCCTGGACCAGGCGAG  

GTGTTCGAGTTCGCCTTCAAGGATCTGTTTGTGGTGTATAGAGGCCCCGGACCTGGC  

CACAAGGCCATTGAACTCCAGATGGCCCTCCAGGGGCTGGCCCAGGGACCAGGCCCT  

GGCGCCAAGTTCGTGGCCGCCTGGACCCTGAAAGCCGCCGCCTGA  

(ID SEC N° 130) 

C. 

ATCVSHRGLYNAASTDLRDH I DYNAAAATMCRHYKRNA I LYAH I QC LNAAAGT LG I V 

CPVNAAACYS LYGTT FKAAADSVYGDTLERNQVVPAYN I SKNAA LYN L L I RCFKAAF 

VYI PLFL I NYYMTDAGTWGAVVLLLVRYKNAA I SDYRHYCYKAATVSATQLVKKAST 

AAA LYWYKKAAFVVYRDS I PKNASYFGMSF I HFKAAYMLDLQPETVNAAVYDFAFRD 

LC I KAA LQDK I I DHYKAATLHDI I LECVKKLTNTGLYNVGAAASVICFVNSKGAAAM  

YVCCHVP LNAS LQD I E I TCVKC LY LH IQSLNAATKYPLLKNVYVFCFL LP M NAKQGA 

MLAVFKKAALSQMVQWAYKAAPYAVCDKCFKAATVYVFCFLLNAAAATLODIVLHGA 

KS LFG MSLMKNGTGCNGWFYNARFHN I RGRFKAAKLLSKL LCVNAAASTVSVGTAKN 

VAWDSVYYMKAAAGYNTFYI EFKAAALYGVSFSE LKQVDYYG LYYNAAKSAI VT LTY 

KAAATLEKLTNTGLYNAGLYYVHEG I RTYFVQGPGPG FL N TVA I PDSVQI LVGPGPG 

QRFHN I RGRWTGRCMGPGPGTNTGLYN L L I RCLRCQGPGPGI EFITFLGALKSFLKG 

PGPGPEWIQRQTVLQHSFNGPGPGLFVVYRDSI PHAACHKGPGPGI RTLEDLLMGTL 

GI VGPGPGLDLQP ETT DLYCYEQGPGPGLQAI E LQLT LET I YNGPGPGFQQLFLNTL 

SFVCPWGPGPGWKHMRLECAI YYKARGPGPGLCTE LQTT I HD I I LEGPGPGFKTLIQ 

PFI LYAH I QGPGPG LYWYKTGI SN I SEVYGPGPG EVFEFAFKD LFVVYRGPGPGHKA 

I E LQMALQG LAQGPGPGAK FVAAWT LKAAA 

(ID SEC N° 162) 
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D. 

GCCACCTGCGTGAGCCACAGGGGCC TCTACAACGCCGCCAGCACCGACC TGCGGGAC 

CACATCGACTACAATGC TGC TGCCGCTACAATGTGCCGGCACTACAAGCGGAACGCC 

ATCCTGTACGCCCACATCCAGTGCCTGAATGCTGCCGCTGGCACACTGGGCATCGTG 

TGCCCCGTGAATGCCGCCGCCTGCTACAGCCTGTACGGCACCACC TTCAAGGCCGCT 

GCCGAC TCCGTGTACGGCGACACCC TGGAACGGAACCAGGTGGTGCCCGCCTACAAC  

ATCTCTAAGAATGCCGC TCTGTACAACCTGCTGATCCGGTGCTTTAAGGCTGCCTTC 

GTGTACATCCCCCTGTTTCTGATCAACTAC TACATGACCGACGCCGGCACATGGGGA 

GCCGTGGTGCTGCTGCTGGTGCGGTACAAGAATGCCGCCATCAGCGACTACCGGCAC 

TACTGCTACAAGGCCGCCACCGTCAGCGCCACCCAGCTGGTGAAGAAGGCCAGCACA 

GCCGCCGCTCTCTATTGGTATAAAAAAGCCGCCTTTGTGGTGTACCGGGACAGCATC 

CCCAAGAACGCCAGCTACTTCGGCATGAGCTTCATCCACTTCAAAGCCGCCTACATG 

CTGGACCTCCAGCCCG AGACCGTGAACGCTGCCGTGTACGACTTCGCCTTCCGGGAC 

CTGTGCATTAAAGCCGCAC TCCAGGACAAGATCATCGACCATTATAAAGCAGCCACC 

CTGCATGATATTATTCTGGAATGCGTGAAGAAGCTGACCAACACCGGCCTCTATAAC 

GTGGGAGCCGCCGCCTCTGTGATCTGCTTCGTGAACAGCAAGGGGGCTGCCGCCATG  

TATGTGTGCTGCCACGTGCCCCTGAACGCCTCTC TCCAGGATATTGAGATCACCTGT 

GTGAAGTGCCTGTACCTGCACATTCAGTCTCTGAATGCCGCCACCAAGTACCCCCTG  

CTGAAGAACGTGTATGTCTTTTGCTTCCTGCTGCCCATGAACGCCAAGCAGGGCGCC  

ATGCTGGCCGTGTTCAAAAAGGCCGCCCTGAGCCAGATGGTGCAGTGGGCCTACAAA 

GCCGCCCCTTACGCCGTGTGCGACAAGTGTTITAAGGCCGCCACAGTGTACGTGTTT  

TGTTTTCTGCTGAATGCCGCTGCCGCCACCC TCCAGGACATCGTGCTGCACGGCGCC  

AAGTCCCTGTTCGGCATGTCCCTGATGAAGAATGGCACCGGCTGCAACGGCTGGTTC  

TACAACGCCCGGTTCCACAACATCCGGGGCAGGTTTAAAGCCGCCAAGCTGCTGTCT  

AAGCTGCTGTGTGTGAACGCCGCCGCTTCCACCGTGAGCGTGGGCACCGCCAAGAAC  

GTGGCCTGGGACAGCGTGTACTACATGAAAGCAGCAGCCGGGTACAACACCTTCTAC  

ATCGAGTTTAAAGCTGCCGCCCTGTACGGCGTGAGCTTCAGCGAGCTGAAGCAGGTG  

GACTACTACGGCCTGTACTATAACGCCGCCAAGAGCGCCATCGTGACCCTGACCTAT  

AAAGCCGCCGCCACACTGGAAAAGCTGACCAATACAGGGCTGTACAATGCCGGCCTG  

TATTACGTGCACGAGGGCATCCGGACCTACTTCGTGCAGGGCCCAGGGCCAGGCTTC  

CTGAACACCGTGGCCATCCCCGACTCCGTGCAGATCCTGGTCGGCCCAGGACCAGGG  

CAGCGGTTCCACAATATCAGAGGCCGGTGGACCGGCAGATGCATGGGCCCAGGACCT  

GGCACAAATACCGGACTGTATAATCTGCTGATTCGCTGCCTGCGGTGCCAGGGTCCA  

GGACCAGGCATCGAGTTTATCACCTTTCTGGGCGCCCTGAAGAGC TTCCTGAAAGGA 
CC TGGACCAGGACCCGAGTGGATTCAGCGGCAGACCGTGCTCCAGCACAGCTTCAAC  

GGACCCGGACCCGGCC TGTTCGTGGTGTACAGAGACTCCATCCCCCACGCCGCC TGT 

CACAAGGGACCTGGACCAGGCATCAGGACCCTGGAGGACCTGCTGATGGGCACCCTG  

GGCATTGTGGGGCCTGGACCTGGACTGGATCTCCAGCCTGAAACCACCGACCTGTAC  

TGCTACGAGCAGGGGCCAGGACCTGGGCTCCAGGCTATCGAACTCCAGCTGACCCTG  

GAAACCATCTACAATGGCCCCGGACCAGGCTTCCAGCAGCTGTTCCTGAATACCCTG  

AGCTTCGTGTGCCCTTGGGGACCAGGGCCCGGATGGAAGCACATGCGGC TGGAATGC 

GCCATCTACTACAAGGCCAGAGGCCCAGGACCCGGACTGTGCACCGAAC TCCAGACC 

ACCATCCACGACATCATTCTGGAAGGACCAGGGCCAGGCTTTAAGACCCTGATCCAG  

CCCTTCATTCTGTATGCCCACATTCAGGGACCTGGGCCTGGCCTGTATTGGTATAAG  

ACCGGCATCAGCAACATC TCCGAGGTGTACGGGCCTGGACCAGGCGAGGTGTTCGAG  

TTCGCCTTCAAGGATCTGTTTGTGGTGTATAGAGGCCCCGGACC  TGGCCACAAGGCC 

ATTGAACTCCAGATGGCCCTCCAGGGGCTGGCCCAGGGACCAGGCCCTGGCGCCAAG  

TTCGTGGCCGCCTGGACCCTGAAAGCCGCCGCC  
(ID SEC N° 163)  
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