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DESCRIPCION

Secuencias de consenso de proteinas del virus Chikungunya, moléculas de acido nucleico que las codifican, y
composiciones y métodos de uso de las mismas

Campo de la invencion

La presente invencion se refiere a vacunas y a métodos de inmunizacion profilactica y/o terapéutica de individuos
contra el virus Chikungunya.

Antecedentes de la invencion

La inmunoterapia se refiere a la modulacién de las respuestas inmunes de una persona para conferir un efecto
terapéutico deseable. Los agentes inmunoterapéuticos se refieren a aquellas composiciones que, cuando se
administran a un individuo, modulan el sistema inmunoldgico del individuo lo suficiente para reducir, en ultima
instancia, los sintomas que estan asociados con respuestas inmunes no deseadas o aliviar, en Ultima instancia, los
sintomas mediante el aumento de respuestas inmunes deseadas. En algunos casos, la inmunoterapia forma parte
de un protocolo de vacunacion en el que un individuo recibe una vacuna que le expone a un inmundégeno contra el
que el individuo genera una respuesta inmune. En dichos casos, el agente inmunoterapéutico aumenta la respuesta
inmune y/o mejora selectivamente una parte de la respuesta inmune (tal como la rama celular o la rama humoral)
que es deseable para tratar o prevenir la afeccion, infeccién o enfermedad en particular.

Los protocolos de vacunacion se pueden mejorar mediante la administracion de agentes que modulen las
respuestas inmunes de una persona para inducir una mejor respuesta inmune. En algunos protocolos de vacunacion
en los que el individuo recibe una vacuna que le expone a un inmunégeno contra el que el individuo genera una
respuesta inmune, se proporciona un agente que aumenta la respuesta inmune y/o mejora selectivamente una parte
de la respuesta inmune (tal como la rama celular o la rama humoral) que es deseable para tratar o prevenir la
afeccion, infeccion o enfermedad en particular.

Las vacunas son utiles para inmunizar individuos contra antigenos diana tales como alérgenos, antigenos patdgenos
0 antigenos asociados con células implicadas en enfermedades humanas. Los antigenos asociados con células
implicadas en enfermedades humanas incluyen antigenos tumorales asociados con el cancer y antigenos asociados
con células implicadas en enfermedades autoinmunes.

En el disefio de dichas vacunas, se ha reconocido que las vacunas que producen el antigeno diana en las células
del individuo vacunado son eficaces para inducir la rama celular del sistema inmunolégico. En concreto, las vacunas
vivas atenuadas, las vacunas recombinantes que usan vectores avirulentos y las vacunas de ADN conducen cada
una a la produccién de antigenos en la célula del individuo vacunado, lo que produce la induccién de la rama celular
del sistema inmunoldgico. Por otra parte, las vacunas muertas o desactivadas, y las vacunas de subunidades que
solo comprenden proteinas no inducen buenas respuestas inmunes celulares, aunque si inducen una respuesta
humoral.

Normalmente, se necesita una respuesta inmune celular para proporcionar proteccién contra la infecciéon por
patégenos y para proporcionar una terapia eficaz mediada por la inmunidad para el tratamiento de la infeccion por
patégenos, el cancer o enfermedades autoinmunes. Por consiguiente, a menudo se prefieren vacunas que producen
el antigeno diana en las células del individuo vacunado tales como vacunas vivas atenuadas, vacunas
recombinantes que usan vectores avirulentos y vacunas de ADN.

El virus Chikungunya (CHIKV) es un alfavirus originario de Africa tropical y Asia, donde se transmite a los seres
humanos por la picadura de los mosquitos infectados, en general del género Aedes [1]. La fiebre Chikungunya, la
enfermedad causada por CHIKV, fue reconocida por primera vez en forma epidémica en Africa oriental durante
1952-1953 [2]. La infeccién de los seres humanos por CHIKV puede causar un sindrome caracterizado por fiebre,
dolor de cabeza, sarpullido, malestar, nauseas, vomitos, mialgia, artralgia grave y manifestaciones neurolégicas
ocasionales tales como debilidad aguda de las extremidades. También se asocia con una afeccion hemorragica
letal. Otros sintomas incluyen dolores musculares y dolores retro-orbitales. La enfermedad Chikungunya rara vez es
mortal, pero se asocia con una morbilidad significativa. La enfermedad Chikungunya tiene un periodo de incubacion
de aproximadamente 1-2 semanas. Se cree que el término "Chikungunya" deriva de la descripcién en el dialecto
local de la postura contorsionada de los pacientes afectados con el dolor grave de las articulaciones asociado con
esta enfermedad [1-3].

Dado que el Chikungunya tiene potencial epidémico que puede producir una enfermedad debilitante repentina, es
una amenaza potencial para el mundo en desarrollo y para el mundo desarrollado basandose en su propagacion
continua, suponiendo una considerable amenaza militar debido al despliegue militar en zonas de conflicto de las
regiones endémicas de reciente aparicion. Las infecciones por CHIKV tienen un impacto econémico significativo,
pues las empresas locales se ven afectadas por el absentismo en las zonas endémicas debido a los sintomas
incapacitantes de esta infeccion en sus empleados. Este efecto econdmico es mas elevado en los miembros de las
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familias que no pueden trabajar durante semanas o meses. Debido a las secuelas de la infeccion debilitante, la falta
de tratamiento antiviral especifico y de cualquier vacuna que se pueda usar en la actualidad para evitar la
enfermedad es un importante impedimento para el tratamiento o el control de los nuevos brotes de CHIKV.

El CHIKV se transmite por la picadura de un mosquito infectado. Los mosquitos se infectan cuando se alimentan de
las personas infectadas por el CHIKV. Los monos, y posiblemente otros animales salvajes, también se pueden
infectar, pero su papel como reservorios del CHIKV todavia no esta documentado. Los mosquitos infectados pueden
transmitir el virus a otros seres humanos cuando pican. Aedes aegypti (el mosquito de la fiebre amarilla), que se cria
en los recipientes domésticos y pica de manera agresiva durante el dia, atraido por los seres humanos, es el vector
principal del CHIKV hacia los seres humanos. Aedes albopictus (el mosquito tigre) también puede participar en la
transmision humana en Asia, y se han encontrado diversas especies de mosquitos que habitan en los bosques de
Africa que estan infectados con el virus [11-17]. Dado que las epidemias de fiebre CHIK son mantenidas por la
transmision de seres humanos-mosquitos-seres humanos, el ciclo epidémico es similar al del dengue y al de la
fiebre amarilla urbana. Recientemente, se ha informado de grandes brotes de fiebre CHIK sobre varias islas del
Océano Indico y en India [4-7].

Desde finales de 2004, el virus Chikungunya ha resurgido con grandes brotes en diversas partes del mundo,
predominantemente en las islas del Océano Indico. A principios de 2006, tras un periodo de transmisién mas baja
durante el invierno y con la llegada del verano en el hemisferio sur, la Isla de la Reunién sufrié un brote explosivo. Se
informé de una estimacion de 266.000 habitantes (poblacion de 770.000) infectados con el CHIKV, y la concesion de
248 certificados de defuncion con el CHIKV como la posible causa del fallecimiento [10,12]. Se ha documentado la
evidencia de infeccion intrauterina en mujeres embarazadas y la transmision vertical [12,13,17]. El analisis de la
secuencia ha revelado la existencia de linajes agrupados geograficamente del virus. Los analisis filogenéticos
basados en secuencias E1 parciales revelaron la existencia de tres filogrupos distintos para el CHIKV: uno con los
aislados de Africa Occidental, otro incluyendo los aislados asiaticos, y un reagrupamiento de los aislados de Africa
Oriental, Africa Central y Sudafrica [15,17].

En 2006, también se inform6 de casos de fiebre CHIK en personas que habian regresado de zonas de brotes
conocidos a Europa, Canada, el Caribe (Martinica) y América del Sur (Guyana francesa) [5-9]. Durante el periodo
2005-2006, se diagnosticaron serolégica y viroldgicamente 12 casos de fiebre CHIK en CDC (EE.UU.) en personas
que habian llegado a Estados Unidos desde zonas conocidas por su caracter epidémico o endémico para la fiebre
CHIK [10].

Estas infecciones han causado crisis de salud publica y han captado la atencion de los investigadores en todo el
mundo. Es importante destacar que la mayoria de las infecciones por el virus Chikungunya se curan por completo en
cuestion de semanas o meses. No obstante, ha habido casos documentados de artralgia inducida por el CHIKV
persistente durante varios afios que ha generado problemas crénicos de las articulaciones. El hecho de que la
infeccion se cure tras un largo periodo de tiempo apoya la idea de que el sistema inmunolégico se puede recuperar
para controlar esta infeccion con el tiempo. Ademas, dicho fenotipo de aclaramiento apoya un papel en el
aclaramiento de la respuesta de los linfocitos T. Los primeros intentos para desarrollar vacunas contra el
Chikungunya tales como la vacuna muerta de formalina, la vacuna de virus inactivado con éter/Tween y vacunas
vivas atenuadas tuvieron un éxito moderado, pero se interrumpieron por varias razones [3]. Ademas, se informd que
todas estas vacunas solo producian una respuesta serolégica sin induccion de una inmunidad celular util.

La frecuencia de las recientes epidemias en las islas del Océano indico y la Isla de la Reunién sugiere que, tal vez,
sea un nuevo vector el que porte el virus, dado que Aedes aegypti no se encuentra alli. De hecho, un pariente, el
mosquito tigre asiatico, Aedes albopictus, puede ser el culpable de la preocupacidon generada en la comunidad
sanitaria mundial con respecto a la posibilidad de una pandemia producida por el virus CHIK.

Por consiguiente, se deben adoptar medidas para desarrollar métodos de control del CHIKV. Por desgracia, en la
actualidad, no existe un tratamiento especifico para el virus Chikungunya ni se dispone de una vacuna.
Recientemente, algunos estudios han demostrado que una mutacion A226V en la envoltura E1 es directamente
responsable de un aumento significativo en la infectividad del CHIKV por Aedes albopictus, y aun mas confirmado
que la sustitucion de un solo aminoacido puede influir en la especificidad del vector. Este hallazgo proporciona una
explicacion plausible de como este virus mutante causd una epidemia en una regién que carecia del insecto que
comunmente servia como vector [18]. No hay vacuna ni tratamiento antiviral especificos para el Chikungunya. En
2000, se llevaron a cabo ensayos con vacunas atenuadas vivas, pero se retiro la financiacion para el proyecto y, en
la actualidad, no se dispone de vacuna. Sin embargo, se han documentado bien varios acontecimientos adversos
asociados con esta vacuna previa, y por lo tanto, se han de desarrollar nuevas estrategias de vacunacion [3,5].

La mera magnitud de los brotes del Chikungunya en 2005-2007 pone de relieve la necesidad de una vacuna segura
y eficaz contra el CHIKV [6]. Sigue existiendo la necesidad de una vacuna que pueda impedir que las personas
sufran la infeccion por el CHIKV. Sigue existiendo la necesidad de tratamientos que sean eficaces para tratar a
individuos que tengan la infeccion por CHIKV.
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Sumario de la invencion
La materia objeto para la que se busca proteccion se define en las reivindicaciones.

En particular, la presente invencién proporciona una molécula de acido nucleico que comprende una secuencia de
acido nucleico seleccionada del grupo que consiste en:

una secuencia de acido nucleico que es al menos un 90 % homdloga a SEQ ID NO: 13;

una secuencia de acido nucleico que es al menos un 90 % homoéloga a SEQ ID NO: 15;

una secuencia de acido nucleico que codifica un fragmento inmunogénico de consenso de la proteina E1 del
CHIKV de consenso y es un fragmento de SEQ ID NO: 4 que codifica al menos 250 aminoacidos;

una secuencia de acido nucleico que codifica un fragmento inmunogénico de consenso de la proteina E1 del
CHIKV de consenso y es un fragmento de SEQ ID NO: 4 que codifica al menos 250 aminoacidos y que
comprende ademas una secuencia lider de IgE;

una secuencia de acido nucleico que codifica un fragmento inmunogénico de consenso de la proteina E2 del
CHIKV de consenso y un fragmento de SEQ ID NO: 5 que codifica al menos 210 aminoacidos;

una secuencia de acido nucleico que codifica un fragmento inmunogénico de consenso de la proteina E2 del
CHIKV de consenso y es un fragmento de SEQ ID NO: 5 que codifica al menos 210 aminoacidos y que
comprende ademas una secuencia lider de IgE;

una secuencia de acido nucleico que codifica un fragmento inmunogénico de consenso de la proteina de capside
del CHIKV de consenso y es un fragmento de SEQ ID NO: 6 que codifica al menos 125 aminoacidos; y

una secuencia de acido nucleico que codifica un fragmento inmunogénico de consenso de la proteina de capside
del CHIKV de consenso y es un fragmento de SEQ ID NO: 6 que codifica al menos 125 aminoacidos y que
comprende ademas una secuencia lider de IgE.

La presente invencién también proporciona composiciones que comprenden moléculas de acido nucleico de la
invencion.

La presente invencién proporciona ademas vacunas recombinantes que comprenden un acido nucleico de la
invencion.

La invencién proporciona ademas composiciones y vacunas de la invencion para su uso en la induccion de una
respuesta inmune en un individuo contra el CHIKV.

Breve descripcion de las figuras

Figura 1: (A) Representacion esquematica de la estrategia de clonacion del gen de fusion CHIKV lider de IgE en
el vector pVax1. (B) Fotografia de gel de agarosa que muestra la banda especifica lineal del plasmido CHIKV
(envoltura E1, E2 y capside) indicada (carril 4) con la digestion doble de Kpn1 y Not1 que produjo el tamafio de
1.403 pb, 1.355 pb y 869 pb, respectivamente.

Figura 2: Caracterizacion de construcciones de CHIKV. (A) Muestra la traduccion in vitro marcada con S* de la
construccion sintetizada. Los antigenos CHIKV-E1, CHIKV-E2 y CHIKV-capside se tradujeron y se
inmunoprecipitaron usando los anticuerpos especificos de E1, E2 y capside respectivamente, y se desarrollaron
en un gel de SDS al 12 % y se sometieron a andlisis radiografico. El antigeno se desarrolla en su peso molecular
predicho, confirmando la expresion. (B) Analisis de transferencia Western de la construccion CHIKV-E1 y CHIKV-
capside en células BHK-21. Dos dias después de la transfeccién, se prepararon los lisados de células
transfectados, y la inmunotransferencia con antisuero CHIKV-E1 policlonal, que se genero en ratones, muestra la
expresion de la proteina E1 de 52 kDa y 36 kDa para la proteina de capside.

Figura 3: ELISA de anticuerpos. (A), (B) y (C) Se inmunizaron ratones C57BL/6 dos veces, cada 2 semanas, con
25 g de vector pVax1 o plasmidos CHIKV como se indica, y se sacrificaron 1 semana mas tarde. Se extrajo
suero y se sometio al analisis de la produccion total de IgG contra CHIKV-E1, CHIKV-E2 o CHIKV-capside. El
suero se incubd durante 1 h a 37 °C en placas de 96 pocillos recubiertas con 2 ug/ml de los respectivos péptidos
CHIKV, y el anticuerpo se detecté usando IgG-HRP anti-raton. Los valores representan la media (+ D.T.) de los
pocillos por duplicado.

Figura 4: Respuesta del interferén-y a la envoltura E1 mediante ELISpot. Se inmunizaron ratones C57BL/6 dos
veces, cada 2 semanas, con 25 ug del vector pVax1 o pCHIKV-E1, y se sacrificaron 1 semana mas tarde. (A) Se
recogieron los esplenocitos y se cultivaron durante la noche en presencia de R10 (control negativo) o 10 ug/ml de
uno de los cuatro grupos de péptidos, compuestos de péptidos 15-meros superpuestos en 9 aminoacidos, que
abarcaban la longitud de la proteina E1. Las respuestas a CHIKV-E1 se muestran como respuestas medias de
los grupos apilados. (B) Se recogieron los esplenocitos y se cultivaron durante la noche en presencia de R10
(control negativo) o 10 pug/ml de uno de los dieciocho grupos de péptidos, compuestos de péptidos 15-meros
superpuestos en 9 aminoacidos, que abarcaban la longitud de la proteina E1 de la matriz. Se cuantificaron las
unidades formadoras de manchas (UFM) con un lector de ELISpot automatizado, y los valores en bruto se
normalizaron a UFM por millén de esplenocitos. Los valores representan la media de los pocillos por triplicado.
Figura 5: Respuesta del interferén-y a la envoltura E2 de CHIKV mediante ELISpot. Se inmunizaron ratones
C57BL/6 dos veces, cada 2 semanas, con 25 ug del vector pVax1 o pCHIKV-E2, y se sacrificaron 1 semana mas
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tarde. (A) Se recogieron los esplenocitos y se cultivaron durante la noche en presencia de R10 (control negativo)
0 10 pg/ml de uno de los cuatro grupos de péptidos, compuestos de péptidos 15-meros superpuestos en 9
aminoacidos, que abarcaban la longitud de la proteina E2. Las respuestas a CHIKV-E2 se muestran como
respuestas medias de los grupos apilados. (B) Se recogieron los esplenocitos y se cultivaron durante la noche en
presencia de R10 (control negativo) o 10 pg/ml de uno de los dieciocho grupos de péptidos, compuestos de
péptidos 15-meros superpuestos en 9 aminoacidos, que abarcaban la longitud de la proteina E1 de la matriz. Se
cuantificaron las unidades formadoras de manchas (UFM) con un lector de ELISpot automatizado, y los valores
en bruto se normalizaron a UFM por millén de esplenocitos. Los valores representan la media de los pocillos por
triplicado.

Figura 6: Respuesta del interferon-y a la capside de CHIKV mediante ELISpot. Se inmunizaron ratones C57BL/6
dos veces, cada 2 semanas, con 25 ug del vector pVax1 o pCHIKV-capside, y se sacrificaron 1 semana mas
tarde. (A) Se recogieron los esplenocitos y se cultivaron durante la noche en presencia de R10 (control negativo)
0 10 pg/ml de uno de los cuatro grupos de péptidos, compuestos de péptidos 15-meros superpuestos en 9
aminoacidos, que abarcaban la longitud de la proteina de capside. Las respuestas a CHIKV-capside se muestran
como respuestas medias de los grupos apilados. (B) Se recogieron los esplenocitos y se cultivaron durante la
noche en presencia de R10 (control negativo) o 10 pg/ml de uno de los dieciocho grupos de péptidos,
compuestos de péptidos 15-meros superpuestos en 9 aminoacidos, que abarcaban la longitud de la proteina de
capside de la matriz. Se cuantificaron las unidades formadoras de manchas (UFM) con un lector de ELISpot
automatizado, y los valores en bruto se normalizaron a UFM por millén de esplenocitos. Los valores representan
la media de los pocillos por triplicado

Figura 7: grafico que muestra los titulos de anticuerpos neutralizantes de sueros de pacientes y del individuo
sano (no tratado previamente) hacia el virus Chikungunya medidos usando el ensayo descrito en el Ejemplo 2.

Descripcion detallada de las realizaciones preferidas

Como se usa en el presente documento, "fragmento inmunogénico de consenso" se refiere a un fragmento de una
proteina CHIKV de consenso que incluye secuencias de consenso suficientes para conferir proteccion cruzada
contra dos o mas cepas de CHIKV que no se produce cuando se usa una secuencia nativa correspondiente. En
general, los fragmentos son de 10 o mas aminoacidos de longitud. Algunas longitudes preferidas de E1 de CHIKV
son de al menos 10, al menos 15, al menos 20, al menos 25, al menos 30, al menos 35, al menos 40, al menos 45,
al menos 50, al menos 55, al menos 60, al menos 65, al menos 70, al menos 75, al menos 80, al menos 85, al
menos 90, al menos 95, al menos 100, al menos 105, al menos 110, al menos 115, al menos 120, al menos 125, al
menos 130, al menos 135, al menos 140, al menos 145, al menos 150, al menos 155, al menos 160, al menos 165,
al menos 170, al menos 175, al menos 180, al menos 185, al menos 190, al menos 195, al menos 200, al menos
205, al menos 210, al menos 215, al menos 220, al menos 225, por lo menos 230, al menos 235, al menos 240, al
menos 245, al menos 250, al menos 255, al menos 260, al menos 265, al menos 270, al menos 275, al menos 280,
al menos 285, al menos 290, al menos 295, al menos 300, al menos 305, al menos 310, al menos 315, al menos
320, al menos 325, al menos 330, al menos 335, al menos 340, al menos 345, al menos 350, al menos 355, al
menos 360, al menos 365, al menos 370, al menos 375, al menos 380, al menos 385, al menos 390, al menos 395,
al menos 400, al menos 405, al menos 410, al menos 415, al menos 420, al menos 425 o al menos 430. Algunas
longitudes preferidas de E1 de CHIKV son de 15 o menos, 20 o menos, 25 o menos, 30 o menos, 35 o menos, 40 o
menos, 45 o menos, 50 o menos, 55 o menos, 60 o menos, 65 o menos, 70 o menos, 75 o menos, 80 o menos, 85 o
menos, 90 o menos, 95 o menos, 100 o menos, 105 o menos, 110 o menos, 115 o menos, 120 o menos, 125 o
menos, 130 o menos, 135 o menos, 140 o menos, 145 o menos, 150 o menos, 155 o0 menos, 160 o menos, 165 o
menos, 170 o menos, 175 o menos, 180 o menos, 185 o menos, 190 o menos, 195 o menos, 200 o menos, 205 o
menos, 210 o menos, 215 o menos, 220 o menos, 225 o menos, 230 o menos, 235 o menos, 240 o menos, 245 o
menos, 250 o menos, 255 o menos, 260 o menos, 265 o menos, 270 o menos, 275 o menos, 280 o menos, 285 o
menos, 290 o menos, 295 o menos, 300 o menos, 305 o menos, 310 o menos, 315 o menos, 320 o menos, 325 o
menos, 330 o menos, 335 o menos, 340 o menos, 345 o menos, 350 o menos, 355 o menos, 360 o menos, 365 o
menos, 370 o menos, 375 o menos, 380 o menos, 385 o menos, 390 o menos, 395 o menos, 400 o menos, 415 o
menos, 420 o menos, 425 o menos, 430 o menos 0 435 o menos. Algunas longitudes preferidas de E2 de CHIKV
son de al menos 10, al menos 15, al menos 20, al menos 25, al menos 30, al menos 35, al menos 40, al menos 45,
al menos 50, al menos 55, al menos 60, al menos 65, al menos 70, al menos 75, al menos 80, al menos 85, al
menos 90, al menos 95, al menos 100, al menos 105, al menos 110, al menos 115, al menos 120, al menos 125, al
menos 130, al menos 135, al menos 140, al menos 145, al menos 150, al menos 155, al menos 160, al menos 165,
al menos 170, al menos 175, al menos 180, al menos 185, al menos 190, al menos 195, al menos 200, al menos
205, al menos 210, al menos 215, al menos 220, al menos 225, al menos 230, al menos 235, al menos 240, al
menos 245, al menos 250, al menos 255, al menos 260, al menos 265, al menos 270, al menos 275, al menos 280,
al menos 285, al menos 290, al menos 295, al menos 300, al menos 305, al menos 310, al menos 315, al menos
320, al menos 325, al menos 330, al menos 335, al menos 340, al menos 345, al menos 350, al menos 355, al
menos 360, al menos 365, al menos 370, al menos 375, al menos 380, al menos 385, al menos 390, al menos 395,
al menos 400, al menos 405, al menos 410, al menos 415 o al menos 420. Algunas longitudes preferidas de E2 de
CHIKV son de 15 o menos, 20 o menos, 25 o menos, 30 o menos, 35 o menos, 40 o menos, 45 o menos, 50 o
menos, 55 o0 menos, 60 o menos, 65 o menos, 70 o menos, 75 o menos, 80 o menos, 85 o menos, 90 o menos, 95 o
menos, 100 o menos, 105 o menos, 110 o menos, 115 o menos, 120 o menos, 125 o menos, 130 o menos, 135 o
menos, 140 o menos, 145 o menos, 150 o menos, 155 o menos, 160 o menos, 165 o menos, 170 o menos, 175 o
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menos, 180 o menos, 185 o menos, 190 o menos, 195 o menos, 200 o menos, 205 o menos, 210 o menos, 215 o
menos, 220 o menos, 225 o menos, 230 o menos, 235 o menos, 240 o menos, 245 o menos, 250 o menos, 255 o
menos, 260 o menos, 265 o menos, 270 o menos, 275 o menos, 280 o menos, 285 o menos, 290 o menos, 295 o
menos, 300 o menos, 305 o menos, 310 o menos, 315 o menos, 320 o menos, 325 o menos, 330 o menos, 335 o
menos, 340 o menos, 345 o menos, 350 o menos, 355 o menos, 360 o menos, 365 o menos, 370 o menos, 375 o
menos, 380 o menos, 385 o menos, 390 o menos, 395 o menos, 400 o menos, 415 o menos, 422 o menos. Algunas
longitudes preferidas de la capside de CHIKV son de al menos 10, al menos 15, al menos 20, al menos 25, al menos
30, al menos 35, al menos 40, al menos 45, al menos 50, al menos 55, al menos 60, al menos 65, al menos 70, al
menos 75, al menos 80, al menos 85, al menos 90, al menos 95, al menos 100, al menos 105, al menos 110, al
menos 115, al menos 120, al menos 125, al menos 130, al menos 135, al menos 140, al menos 145, al menos 150,
al menos 155, al menos 160, al menos 165, al menos 170, al menos 175, al menos 180, al menos 185, al menos
190, al menos 195, al menos 200, al menos 205, al menos 210, al menos 215, al menos 220, al menos 225, al
menos 230, al menos 235, al menos 240, al menos 245, al menos 250 o al menos 255. Algunas longitudes
preferidas de la capside de CHIKV son de 15 o menos, 20 o menos, 25 o menos, 30 o menos, 35 o menos, 40 o
menos, 45 o menos, 50 o menos, 55 o menos, 60 o menos, 65 o menos, 70 o menos, 75 o menos, 80 o menos, 85 o
menos, 90 o menos, 95 o menos, 100 o menos, 105 o menos, 110 o menos, 115 o menos, 120 o menos, 125 o
menos, 130 o menos, 135 o menos, 140 o menos, 145 o menos, 150 o menos, 155 o0 menos, 160 o menos, 165 o
menos, 170 o menos, 175 o menos, 180 o menos, 185 o menos, 190 o menos , 195 o menos, 200 o menos, 205 o
menos, 210 o menos, 215 o menos, 220 o menos, 225 o menos, 230 o menos, 235 o menos, 240 o menos, 245 o
menos, 250 o menos, 255 o menos o0 260 o menos. Como se usa en el parrafo del presente documento, las
referencias a tamafos de fragmentos preferidos que pretenden referirse a toda permutacion de los intervalos entre al
menos y menos de dichos intervalos pueden ser cualquier nimero expuesto como "al menos" un tamafo a cualquier
numero expuesto como un tamano "inferior a t" para proporcionar un intervalo de tamafos, tal como 20-400, 20-30,
40-100, etc. Los fragmentos usados en la invencién son como se especifican en las reivindicaciones.

Como se usa en el presente documento, la expresion "construccion genética" se refiere moléculas de ADN o ARN
que comprenden una secuencia de nucleétidos que codifica una proteina diana o una proteina inmunomoduladora.
La secuencia de codificacion incluye sefiales de inicio y terminacion unidas operativamente a elementos reguladores
que incluyen un promotor y una sefial de poliadenilacion capaz de dirigir la expresion en las células del individuo a
quien se administra la molécula de acido nucleico.

Como se usa en el presente documento, la expresion "forma expresable" se refiere a construcciones génicas que
contienen los elementos reguladores necesarios unidos operativamente a una secuencia de codificacion que codifica
una proteina diana o una proteina inmunomoduladora, de modo que cuando esta presente en la célula del individuo,
se expresara la secuencia de codificacion.

Como se usa en el presente documento, la expresion "condiciones de hibridacion rigurosas" o "condiciones
rigurosas" se refiere a condiciones en las que una molécula de acido nucleico se hibridara a otra molécula de acido
nucleico, pero no a otras secuencias. Las condiciones rigurosas dependen de la secuencia y seran diferentes en
distintas circunstancias. Las secuencias mas largas se hibridan especificamente a temperaturas mas altas. En
general, las condiciones rigurosas se seleccionan para que sean aproximadamente 5 °C inferiores al punto de fusién
térmico (Tm) para una determinada secuencia a una fuerza iénica y un pH definidos. La Tm es la temperatura (bajo
una fuerza ionica, un pH y una concentracion de acido nucleico definidos) a la que el 50 % de las sondas
complementarias a la secuencia diana se hibridan con la secuencia diana en equilibrio. Dado que, en general, las
secuencias diana estan presentes en exceso, a la Tm, el 50 % de las sondas se ocupa en equilibrio. Por lo general,
las condiciones rigurosas seran aquellas en las que la concentracion de sal es inferior a aproximadamente 1,0 M de
ion sodio, normalmente de aproximadamente 0,01 a 1,0 M de ion sodio (u otras sales) a pH de 7,0 a 8,3, y la
temperatura es de al menos aproximadamente 30 °C para las sondas, los cebadores o los oligonucleétidos cortos
(por ejemplo, de 10 a 50 nucledtidos) y de al menos aproximadamente 60 °C para las sondas, los cebadores o los
oligonucledtidos mas largos. Las condiciones rigurosas también se pueden lograr con la adicion de agentes
desestabilizantes tales como la formamida.

Como se usa en el presente documento, "homoélogas" se refiere a la homologia de secuencias entre dos secuencias
de acido nucleico o dos secuencias de aminoacidos. Dos secuencias de acido nucleico o dos secuencias de
aminoacidos que son suficientemente homdlogas para conservar la funcion inmunogénica son "homdlogas”. La
homologia de las secuencias de nucleétidos y aminoacidos se puede determinar usando FASTA, BLAST y BLAST
con huecos (Altschul et al., Nuc. Acids Res., 1997, 25, 3389) y el software PAUP* 4.0b10 (D. L. Swofford, Sinauer
Associates, Massachusetts). El "porcentaje de similitud" se calcula usando el software PAUP* 4.0b10 (D. L.
Swofford, Sinauer Associates, Massachusetts). La similitud media de la secuencia de consenso se calcula en
comparacion con todas las secuencias del arbol filogenético. En resumen, el algoritmo BLAST, que significa
herramienta de busqueda de alineamiento local basica es adecuado para determinar la similitud de secuencias
(Altschul et al., J. Mol. Biol, 1990, 215, 403-410). El software para realizar el analisis BLAST esta a disposicion del
publico a través del Centro Nacional de Informacién Biotecnoldgica (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/). Este algoritmo
implica primero la identificacion del par de secuencias de alta puntuacion (HSP) identificando palabras cortas de
longitud W en la secuencia de consulta que bien coinciden o satisfacen alguna puntuacion umbral de valor positivo T
cuando se alinean con una palabra de la misma longitud en una secuencia de la base de datos. T se refiere al
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umbral de puntuacion de palabra vecina (Altschul et al., Supra). Estos aciertos iniciales de palabra vecina actdan
como semillas para iniciar busquedas para encontrar los HSP que los contienen. Los aciertos de palabra se
extienden en ambas direcciones a lo largo de cada secuencia tan lejos como se pueda aumentar la puntuacion
acumulada de alineamiento. La extension de los aciertos de palabra en cada direccion se detiene cuando: 1) la
puntuacion de alineacion acumulativa disminuye en la cantidad X con respecto a su valor maximo alcanzado; 2) la
puntuacion acumulativa llega a cero o menos, debido a la acumulacion de una o mas alineaciones de residuos de
puntuacién negativa; o 3) se alcanza el final de cualquier secuencia. Los parametros del algoritmo BLAST W, T y X
determinan la sensibilidad y la velocidad de la alineacion. El programa BLAST usa por defecto una longitud de
palabra (W) de 11, la matriz de puntuaciéon BLOSUMG62 (véase Henikoff et al., Proc. Natl. Acad. Sci. EE.UU., 1992,
89, 10915-10919), alineamientos (B) de 50, expectativa (E) de 10, M = 5, N = 4, y una comparacion de ambas
cadenas. El algoritmo BLAST (Karlin et al., Proc. Natl. Acad. Sci. EE.UU., 1993, 90, 5873-5787) y BLAST con
huecos realizan un analisis estadistico de la similitud entre dos secuencias. Una medida de la similitud
proporcionada por el algoritmo BLAST es la probabilidad de la suma mas pequefia (P(N)), que indica la probabilidad
a la que una coincidencia entre dos secuencias de nucleotidos se produciria por casualidad. Por ejemplo, un acido
nucleico se considera similar a otro si la probabilidad de suma mas pequefia en la comparacion del acido nucleico de
ensayo con el otro acido nucleico es inferior a aproximadamente 1, preferentemente inferior a aproximadamente 0,1,
mas preferentemente inferior a aproximadamente 0,01, y lo mas preferentemente inferior a aproximadamente 0,001.

En algunas realizaciones, se proporciona una vacuna de ADN para CHIKV que se puede usar para inmunizar
individuos. La vacuna induce inmunidad tanto humoral como celular in vivo.

De acuerdo con algunas realizaciones, para desarrollar un inmunégeno con la capacidad de inducir respuestas
inmunes de reactividad cruzada contra el virus Chikungunya (CHIKV), los presentes inventores disefiaron
construcciones de consenso contra la proteina de envoltura E1 y E2, y la proteina de capside del nucleo del virus
CHIKYV. Para estas construcciones, se seleccionaron 21 secuencias entre los virus Chikungunya aislados entre 1952
y 2006 que causaron la infeccion y la muerte en seres humanos. Las secuencias de ADN escogidas para cada gen
eran de la cepa S27 (primer aislado) y de cepas de diversos paises, incluyendo aislados del brote de la isla de La
Reunioén para evitar el sesgo del muestreo. Se alinearon las secuencias de ADN, y se escogi6 el nucledtido mas
comun de cada posicion para la secuencia sintética. Se usaron las secuencias de aminoacidos deducidas para guiar
la introduccién de huecos de alineamiento de modo que se introdujeran entre los codones que mantenian el marco
de lectura. Tras la generacion de las secuencias de consenso, se afiadié una secuencia lider de IgE al extremo N-
terminal para mejorar la expresion y la secrecion, se optimizo la construcciéon mediante la optimizacion de codones y
el reemplazo de la secuencia de Kozak existente por una secuencia mas fuerte (GCCGCCACC) (Fig. 1 A). Para el
analisis, se afiadié un marcador de His al extremo C-terminal tanto de E1 como de la capside para verificar la
expresion. A continuacion, se produjeron estas construcciones en bacterias y se purificaron como se ha descrito
anteriormente para los estudios de analisis, expresion e inmunogenicidad [21]. La Fig. 1B representa la
electroforesis en gel de agarosa de las construcciones que codifican ADN de la envoltura E1y E2, y de la capside.

De acuerdo con otra realizacion, se disefié una construccion de consenso quimérica contra cada envoltura E1, E2 y
E3 del virus CHIKV. Para estas construcciones, se generaron secuencias de consenso de cada una de E1, E2 y E3,
y cada secuencia de consenso se enlazé con ofra, preferentemente con una secuencia codificante de un sitio de
escision de la proteasa. Ademas, se afiadid una secuencia lider de IgE al extremo N-terminal para mejorar la
expresion y la secrecion.

En realizaciones preferidas, las construcciones incluyen las secuencias de codificacion del CHIKV enlazadas a la
secuencia lider de IgE. Sin embargo, en algunas realizaciones, las secuencias de codificacion del CHIKV no estan
enlazadas a la secuencia lider de IgE, sino que, opcionalmente, pueden estar enlazadas a una secuencia lider
diferente.

SEQ ID NO: 1 se refiere a una secuencia de nucleétidos que codifica la proteina E1 del CHIKV de consenso
unida a una secuencia lider de IgE.

SEQ ID NO: 2 se refiere a una secuencia de nucleétidos que codifica la proteina E2 del CHIKV de consenso
unida a una secuencia lider de IgE.

SEQ ID NO: 3 se refiere a una secuencia de nucleétidos que codifica la proteina de capside del CHIKV de
consenso unida a una secuencia lider de IgE.

SEQ ID NO: 4 se refiere a una secuencia de nucleétidos que codifica la proteina E1 del CHIKV de consenso
correspondiente a SEQ ID NO: 1, pero sin la secuencia de codificacion de la secuencia lider de IgE.

SEQ ID NO: 5 se refiere a una secuencia de nucledtidos que codifica la proteina E2 del CHIKV de consenso
correspondiente a SEQ ID NO: 2, pero sin la secuencia de codificacion de la secuencia lider de IgE.

SEQ ID NO: 6 se refiere a una secuencia de nucleétidos que codifica la proteina de capside del CHIKV de
consenso correspondiente a SEQ ID NO: 3, pero sin la secuencia de codificacion de la secuencia lider de IgE.
SEQ ID NO: 7 se refiere a la secuencia de aminoacidos codificada por SEQ ID NO: 1 que es la proteina E1 del
CHIKV de consenso con la secuencia lider de IgE.

SEQ ID NO: 8 se refiere a la secuencia de aminoacidos codificada por SEQ ID NO: 2 que es la proteina E2 del
CHIKV de consenso con la secuencia lider de IgE.

SEQ ID NO: 9 se refiere a la secuencia de aminoacidos codificada por SEQ ID NO: 3 que es la proteina de
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capside del CHIKV de consenso con la secuencia lider de IgE.

SEQ ID NO: 10 se refiere a la secuencia de aminoacidos codificada por SEQ ID NO: 4 que es la proteina E1 del
CHIKV de consenso sin la secuencia lider de IgE.

SEQ ID NO: 11 se refiere a la secuencia de aminoacidos codificada por SEQ ID NO: 5 que es la proteina E2 del
CHIKV de consenso sin la secuencia lider de IgE.

SEQ ID NO: 12 se refiere a la secuencia de aminoacidos codificada por SEQ ID NO: 6 que es la proteina de
capside del CHIKV de consenso sin la secuencia lider de IgE.

SEQ ID NO: 13 se refiere a una secuencia de nucleétidos que codifica Env de consenso, que es secuencia de
Kozak-secuencia lider de IgE-secuencia de codificacion de CHIKV-E3-sitio de escisién-secuencia de codificacion
de CHIKV-E2-sitio de escision-secuencia de codificacion de CHIKV-E1-sefal de detencidn-sefial de detencion.
SEQ ID NO: 14 se refiere a la secuencia de aminoacidos codificada SEQ ID NO: 13, que es la secuencia de la
proteina Env de consenso que es secuencia lider de IgE-CHIKV-E3-sitio de escision-CHIKV-E2-sitio de escision-
secuencia de codificacion de CHIKV-E1.

SEQ ID NO: 15 se refiere a una secuencia de nucleétidos que codifica Env de consenso correspondiente a SEQ
ID NO: 13, pero sin la secuencia lider de IgE, es decir, secuencia de codificacion de CHIKV-E3-sitio de escision-
secuencia de codificacion de CHIKV-E2-sitio de escisidon-secuencia de codificacion de CHIKV-E1-sefial de
detencidén-sefial de detencion.

SEQ ID NO: 16 se refiere a la secuencia de aminoacidos codificada por SEQ ID NO: 15, que es la secuencia de
la proteina Env de consenso sin la secuencia lider de IgE, es decir, CHIKV-E3-sitio de escision-CHIKV-E2-sitio
de escisidon-secuencia de codificacion de CHIKV-E1.

SEQ ID NO: 17 se refiere a la secuencia de aminoacidos de la secuencia lider de IgE. GCCGCCACC es una
secuencia de Kozak preferida.

Cuando las moléculas de acido nucleico que codifican las proteinas de consenso son absorbidas por las células del
individuo, las secuencias de nucledtidos que codifican las proteinas de consenso se expresan en las células, y, por
lo tanto, las proteinas se administran al individuo. Los aspectos de la divulgacién proporcionan métodos de
administracion de las secuencias de codificacion de las proteinas de consenso sobre un plasmido; o como parte de
vacunas recombinantes y como parte de las vacunas atenuadas.

De acuerdo con algunos aspectos de la presente invencion, se proporcionan composiciones y usos que inmunizan
profilactica y/o terapéuticamente a un individuo contra el CHIKV. La vacuna puede ser cualquier tipo de vacuna tal
COmo una vacuna viva atenuada, una vacuna recombinante, o una vacuna de acido nucleico o de ADN.

En algunas realizaciones, la vacuna comprende una, dos o las tres proteinas de consenso. En algunas
realizaciones, la vacuna comprende secuencias de codificacion de dos proteinas de consenso de la misma molécula
de acido nucleico. En algunas realizaciones, la vacuna comprende secuencias de codificacion de dos proteinas de
consenso de dos moléculas de acido nucleico diferentes. En algunas realizaciones, la vacuna comprende
secuencias de codificacion de tres proteinas de consenso de la misma molécula de acido nucleico. En algunas
realizaciones, la vacuna comprende secuencias de codificacion de tres proteinas de consenso, en la que las
secuencias de codificacion de dos estan en la misma molécula de acido nucleico y las secuencias de codificaciéon de
la tercera estan en una segunda molécula de acido nucleico. Por ejemplo, una molécula de acido nucleico
comprende las secuencias de codificacion de E1y E2, y la otra comprende secuencias de codificacion de la capside;
o una molécula de acido nucleico comprende secuencias de codificacion de E1 y de la capside, y la otra comprende
secuencias de codificacién de E2, o una molécula de acido nucleico comprende las secuencias de codificacion de
E2 y la capside, y la otra comprende secuencias de codificacion de E1. En algunas realizaciones, la vacuna
comprende secuencias de codificacion de tres proteinas de consenso en las que hay tres moléculas de acido
nucleico diferentes y cada una comprende una secuencia de codificacion diferente.

En algunas realizaciones, la secuencia de codificacion de E1 de consenso que incluye la secuencia lider de IgE es
SEQ ID NO: 1. En algunas realizaciones, la secuencia de codificacion de E1 de consenso sin la secuencia lider de
IgE es SEQ ID NO: 4. En algunas realizaciones, la proteina E1 de consenso con la secuencia lider de IgE es SEQ ID
NO: 7 o un fragmento de la misma. En algunas realizaciones, la proteina E1 de consenso es SEQ ID NO: 10 o un
fragmento de la misma. En algunas realizaciones, la proteina E1 de consenso con la secuencia lider de IgE es un
80 %, 90 %, 95 %, 98 % 0 99 % homodloga a SEQ ID NO: 7. En algunas realizaciones, la proteina E1 de consenso
sin secuencia lider de IgE es un 80 %, 90 %, 95 %, 98 % o 99 % homodloga a SEQ ID NO: 10. En algunas
realizaciones, la secuencia de codificacion de E2 de consenso que incluye la secuencia lider de IgE es SEQ ID NO:
2. En algunas realizaciones, la secuencia de codificacion de E2 de consenso sin la secuencia lider de IgE es SEQ ID
NO: 5. En algunas realizaciones, la proteina E2 de consenso con la secuencia lider de IgE es SEQ ID NO: 8 o un
fragmento de la misma. En algunas realizaciones, la proteina E2 de consenso es SEQ ID NO: 11 o un fragmento de
la misma. En algunas realizaciones, la proteina E2 de consenso con la secuencia lider de IgE es un 80 %, 90 %,
95 %, 98 % 0 99 % homodloga a SEQ ID NO: 7. En algunas realizaciones, la proteina E1 de consenso sin secuencia
lider de IgE es un 80 %, 90 %, 95 %, 98 % o 99 % homologa a SEQ ID NO: 11. En algunas realizaciones, la
secuencia de codificacion de la capside de consenso que incluye la secuencia lider de IgE es SEQ ID NO: 3. En
algunas realizaciones, la secuencia de codificacion de E1 de consenso sin la secuencia lider de IgE es SEQ ID NO:
6. En algunas realizaciones, la proteina E1 de consenso con la secuencia lider de IgE es SEQ ID NO: 9 o un
fragmento de la misma. En algunas realizaciones, la proteina E1 de consenso es SEQ ID NO: 120 un fragmento de
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la misma. En algunas realizaciones, la proteina E1 de consenso con la secuencia lider de IgE es un 80 %, 90 %,
95 %, 98 % 0 99 % homologa a SEQ ID NO: 9 En algunas realizaciones, la proteina E1 de consenso sin secuencia
lider de IgE es un 80 %, 90 %, 95 %, 98 % 0 99 % homdloga a SEQ ID NO: 12.

Puede haber multiples genes en una sola molécula de acido nucleico o multiples moléculas de acido nucleico. Por
ejemplo, una molécula de acido nucleico comprende secuencias de codificacion de E1 y E2, y la otra comprende
secuencias de codificacion de la capside; o una molécula de acido nucleico comprende secuencias de codificacion
de E1 y la capside, y la otra comprende secuencias de codificacion de E2, o una molécula de acido nucleico
comprende secuencias de codificacion de E2 y la capside, y la otra comprende secuencias de codificacion de E1. En
algunas realizaciones, la vacuna comprende secuencias de codificacion de tres proteinas de consenso en las que
hay tres moléculas de acido nucleico diferentes, y cada una comprende una secuencia de codificacién diferente. La
vacuna puede comprender una combinacion de dos 0 mas secuencias de consenso para E1, E2 y la capside.

En algunas realizaciones, las vacunas comprenden una Env de consenso del CHIKV que comprende E1, E2 y E3
unidas entre si como un Unico gen quimérico. En algunas realizaciones, las secuencias de consenso individuales
estan unidas entre si con secuencias que codifican un sitio de escision de la proteasa. En algunas realizaciones, el
gen quimérico comprende fragmentos de cada una de E1, E2 y E3, de modo que la expresion del gen quimérico en
un individuo genera una respuesta inmunitaria contra cada una de E1, E2 y E3. En algunas realizaciones, el gen
quimérico comprende SEQ ID NO: 13 o un fragmento de la misma que comprende suficientes secuencias para que
la expresion de la proteina en un individuo genere una respuesta inmunitaria contra cada una de E1, E2 y E3. En
algunas realizaciones, el gen quimérico comprende una secuencia de acido nucleico que es al menos un 90 %
homodloga a SEQ ID NO: 13 o un fragmento de la misma que comprende suficientes secuencias para que la
expresion de la proteina en un individuo genere una respuesta inmunitaria contra cada una de E1, E2 y E3. En
algunas realizaciones, el gen quimérico comprende una secuencia de acido nucleico que es al menos un 95 %
homoéloga a SEQ ID NO: 13 o un fragmento de la misma que comprende suficientes secuencias para que la
expresion de la proteina en un individuo genere una respuesta inmunitaria contra cada una de E1, E2 y E3. En
algunas realizaciones, el gen quimérico comprende una secuencia de acido nucleico que es al menos un 98 %
homoéloga a SEQ ID NO: 13 o un fragmento de la misma que comprende suficientes secuencias para que la
expresion de la proteina en un individuo genere una respuesta inmunitaria contra cada una de E1, E2 y E3. En
algunas realizaciones, el gen quimérico comprende una secuencia de acido nucleico que es al menos un 99 %
homologa a SEQ ID NO: 13 o un fragmento de la misma que comprende suficientes secuencias para que la
expresion de la proteina en un individuo genere una respuesta inmunitaria contra cada una de E1, E2 y E3. En
algunas realizaciones, el gen quimérico comprende SEQ ID NO: 15 o un fragmento de la misma que comprende
suficientes secuencias para que la expresion de la proteina en un individuo genere una respuesta inmunitaria contra
cada uno de E1, E2 y E3. En algunas realizaciones, el gen quimérico comprende una secuencia de acido nucleico
que es al menos un 90 % homodloga a SEQ ID NO: 15 o un fragmento de la misma que comprende suficientes
secuencias para que la expresion de la proteina en un individuo genere una respuesta inmunitaria contra cada una
de E1, E2 y E3. En algunas realizaciones, el gen quimérico comprende una secuencia de acido nucleico que es al
menos un 95 % homologa a SEQ ID NO: 15 o un fragmento de la misma que comprende suficientes secuencias
para que la expresion de la proteina en un individuo genere una respuesta inmunitaria contra cada una de E1, E2 y
E3. En algunas realizaciones, el gen quimérico comprende una secuencia de acido nucleico que es al menos un
98 % homdloga a SEQ ID NO: 15 o un fragmento de la misma que comprende suficientes secuencias para que la
expresion de la proteina en un individuo genere una respuesta inmunitaria contra cada una de E1, E2 y E3. En
algunas realizaciones, el gen quimérico comprende una secuencia de acido nucleico que es al menos un 99 %
homdloga a SEQ ID NO: 15 o un fragmento de la misma que comprende suficientes secuencias para que la
expresion de la proteina en un individuo genere una respuesta inmunitaria contra cada uno de E1, E2 y ES3.

En algunas realizaciones, las vacunas comprenden una Env del CHIKV de consenso que codifica secuencias de
aminoacidos de consenso para E1, E2 y E3 unidas entre si. En algunas realizaciones, las secuencias de consenso
individuales estan unidas entre si con secuencias que codifican un sitio de escision de la proteasa. En algunas
realizaciones, el gen quimérico codifica fragmentos de cada una de E1, E2 y ES3, siendo las secuencias de
aminoacidos codificadas de ese modo inmunogénicas e inductoras de una respuesta inmunitaria contra cada una de
E1, E2 y E3. En algunas realizaciones, la proteina Env del CHIKV de consenso comprende la SEQ ID NO: 14 o un
fragmento de la misma que comprende suficientes secuencias, siendo las secuencias de aminoacidos codificadas
de ese modo inmunogénicas e inductoras de una respuesta inmunitaria contra cada una de E1, E2 y E3. En algunas
realizaciones, la proteina Env del CHIKV de consenso comprende una secuencia de aminoacidos que es al menos
un 85 % homodloga a SEQ ID NO: 14 o un fragmento de la misma, siendo las secuencias de aminoacidos codificadas
de ese modo inmunogénicas e inductoras de una respuesta inmunitaria contra cada una de E1, E2 y E3. En algunas
realizaciones, la proteina Env del CHIKV de consenso comprende una secuencia de aminoacidos que es al menos
un 90 % homdloga a SEQ ID NO: 14 o un fragmento de la misma, siendo las secuencias de aminoacidos codificadas
de ese modo inmunogénicas e inductoras de una respuesta inmunitaria contra cada una de E1, E2 y E3. En algunas
realizaciones, la proteina Env del CHIKV de consenso comprende una secuencia de aminoacidos que es al menos
un 95 % homodloga a SEQ ID NO: 14 o un fragmento de la misma, siendo las secuencias de aminoacidos codificadas
de ese modo inmunogénicas e inductoras de una respuesta inmunitaria contra cada una de E1, E2 y E3. En algunas
realizaciones, la proteina Env del CHIKV de consenso comprende una secuencia de aminoacidos que es al menos
un 98 % homodloga a SEQ ID NO: 14 o un fragmento de la misma, siendo las secuencias de aminoacidos codificadas
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de ese modo inmunogénicas e inductoras de una respuesta inmunitaria contra cada una de E1, E2 y E3. En algunas
realizaciones, la proteina Env del CHIKV de consenso comprende una secuencia de aminoacidos que es al menos
un 99 % homodloga a SEQ ID NO: 14 o un fragmento de la misma, siendo las secuencias de aminoacidos codificadas
de ese modo inmunogénicas e inductoras de una respuesta inmunitaria contra cada una de E1, E2 y E3. En algunas
realizaciones, la proteina Env del CHIKV de consenso comprende una secuencia de aminoacidos que es al menos
un 85 % homodloga a SEQ ID NO: 16 o un fragmento de la misma, siendo las secuencias de aminoacidos codificadas
de ese modo inmunogénicas e inductoras de una respuesta inmunitaria contra cada una de E1, E2 y E3. En algunas
realizaciones, la proteina Env del CHIKV de consenso comprende una secuencia de aminoacidos que es al menos
un 90 % homodloga a SEQ ID NO: 16 o un fragmento de la misma, siendo las secuencias de aminoacidos codificadas
de ese modo inmunogénicas e inductoras de una respuesta inmunitaria contra cada una de E1, E2 y E3. En algunas
realizaciones, la proteina Env del CHIKV de consenso comprende una secuencia de aminoacidos que es al menos
un 95 % homodloga a SEQ ID NO: 16 o un fragmento de la misma, siendo las secuencias de aminoacidos codificadas
de ese modo inmunogénicas e inductoras de una respuesta inmunitaria contra cada una de E1, E2 y E3. En algunas
realizaciones, la proteina Env del CHIKV de consenso comprende una secuencia de aminoacidos que es al menos
un 98 % homadloga a SEQ ID NO: 16 o un fragmento de la misma, siendo las secuencias de aminoacidos codificadas
de ese modo inmunogénicas e inductoras de una respuesta inmunitaria contra cada una de E1, E2 y E3. En algunas
realizaciones, la proteina Env del CHIKV de consenso comprende una secuencia de aminoacidos que es al menos
un 99 % homodloga a SEQ ID NO: 14 o un fragmento de la misma, siendo las secuencias de aminoacidos codificadas
de ese modo inmunogénicas e inductoras de una respuesta inmunitaria contra cada una de E1, E2 y E3.

Las moléculas de acido nucleico pueden administrarse usando cualquiera de varias tecnologias bien conocidas,
incluyendo la inyeccién de ADN (también denominada vacunacion de ADN), vectores recombinantes tales como
adenovirus recombinante, virus asociado a adenovirus recombinante y virus vaccinia recombinante.

Las vacunas de ADN se describen en las patentes de EE.UU. n.° 5.593.972, 5.739.118, 5.817.637, 5.830.876,
5.962.428, 5.981.505, 5.580.859, 5.703.055, 5.676.594, y las solicitudes prioritarias citadas en las mismas. Ademas
de los protocolos de administracion descritos en estas solicitudes, en las patentes de EE.UU. n.° 4.945.050 y
5.036.006, se describen métodos alternativos de administracion de ADN.

Las vias de administracion incluyen, pero sin limitacion, la via intramuscular, intranasal, intraperitoneal, intradérmica,
subcutanea, intravenosa, intraarterial, intraocular y oral, asi como la via topica, transdérmica, por inhalacién o
supositorio, o al tejido mucoso tal como mediante lavado del tejido vaginal, rectal, uretral, bucal y sublingual. Las
vias preferidas de administracion incluyen inyeccion en el tejido mucoso, intramuscular, intraperitoneal, intradérmica
y subcutanea. Las construcciones genéticas pueden administrarse por medios que incluyen, pero sin limitacion,
jeringas tradicionales, dispositivos de inyeccion sin aguja o "pistolas génicas de bombardeo de microproyectiles”.

Segun lo descrito en las patentes de EE.UU. n.° 5.273.525, 5.439.440, 5.702.359, 5.810.762, 5.993.434, 6.014.584,
6.055.453, 6.068.650, 6.110.161, 6.120.493, 6.135.990, 6.181.964, 6.216.034, 6.233.482, 6.241.701, 6.347.247,
6.418.341, 6.451.002, 6.516.223, 6.567.694, 6.569.149, 6.610.044, 6.654.636, 6.678.556, 6.697.669, 6.763.264,
6.778.853, 6.865.416, 6.939.862 y 6.958.060, otra via de administracion implica el uso de la electroporacion para
administrar la construccion genética.

Los ejemplos de dispositivos de electroporacion y métodos de electroporacion preferidos para facilitar la
administracion de las vacunas de ADN incluyen los descritos en la patente de EE.UU. n.° 7.245.963 de Draghia-Akli,
et al., la publicacién de patente de EE.UU. 2005/0052630 presentada por Smith, et al. También se prefieren los
dispositivos de electroporacion y los métodos de electroporacion para facilitar la administracion de las vacunas de
ADN proporcionados en la solicitud de patente de EE.UU., en tramite junto con la presente y del mismo propietario
que la presente, con n.° de serie 11/874072, presentada el 17 de octubre de 2007, que reivindica el beneficio en
virtud de 35 USC 119(e) con respecto a las solicitudes provisional de EE.UU. con n.° de serie 60/852.149,
presentada el 17 de octubre de 2006, y 60/978.982, presentada el 10 de octubre de 2007.

A continuacion, se presenta un ejemplo de una realizacion en la que se usa la tecnologia de electroporacion, y que
se describe en mas detalle en las referencias de patentes citadas anteriormente: los dispositivos de electroporacion
se pueden configurar para administrar en un tejido deseado de un mamifero un pulso de energia que produzca una
corriente constante similar a una entrada de corriente preestablecida por un usuario. El dispositivo de
electroporacion comprende un componente de electroporacion y un conjunto de electrodos o mango. El componente
de electroporacién puede incluir e incorporar uno o mas de los diversos elementos de los dispositivos de
electroporacion, incluyendo: controlador, generador de formas de onda de corriente, medidor de la impedancia,
dispositivo de registro de formas de onda, elemento de entrada, elemento de informacién del estado, puerto de
comunicacion, componente de memoria, fuente de alimentacién e interruptor de encendido. EI componente de
electroporacién puede funcionar como un elemento de los dispositivos de electroporacion, siendo el resto de
elementos (o0 componentes) separados comunicados con el componente de electroporacion. En algunas
realizaciones, el componente de electroporacién puede funcionar como mas de un elemento de los dispositivos de
electroporacién, pudiendo estar comunicado con otros elementos mas de los dispositivos de electroporacion
separados del componente de electroporacion. El uso de la tecnologia de electroporacion para administrar las
vacunas no esta limitado por los elementos de los dispositivos de electroporacion existentes como partes de un
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dispositivo electromecanico o mecanico, pues los elementos pueden funcionar como un dispositivo o como
elementos separados comunicados entre si. EI componente de electroporacién es capaz de administrar el pulso de
energia que produce la corriente constante en el tejido deseado, e incluye un mecanismo de retroalimentacion. El
conjunto de electrodos incluye un grupo de electrodos que tiene una pluralidad de electrodos en una disposicion
espacial, en el que el conjunto de electrodos recibe el pulso de energia desde el componente de electroporacion y
administra el mismo al tejido deseado a través de los electrodos. Al menos uno de la pluralidad de electrodos es
neutro durante la administracion del pulso de energia, y mide la impedancia en el tejido deseado y comunica la
impedancia al componente de electroporacién. EI mecanismo de retroalimentacion puede recibir la impedancia
medida y puede ajustar el pulso de la energia administrado por el componente de electroporacion para mantener la
corriente constante.

En algunas realizaciones, la pluralidad de electrodos puede administrar el pulso de energia en un patron
descentralizado. En algunas realizaciones, la pluralidad de electrodos puede administrar el pulso de energia en el
patron descentralizado a través del control de los electrodos en virtud de una secuencia programada, y la secuencia
programada es introducida por un usuario en el componente de electroporacién. En algunas realizaciones, la
secuencia programada comprende una pluralidad de pulsos administrados por orden, en el que cada pulso de la
pluralidad de pulsos es administrado por al menos dos electrodos activos con un electrodo neutro que mide la
impedancia, y en el que un pulso subsiguiente de la pluralidad de pulsos es administrado por uno diferente de al
menos dos electrodos activos con un electrodo neutro que mide la impedancia.

En algunas realizaciones, el mecanismo de retroalimentacion se realiza por hardware o software. Preferentemente,
el mecanismo de retroalimentacion se realiza con un circuito de bucle cerrado analdgico. Preferentemente, esta
retroalimentacién se produce cada 50 us, 20 us, 10 us o 1 us, pero es preferentemente una retroalimentacion en
tiempo real o instantanea (es decir, esencialmente instantanea segun lo determinado mediante técnicas disponibles
para la determinacion del tiempo de respuesta). En algunas realizaciones, el electrodo neutro mide la impedancia en
el tejido deseado y comunica la impedancia al mecanismo de retroalimentacion, y el mecanismo de
retroalimentacion responde a la impedancia y ajusta el pulso de energia para mantener la corriente constante en un
valor similar al valor deseado. En algunas realizaciones, el mecanismo de retroalimentaciéon mantiene la corriente
constante de forma continua e instantanea durante la administracion del pulso de energia.

Cuando es absorbida por una célula, la una o mas construcciones genéticas pueden permanecer presentes en la
célula como una molécula extracromosémica funcional. EIl ADN puede introducirse en las células, donde esta
presente de forma transitoria, en forma de un plasmido o plasmidos. Como alternativa, se puede administrar ARN a
la célula. También se contempla proporcionar la construccién genética como un minicromosoma lineal que incluye
un centrémero, teldmeros y un origen de replicacion. Las construcciones génicas pueden formar parte del material
genético en microorganismos vivos atenuados o vectores microbianos recombinantes que se administran a los
sujetos. Las construcciones génicas pueden formar parte de genomas de vacunas virales recombinantes en las que
el material genético se mantiene extracromosémico. Las construcciones genéticas incluyen elementos reguladores
necesarios para la expresion génica de una molécula de acido nucleico. Los elementos incluyen: un promotor, un
codon de iniciacion, un codon de parada y una sefial de poliadenilacion. Ademas, los potenciadores suelen requerir
la expresion génica de la secuencia que codifica la proteina diana o la proteina inmunomoduladora. Es necesario
que estos elementos se unan operativamente a la secuencia que codifica las proteinas deseadas y que los
elementos reguladores sean operativos en el individuo en el que se administran.

Un coddn de iniciacion y un codon de parada se consideran, en general, parte de una secuencia de nucleétidos que
codifica la proteina deseada. Sin embargo, es necesario que estos elementos sean funcionales en el individuo al que
se administra la construccion génica. Los codones de iniciacion y terminacion deben estar en fase con la secuencia
de codificacion.

Los promotores y las sefiales de poliadenilacion usados deben ser funcionales dentro de las células del individuo.

Los ejemplos de promotores Utiles para poner en practica la presente invencion, especialmente en la produccion de
una vacuna genética para seres humanos, incluyen, pero sin limitacion, los promotores del virus de simio 40 (SV40),
el promotor del virus del tumor de mama de raton (MMTV), Virus de la Inmunodeficiencia Humana (MV) tal como el
promotor de repeticion terminal larga (LTR) del BIV, virus de Moloney, ALV, citomegalovirus (CMV) tales como el
promotor temprano inmediato del CMV, virus de Epstein Barr (EBV), virus del sarcoma de Rous (RSV), asi como
promotores de genes humanos tales como actina humana, miosina humana, hemoglobina humana, creatina de
musculo humano y metalotioneina humana.

Los ejemplos de sefales de poliadenilacion utiles para poner en practica la presente invencion, especialmente en la
produccion de una vacuna genética para seres humanos, incluyen, pero sin limitacion, las sefiales de poliadenilacion
de SV40, la sefial de poliadenilacion de la hormona de crecimiento bovina (bgh-PolyA) y sefiales de poliadenilacion
de LTR. En particular, se usa la sefial de poliadenilacién de SV40 que esta en el plasmido pCEP4 (Invitrogen, San
Diego Calif.), conocida como sefial de poliadenilacion de SV40.
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Ademas de los elementos reguladores requeridos para la expresion del ADN, también se pueden incluir otros
elementos en la molécula de ADN. Dichos elementos adicionales incluyen potenciadores. El potenciador puede
seleccionarse del grupo que incluye, pero sin limitacion: actina humana, miosina humana, hemoglobina humana,
creatina de musculo humano y potenciadores virales tales como los del CMV, RSV y EBV.

Las construcciones genéticas pueden recibir un origen de replicacion de mamifero para mantener la construccion
extracromosomicamente y producir multiples copias de la construccion en la célula. Los plasmidos pVAX1, pCEP4 y
pREP4 de Invitrogen (San Diego, Calif.) contienen el origen de replicacion del virus de Epstein Barr y la region de
codificacion del antigeno nuclear EBNA-1, que produce la replicacién episomal de alto nimero de copias sin
integracion.

En algunas realizaciones preferidas relacionadas con las aplicaciones de inmunizacion, se administran una o mas
moléculas de acido nucleico que incluyen secuencias de nucleétidos que codifican una proteina de consenso vy,
ademas, genes de proteinas que mejoran alin mas la respuesta inmune contra dichas proteinas diana. Los ejemplos
de dichos genes son aquellos que codifican otras citocinas y linfocinas tales como alfa-interferon, gamma-interferdn,
factor de crecimiento derivado de plaquetas (PDGF), TNF, GM-CSF, factor de crecimiento epidérmico (EGF), IL-1,
IL-2, IL-4, IL-6, IL-10, IL-12, IL-15, IL-28, incluyendo IL-15, que tiene la secuencia de sefial eliminada e incluyendo,
opcionalmente, el péptido sefial de IgE.

Las composiciones usadas en los métodos pueden comprender ademas una o mas de las siguientes proteinas y/o
moléculas de acido nucleico que codifican dichas proteinas, como se establece en el documento de EE.UU. n.° de
serie 10/139.423, que corresponde a la publicacion de EE.UU. n.° 20030176378: antigenos del Complejo Mayor de
Histocompatibilidad que incluyen el antigeno de clase | del Complejo Mayor de Histocompatibilidad o el antigeno de
clase Il del Complejo Mayor de Histocompatibilidad; receptores del dominio de muerte incluyendo, pero sin
limitacién, Apo-1, Fas, TNFR-1, p55, WSL-1, DR3, TRAMP, Apo-3, AIR, LARD, NGRF, DR4, DR5, KILLER, TRAIL-
R2, TRICK2 y DR6; sefiales de muerte, es decir, proteinas que interactian con los receptores del dominio de
muerte, incluyendo, pero sin limitacion FADD, FAP-1, TRADD, RIP, FLICE y RAIDD; o las sefiales de muerte que
incluyen ligandos que se unen a receptores del dominio de muerte e inician la apoptosis incluyendo, pero sin
limitacion, FAS-L y TNF; y mediadores que interactian con los receptores del dominio de muerte, incluyendo, pero
sin limitaciéon, FADD, MORT1 y MyD88; toxinas que incluyen proteinas que destruyen células tales como, pero sin
limitacién, venenos de insecto y de serpiente, endotoxinas bacterianas tales como endotoxina de Psuedomoneus,
ribosoma bicatenaria que inactiva proteinas tales como la ricina, incluyendo la toxina monocatenaria y la gelonina.

Las composiciones usadas en los métodos pueden comprender ademas una o mas de las siguientes proteinas y/o
moléculas de acido nucleico que codifican dichas proteinas, como se establece en el documento de EE.UU. n.° de
serie 10/560.650, que corresponde a la publicacion de EE.UU. n.° 20070041941: IL-15, que incluye proteinas de
fusiéon que comprenden el péptido sefal no IL-15 enlazado con secuencias de proteina IL-15 tales como proteinas
de fusidon que comprenden un péptido sefal de IgE enlazado con secuencias de proteina IL-15, CD40L, TRAIL;
TRAILrecDRC5, TRAIL-R2, TRAIL-R3, TRAIL-R4, RANK, ligando de RANK, Ox40, ligando de Ox40, NKG2D,
F461811 o MICA, MICB, NKG2A, NKG2B, NKG2C, NKG2E, NKG2F, CD30, CD153 (CD30L), Fos, c-jun, Sp-1, Ap1,
Ap-2, p38, p65Rel, MyD88, IRAK, TRAFS6, IkB, NIK, SAP K, SAP1, JNK2, JNK1B2, JNK1B1, JNK2B2, JNK2B1,
JNK1A2, JNK2A1, JNK3A1, JNK3A2, NF-kappa-B2, forma de corte y empalme de p49, NF-kappa-B2, forma de corte
y empalme de p1000, NF-kappa-B2, forma de corte y empalme de p105, precursor de la cadena de 50 K de NF-
kappa-B, p50 de NFkB, IL-1alfa humana, IL-2 humana, IL-4 humana, IL-4 murina, IL-5 humana, IL-10 humana, IL-15
humana, IL-18 humana, TNF-alfa humano, TNF-beta humano, interleucina 12 humana, MadCAM-1, IL-7 de NGF,
VEGF, TNF-R, Fas, CD40L, IL-4, CSF, G-CSF, GM-CSF, M-CSF, LFA-3, ICAM-3, ICAM-2, ICAM-1, PECAM,
P150.95, Mac-1, LFA-1, CD34, RANTES, IL-8, MIP-1alfa, E-selecton, CD2, MCP-1, L-selecton, P-selecton, FLT,
Apo-1, Fas, TNFR-1, p55, WSL-1, DR3, TRAMP, Apo-3, AIR, LARD, NGRF, DR4 (TRAIL), DR5, KILLER, TRAIL-R2,
TRICK2, DR, ICE, VLA-1y CD86 (B7.2)

Las composiciones usadas en los métodos pueden comprender ademas una o mas de las siguientes proteinas y/o
moléculas de acido nucleico que codifican dichas proteinas, como se establece en el documento de EE.UU. n.° de
serie 10/560.653, que corresponde a la publicacion de EE.UU. n.° 20070104686: Fos, c-jun, Sp-1, Ap-1, Ap-2, p38,
p65Rel, MyD88, IRAK, TRAFS6, IkB, NIK inactiva, SAP K, SAP-1, JNK, genes de respuesta al interferon, NFkB, Bax,
TRAIL, TRAILrec, TRAILrecDRC5, TRAIL-R3, TRAIL-R4, RANK, RANK LIGAND, 0x40, 0x40 LIGAND, NKG2D,
MICA, MICB, NKG2A, NKG2B, NKG2C, NKG2E, NKG2F, TAP1 y TAP2.

Se puede afiadir un elemento adicional que sirva como diana para la destruccién de células si, por cualquier motivo,
se desean eliminar las células que reciben la construccion genética. Se puede incluir en la construccion genética un
gen de la timidina quinasa (tk) del herpes en una forma expresable. Se puede administrar el farmaco ganciclovir al
individuo, y ese farmaco causara la muerte selectiva de cualquier célula productora de tk, proporcionando asi los
medios para la destruccion selectiva de las células con la construccion genética.

Para maximizar la produccion de proteinas, se pueden seleccionar secuencias reguladoras que sean muy

adecuadas para la expresion de genes en las células en las que se administra la construccion. Por otra parte, se
pueden seleccionar codones que se transcriban mas eficazmente en la célula. Un experto en la materia puede
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producir construcciones de ADN que sean funcionales en las células.

En algunas realizaciones, se pueden proporcionar construcciones de genes para producir secuencias de codificacion
de las proteinas inmunomoduladoras descritas en el presente documento unidas al péptido sefial de IgE.

Una realizacion de la presente invenciéon proporciona moléculas de acido nucleico para la administracion por via
intramuscular, intranasal, intraperitoneal, subcutanea, intradérmica o tépica, o para la administracion por lavado al
tejido mucoso seleccionada del grupo que consiste en administracion por inhalacion, vaginal, rectal, uretral, bucal y
sublingual.

En algunas realizaciones, la molécula de &acido nucleico se administra a las células conjuntamente con la
administracion de un potenciador de la funcion del polinucleétido o un agente facilitador de vacunas genéticas. Los
potenciadores de la funcién de los polinucleétidos se describen en las patentes de EE.UU. n.° 5593.972 y
5.962.428. Los agentes facilitadores de vacunas genéticas se describen en la patente de EE.UU. n.® 5.739.118. Los
coagentes que se administran conjuntamente con moléculas de acido nucleico pueden administrarse como una
mezcla con la molécula de acido nucleico o administrarse por separado simultaneamente, antes o después de la
administracion de las moléculas de acido nucleico. Ademas, también se pueden administrar en combinacién con la
construccion genética otros agentes que pueden funcionar como agentes de transfeccion y/o agentes de replicacion
y/o agentes inflamatorios, y que pueden administrarse junto con un potenciador de la funcidon del polinucledtido
incluyendo factores de crecimiento, citocinas y linfocinas tales como a-interferén, gamma-interferén, GM-CSF, factor
de crecimiento derivado de plaquetas (PDGF), TNF, factor de crecimiento epidérmico (EGF), IL-1, IL-2, IL-4, IL-6, IL-
10, IL-12 e IL-15, asi como factor de crecimiento de fibroblastos, agentes tensioactivos tales como complejos
inmunoestimulantes (ISCOM), analogo de LPS, incluyendo monofosforil lipido A (WL), péptidos de muramilo,
analogos de quinona y vesiculas tales como escualeno, y escualeno y acido hialurénico. En algunas realizaciones,
se puede usar una proteina inmunomoduladora como potenciador de la funcion del polinucleétido. En algunas
realizaciones, la molécula de acido nucleico se proporciona en asociacion con poli(lactida-co-glicélido) (PLG), para
mejorar la administracion/absorcion.

Las composiciones farmacéuticas de acuerdo con la presente invencion comprenden de aproximadamente 1
nanogramo a aproximadamente 2.000 microgramos de ADN. En algunas realizaciones preferidas, las composiciones
farmacéuticas de acuerdo con la presente invencidon comprenden de aproximadamente 5 nanogramos a
aproximadamente 1.000 microgramos de ADN. En algunas realizaciones preferidas, las composiciones
farmacéuticas contienen de aproximadamente 10 nanogramos a aproximadamente 800 microgramos de ADN. En
algunas realizaciones preferidas, las composiciones farmacéuticas contienen de aproximadamente 0,1 a
aproximadamente 500 microgramos de ADN. En algunas realizaciones preferidas, las composiciones farmacéuticas
contienen de aproximadamente 1 a aproximadamente 350 microgramos de ADN. En algunas realizaciones
preferidas, las composiciones farmacéuticas contienen de aproximadamente 25 a aproximadamente 250
microgramos de ADN. En algunas realizaciones preferidas, las composiciones farmacéuticas contienen de
aproximadamente 100 a aproximadamente 200 microgramos de ADN.

Las composiciones farmacéuticas de acuerdo con la presente invencién se formulan de acuerdo con el modo de
administracion que se vaya a usar. En los casos en los que las composiciones farmacéuticas son composiciones
farmacéuticas inyectables, son estériles, apirdbgenas y exentas de particulas. Preferentemente, se usa una
formulacién isotonica. En general, los aditivos para la isotonicidad pueden incluir cloruro de sodio, dextrosa, manitol,
sorbitol y lactosa. En algunos casos, se prefieren soluciones isotonicas tales como solucion salina tamponada con
fosfato. Los estabilizantes incluyen gelatina y albumina. En algunas realizaciones, se afiade un agente de
vasoconstriccion a la formulacion.

De acuerdo con algunas realizaciones de la invencion, se proporcionan moléculas de acido nucleico y vacunas
recombinantes para su uso en la induccion de respuestas inmunes contra el virus Chikungunya. La vacuna puede
ser una vacuna viva atenuada, una vacuna recombinante, o una vacuna de acido nucleico o ADN.

La/s molécula/s de acido nucleico se pueden proporcionar como ADN de plasmido, moléculas de acido nucleico de
vectores recombinantes o como parte del material genético proporcionado en una vacuna atenuada. Como
alternativa, en algunas realizaciones, la proteina de consenso se puede administrar como una proteina, ademas de
las moléculas de acido nucleico que las codifican o en lugar de las moléculas de acido nucleico que las codifican.

Las construcciones genéticas pueden comprender una secuencia de nucleétidos que codifique una proteina diana o
una proteina inmunomoduladora unida operativamente a elementos reguladores necesarios para la expresion
génica. De acuerdo con la invencion, se proporcionan combinaciones de construcciones génicas que incluyen una
construccion que comprende una forma expresable de la secuencia de nucledtidos que codifica una proteina diana y
una construccion que incluye una forma expresable de la secuencia de nucleétidos que codifica una proteina
inmunomoduladora. La administracion a una célula viva de la/s molécula/s de ADN o ARN que incluyen la
combinacion de construcciones génicas da lugar a la expresion del ADN o ARN y a la produccion de la proteina
diana y una o mas proteinas inmunomoduladoras. Se produce una mejor respuesta inmune contra la proteina diana.
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Ademas de usar formas expresables de secuencias de codificacion de proteinas inmunomoduladoras para mejorar
las vacunas genéticas, la presente invencion se refiere a mejores vacunas vivas atenuadas y a mejores vacunas que
usan vectores recombinantes para administrar genes foraneos que codifican antigenos. Los ejemplos de vacunas
vivas atenuadas y de las que usan vectores recombinantes para administrar antigenos foraneos se describen en las
patentes de EE.UU. n.° 4.722.848; 5.017.487; 5.077.044; 5.110.587; 5.112.749; 5.174.993; 5.223.424; 5.225.336;
5.240.703; 5.242.829; 5.294.441; 5.294.548; 5.310.668; 5.387.744; 5.389.368; 5.424.065; 5.451.499; 5.453.364;
5.462.734; 5.470.734; y 5.482.713. Se proporcionan construcciones génicas que incluyen la secuencia de
nucledtidos que codifica una proteina de consenso o fragmentos de consenso inmunogénicos de la misma, en las
que la secuencia de nucleotidos esta unida operativamente a secuencias reguladoras que pueden funcionar en la
vacuna para efectuar la expresion. Las construcciones génicas se incorporan a las vacunas vivas atenuadas y las
vacunas recombinantes para producir mejores vacunas de acuerdo con la invencion.

La presente invencion proporciona composiciones de vacuna que incluyen vacunas de ADN, vacunas vivas
atenuadas y vacunas recombinantes para su uso en un método mejorado de inmunizacion de individuos que
comprende la etapa de administrar construcciones génicas a las células de los individuos. Las construcciones
génicas comprenden una secuencia de nucledtidos que codifica una proteina de consenso o fragmentos de
consenso inmunogénicos de la misma que esta unida operativamente a secuencias reguladoras que pueden
funcionar en la vacuna para efectuar la expresion. Las vacunas generan proteccion cruzada frente a diferentes
cepas.

Ejemplos
Ejemplo 1

En el presente documento, se presentan los datos de una nueva metodologia basada en el consenso para el disefio
de vacunas para el CHIKV, empleando una estrategia de vacuna de ADN. El casete de la vacuna se disefié basado
en las secuencias de consenso especificas de la capside y de la envoltura del CHIKV con varias modificaciones. La
expresion de la capside, y de la envoltura E1 y E2 se evalud usando la transcripcién/traduccion acopladas a T7 y el
analisis de inmunotransferencia. Se usé la técnica de electroporacion de corriente constante de adaptacion para
inmunizar ratones C57BL/6 con una inyeccion intramuscular de plasmido codificante de la capside, E1 y E2 de
CHIK. El analisis de las respuestas inmunes celulares, incluyendo la cartografia de los epitopes, demuestra que la
electroporacién de estas construcciones induce inmunidad celular tanto potente como amplia. Ademas, los ELISA de
anticuerpos demuestran que estos inmundgenos sintéticos son capaces de inducir anticuerpos con titulo alto
capaces de reconocer el antigeno nativo. Tomados en conjunto, estos datos apoyan el estudio adicional del uso de
antigenos de CHIK de consenso en un posible céctel de vacuna.

En este estudio, se disefid un casete de vacuna basado en las secuencias de consenso especificas de la Capside
(Cap), y la envoltura (E1) y la envoltura (E2) con varias modificaciones, incluyendo la optimizacion de codones, la
optimizacion del ARN, la adicion de una secuencia Kozak y una secuencia lider de inmunoglobulina E sustituida. Se
introdujo el casete de la vacuna en el vector pVax1 de la vacuna de ADN, en el sitio especifico. Se comprobaron las
construcciones de vacuna en referencia a los insertos usando digestion de restriccion especifica y mediante la
secuenciacién con el cebador del promotor T7. Las construcciones finales se expresaron eficazmente basandose
tanto en la expresion in vitro, como en el uso del analisis de transferencia Western in vivo. Esto confirmé que las
construcciones virales se expresaron y se procesaron correctamente para estudios de inmunogenicidad adicionales.

Recientemente, ha habido mucho interés en el uso de EP para la administraciéon de vacunas de ADN. Estudios
recientes de inmunizacién IM + EP en modelos de animales pequefios y primates no humanos han informado
consecuentemente de aumentos en las respuestas celulares y, en particular, en las respuestas de anticuerpos [20-
22].

Materiales y Métodos
Células y animales:

Se cultivé la linea celular BHK-21 obtenida de la ATCC y se mantuvo en medio DMEM suplementado con suero de
ternera fetal al 10 %. El vector de expresion de plasmido de mamifero, pVax1, se adquirié en Invitrogen (Carlsbad,
CA). En estos experimentos, se usaron ratones hembra C57BL/6 de tres a 4 semanas de vida (Jackson
Laboratories, Indianapolis, IN), y se dividieron en tres grupos experimentales (n4). Todos los animales fueron
alojados en una instalacion con control de la temperatura y ciclos de iluminacion de acuerdo con las directrices de
los Institutos Nacionales de Sanidad (Bethesda, MD, EE.UU.) y el Comité Institucional de Cuidado y Uso de
Animales de la Universidad de Pensilvania (Filadelfia, PA, EE.UU.) (IACUC).

Construccion y sintesis de ADN del CHIKV:

Se disefiaron los genes del nucleo y de la envoltura del CHIKV mediante la sintesis de cebadores sintéticos, seguida
de la amplificacion por PCR del ADN usando la cepa de consenso predicha de las secuencias recogidas de la base
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de datos NCBI de todos los virus CHIKV. Las secuencias de consenso se optimizaron para la expresion, incluyendo
la optimizacion de codones y de ARN (GeneArt, Regensburg, Alemania) y se insertaron en el vector de expresion
pVax1 (Invitrogen).

Expresion in vitro e in vivo:

La expresion de la construccion se confirmé utilizando un promotor T7 en la cadena principal de pVax1 y el sistema
de transcripcion/traduccion acoplado basado en T7 (Promega, Madison, WI) que contenia los genes S35-metionina
del CHIKV. Se inmunoprecipitd la proteina sintetizada usando anticuerpos anti-E1, anti-E2 o anti-Cap. La proteina
inmunoprecipitada se sometié a electroforesis en un gel de SDS-PAGE NuPage al 12 % (Invitrogen, CA), y
posteriormente se fijo y se secd. Se realizé una autorradiografia para detectar un producto génico marcado con S35
incorporado. Para la expresion in vivo, se transfectaron células BHK-21 (1 x 10°) con construcciones de CHIKV
usando el método de transfeccion de Fugene (Roche, NJ). Setenta y dos horas después de la transfeccion, se
fraccionaron las proteinas (50 pg) en SDS-PAGE (12 %) y se transfirieron a una membrana de PVDF (Bio-Rad,
Hercules, CA). Los analisis de inmunotransferencia se realizaron con un antisuero especifico, que se desarroll6 en
los ratones, y las proteinas expresadas se visualizaron con IgG anti-ratéon de cabra conjugada con peroxidasa de
rabano picante usando un sistema de deteccion ECL (Amersham Pharmacia Biotech, Piscataway, NJ) [19].

Inmunizacién y electroporacion

Se us6 un protocolo convencional para sensibilizar animales con el plasmido de ADN [20]. Se inmunizaron grupos
de cuatro ratones dos veces con genes pCHIKV (25 ug) 2-3 veces, con 2 semanas de diferencia, y se sacrificaron 1
semana después de la inmunizacion final. Todas las inmunizaciones se administraron en los musculos cuadriceps
en un volumen total de 100 pl mediante electroporacion in vivo (EP) (VGX Pharmaceuticals Inc., Blue Bell, PA). Los
animales se sacrificaron 7 dias después de la Ultima inmunizacion, tras lo que se extrajeron el suero y el bazo para
los ensayos de inmunologia. Se obtuvo sangre tanto de los ratones de control como de los ratones inmunizados 1
semana después de la segunda y de la tercera inmunizacion, respectivamente. Se usaron pulsos de onda cuadrada
en todos los experimentos y se administraron con la EKD de corriente constante que se habia disefiado y ensayado
en nuestro laboratorio [20-22]. En los experimentos con ratones, se usé una matriz de tres electrodos (3-EA). La 3-
EA consiste en tres electrodos solidos de acero inoxidable de calibre 26 en una formacién de triangulo isdsceles, con
dos lados largos de 0,5 mm de longitud y el lado corto de 0,3 mm de longitud, unidos con un plastico no conductor.
Las condiciones especificas de la EP para los experimentos con ratones estaban usando corriente constante, 0,1
amperios, tres pulsos, 52 ms/pulso, 4 segundos entre pulsos. El lapso de tiempo entre la inyeccion de plasmido y la
EP fue de aproximadamente 20 s. El orden de los eventos para la administracion de plasmido/EP fue el siguiente: se
coloca un conjunto de electrodos desechables en el recipiente del mango, se pulsa el botén de inicio del mango y se
introduce el numero de animales del grupo experimental, se inyectan 50 yl de plasmido de construccion de ADN
(25 pg de ADN total) usando una jeringa de insulina, se colocan de inmediato las agujas en la zona que rodea el
lugar de la inyeccion, se pulsa el botdn de inicio del mango, y tras 4 segundos de cuenta atras, se administran los
pulsos. Tras 5 segundos después de la electroporacion, se retira la matriz suavemente de musculo. Todos los
electrodos se insertaron completamente en el musculo durante todos los tratamientos [21, 22]. Todos los ADN se
crearon usando columnas Qiagen exentas de endotoxinas. Todos los animales fueron alojados en una instalacion de
temperatura controlada y ciclos de iluminaciéon de la Universidad de Pensilvania, y se cuidaron siguiendo las
directrices de los Institutos Nacionales de Sanidad y la Universidad de Pensilvania.

Respuesta celular: ensayo ELISpot

Se realizé un ensayo ELISpot como se ha descrito anteriormente [23]. En resumen, se recubrieron placas ELISpot
de 96 pocillos (Millipore) con Ab de captura de anti-IFN-y de ratén, y se incubaron durante 24 h a 4 °C (R&D
Systems). Al dia siguiente, se lavaron las placas y se bloquearon durante 2 h con BSA al 1 %. Se afiadieron
doscientos mil esplenocitos de los ratones inmunizados a cada pocillo y se estimularon durante la noche a 37 °C en
CO2 al 5% en presencia de RPMI 1640 (control negativo), Con A (control positivo) o péptido especifico Ags
(10 pg/ml; Invitrogen). Las agrupaciones de péptidos consisten en péptidos 15-meros solapados en 11 aminoacidos.
Tras 24 h de la estimulacion, se lavaron las células y se incubaron durante 24 horas a 4 °C con Ab anti-IFN-y de
raton biotinilado (R&D Systems). Se lavaron las placas, y se afiadié estreptavidina-fosfatasa alcalina (R&D Systems)
a cada pocillo y se incubaron durante 2 h a temperatura ambiente. Se lavd la placa, y se afiadieron sal de p-toluidina
de 5-bromo-4-cloro-3’-indolilfosfato y cloruro de tetrazolio azul nitro (reactivo de color cromégeno R&D Systems) a
cada pocillo. A continuacién, se enjuago la placa con agua destilada y se secdé a temperatura ambiente. Las
manchas se contaron mediante un lector de ELISpot automatizado (CTL Limited) [21-23].

Respuesta inmune humoral: ELISA de anticuerpos

Se determinaron los niveles de anticuerpos tras cada inyeccion de sensibilizacion de ADN y la respuesta inmune
humoral a la vacunacién para cada construccion de ADN del CHIKV. En resumen, se recubrieron placas de
poliestireno de alta unién de 96 pocillos (Corning, NY) durante la noche a 4 °C con péptidos especificos sintetizados
(2 pg/ml), que se diluyeron en PBS. Al dia siguiente, se lavaron las placas con PBST (PBS, Tween 20 al 0,05 %), se
bloquearon durante 1 h con BSA al 3 % en PBST, y se incubaron con diluciones 1:100 de suero de los ratones
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inmunizados y sin tratamiento durante 1 h a 37 °C. La IgG unida se detecté usando IgG anti-ratén de cabra-HRP
(Research Diagnostics, NJ) a una dilucion de 1:5000. La enzima unida se detecté mediante la adicion de la solucion
de sustrato cromégeno TMB (R&D Systems), y se ley6é a 450 nm en un lector EL312e Bio-Kinetics de Biotek. Todas
las muestras de suero se ensayaron por duplicado [22].

Resultados
Expresion de las construcciones de consenso:

Se verificaron las expresiones de las tres construcciones de consenso de CHIKV usando mudltiples técnicas. Para
visualizar las proteinas producidas in vitro, se realizé un ensayo de transcripcion y traduccion acoplado a T7 in vitro
marcado con S*. Los productos de la traduccion se inmunoprecipitaron usando el anticuerpo con marcador de His, y
se realizd el analisis en gel. El analisis de SDS-PAGE y el analisis radiografico mostraron que cada construccion
(envoltura E1y E2, y la capside) se desarrolla a su peso molecular predicho teéricamente (Fig. 2A). A continuacion,
se tratd de examinar la expresion de estas construcciones en células de mamiferos in vivo. Tras la transfeccion a
células BHK-21, se extrajeron las proteinas tras tres dias y se detectd la expresién usando anticuerpos policlonales
especificos mediante analisis de transferencia Western (Fig. 2B). En las células transfectadas a la construccion de la
envoltura E1, se observd una proteina de 52 kDa, observandose una proteina de 36 kDa en las células
transfectadas a la construccion de la capside tras la inmunotransferencia con anticuerpos especificos.

Inmunogenicidad humoral

Los presentes inventores tienen la hipdtesis de que la fuerza de los presentes inmundgenos de consenso para
proteger contra el virus CHIK letal recaera en el grupo celular del sistema inmune. Ademas, los anticuerpos de
reaccion cruzada, pero no neutralizantes, pueden proporcionar un cierto grado de proteccion contra la gravedad de
la enfermedad. Para determinar si las presentes construcciones inducen respuestas de anticuerpos, se realizd un
ELISA de anticuerpos en suero de ratén inmunizado con CHIK para determinar el titulo de los anticuerpos de los
sueros obtenidos tras las inmunizaciones de ADN que se ensayaron para determinar la respuesta de los anticuerpos
por ELISA. El anticuerpo IgG especifico anti-E1 de los sueros de los ratones inmunizados con la envoltura E1 fue
significativamente superior que en los sueros de los ratones inmunizados con control de vector (Fig. 3A). Del mismo
modo, el anticuerpo IgG especifico anti-E2 y el anticuerpo IgG especifico anti-capside en los sueros de ratones
inmunizados con las construcciones de envoltura E2 y de capside respectivamente fueron significativamente
superiores que en los sueros de ratones inmunizados con control de vector (Fig. 3B y C). Estos resultados apoyaron
aun mas los medios alternativos de administracion de plasmidos, en concreto, la electroporacion aumenté la
respuesta de produccion de anticuerpos hacia el inmunégeno de vacuna de ADN.

Inmunogenicidad celular

A continuacion, se determind la capacidad de las construcciones de E1, E2 y capside para inducir las respuestas de
CTL CD8+ mediante ensayos ELISpot de IFN-y. Las construcciones de envoltura E1 y E2 de consenso, asi como las
vacunas de capside fueron capaces de inducir fuertes respuestas de IFN-y en ratones C57BL/6 tras tres
inmunizaciones (Fig. 4A, 5A y 6A). Para la caracterizaciéon molecular de las respuestas inmunes celulares inducidas
por la envoltura E1, se realizé el ensayo ELISpot contra una biblioteca de péptidos que abarcaban toda la envoltura
E1. Se usaron setenta y cuatro péptidos 15-meros con 9 solapamientos de aminoacidos entre ellos, que abarcaban
los restos 1-435 de la proteina E1, y péptidos que abarcaban 1-423 de la proteina E2. Las envolturas indujeron un
epitope dominante HSMTNAVTI en la proteina E1 (Fig. 4B) e IILYYYELY en la proteina E2 (Fig. 5B). Del mismo
modo, para la proteina de capside, se realiz6 el ensayo ELISpot contra una biblioteca de péptidos que abarcaban
toda proteina de capside. Se usaron cuarenta y cinco péptidos 15-meros con solapamientos de 9 aminoacidos entre
ellos, que abarcaban los restos 1-261 de la proteina de capside. El epitope dominante ACLVGDKVM fue inducido
por la construccion de capside (Fig. 5B). Cabe sefialar que el epitope dominante que es inducido por la construccion
CHIKV-E1 porta la mutacion 226A-V, lo que sugiere que la construccion también puede inducir eficazmente la
respuesta inmune contra el virus mutante recién surgido. Este hallazgo puede sugerir que la respuesta inmune
puede ser capaz de impulsar la evolucion del virus a través del proceso de seleccioén celular.

Discusion

La evaluacion de la respuesta inmune inducida en los ratones C57BL/6 mostré que las construcciones eran
altamente inmunogénicas y que provocaron la respuesta inmune de linfocitos T en términos de una respuesta y
proliferacion de IFN-y. Los datos del ELISpot del presente estudio sugieren que la magnitud de la respuesta de IFN-y
fue generalizada en cuanto al nimero obtenido de manchas. Aunque se sabe que la proteina de envoltura y capside
en otros virus alfa relacionados es inmunogénica, poco se sabe sobre la inmunogenicidad de las proteinas de
envoltura y capside del Chikungunya. La generacion de produccion de IFN-y a partir de esplenocitos por
agrupaciones de péptidos de la matriz de diferentes regiones de la envoltura E1 y la capside identificaron los
epitopes dominantes de linfocitos T HSMTNAVTI y ACLVGDKVM en las proteinas E1 y capside, respectivamente.
Se encontré el aumento de los niveles totales de IgG en los ratones vacunados en comparacion con los de los
controles no vacunados, lo que sugiere la induccién de una potente respuesta inmune humoral. Actualmente, se
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encuentran en curso estudios posteriores para analizar mas a fondo el tipo de respuestas inducidas de los
anticuerpos, ademas de la capacidad de estas vacunas para impulsar la proteccién contra una amplia selecciéon de
desafios del virus Chikungunya.

Este estudio sugiere que estas construcciones se podrian estudiar mas a fondo como candidatos vacunales. Sin
embargo, como este estudio se limita a la demostracién de la expresion eficaz, asi como a la inmunogenicidad tras
la inyeccion intramuscular de construcciones vacunales, seguida de la electroporacion en ratones, es importante una
evaluacion elaborada de su inmunogenicidad en mas modelos incluyendo el modelo de primates no humanos. Las
construcciones de casetes de sintesis descritas parecen ser una herramienta conveniente para investigar ain mas la
inmunobiologia del virus Chikungunya.

Ejemplo 2

Se disefi6é un ensayo para medir los titulos de los anticuerpos neutralizantes que proporciona un diagnéstico rapido y
viable de la infeccion humana clinica por CHIKV y para su aplicacién en la vigilancia seroldgica preclinica de
hospedadores vertebrados susceptibles.

Se identificd el CHIKV mediante RT-PCR. Se extrajo ARN de los sueros de pacientes usando el mini kit de ARN viral
QlAamp. Se llevé a cabo un ensayo de RT-PCR de una sola etapa usando el kit de RT-PCR de una sola etapa de
Quiagen. El producto de amplificacion fue de 305 pb dentro del gen que codifica la proteina de envoltura viral E2.
Cuando se observan las células, el CHIKV causa el efecto citopatico espumoso (CPE), en el que se observa el
redondeo de las células tras 24-48 horas después de la infeccion (pi).

El ensayo de microneutralizacion se disefid de la siguiente manera. El ensayo de neutralizacion se basa en la
reaccion de antigeno y anticuerpo. Se observa la presencia del anticuerpo homodlogo hacia el virus CHIKV en el
suero del paciente que inhibe el titulo viral conocido. Se diluyen los sueros en serie (normalmente, por ejemplo, de
1:10 a 1:640) y se incuban con CHIKV de un titulo conocido en condiciones y durante una cantidad de tiempo
suficiente para que el anticuerpo del suero inhiba el virus. Tras la incubacién, se afade la mezcla a células
permisivas en condiciones que daran como resultado la infeccién viral de las células si el virus no ha sido
neutralizado por los anticuerpos de los sueros. La dilucion mas alta de suero que inhibe la propagacion viral se
indica como el titulo de los anticuerpos. Se puede usar el CPE (efecto citopatico) como una medida de la
propagacion viral en las células.

El ensayo de neutralizacion del CHIKV se realizdé usando muestras de pacientes. La Figura 7 es un grafico que
muestra los titulos de los anticuerpos neutralizantes de sueros de ratones pre-inmunizados e inmunizados con ADN.
Se inmunizaron ratones con construcciones que codificaban E1, E2, la capside, E1+E2, o el vector pVax). Se
diluyeron los sueros en serie (de 1:10 a 1:640) y se incubaron con CHIKV (100TCp50) durante 90 minutos a 37 °C.
Tras la incubacion, se afiadié la mezcla a células Vero (15.000 células/pocillo) en una placa de fondo plano de 96
pocillos y se incubaron durante 5 dias a 37 °C en una atmésfera de CO; al 5 %. El titulo mas alto al que no se
observo ningun CPE (efecto citopatico) se registré como el titulo de los anticuerpos neutralizantes.
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val

Pro

Glu

Tyr

Cys

80

Cys

Cys

Lys

Thr

Ile

160

Asp

Asp

Pro

Arg

Gln

240

Ser
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<210>8
<211> 441

Gly

Ala

Cys

Phe

305

Val

Lys

Asn

Gln

Val

385

Pro

val

Gly

val

<212> PRT
<213> Secuencia Atrtificial

<220>

Phe

Pro

Ala

230

Thr

Pro

Tyr

Ala

Leu

370

Gln

Lys

Gln

Gly

Leu
450

Lys

Phe

275

Val

Arg

Ala

Ala

val

355

Gln

Val

Asp

Asp

val

435

Cys

Tyr

260

Gly

Gly

Val

Cys

Ala

340

Thr

Ile

Cys

His

Ile

420

Gly

val

<223> CHIKV E2 de consenso

<400> 8

Trp

Cys

Asn

Val

Thr

325

Ser

Ile

Ser

Ser

Ile

405

Ser

Leu

Ser

ES 2 588 738 T3

Leu

Gln

Met

Asp

310

His

Lys

Arg

Phe

Thr

390

val

Ala

val

Phe

Lys

Ile

Pro

295

Ala

Ser

Lys

Glu

Ser

375

Gln

Asn

Thr

val

Ser
455

Glu

Ala

280

Ile

Pro

Ser

Gly

Ala

360

Thr

Val

Tyxr

Ala

Ala

440

Arg

Arg

265

Thr

Ser

Ser

Asp

Lys

345

Glu

Ala

His

Pro

Met

425

Val

His

Gly

Asn

Ile

Leau

Phe

330

Cys

Ile

Leu

Cys

Ala

410

Ser

Ala

Ala

Pro

Asp

Thr

315

Gly

Ala

Glu

Ala

Ala

395

Ser

Trp

Ala

Ser

vVal

Ile

300

Asp

Gly

Val

vVal

Ser

380

Ala

Hisg

val

Leu

Leu

Arg

285

Pro

Met

val

His

Glu

365

Ala

Glu

Thr

Gln

Ile
445

Gln

270

Ala

Glu

Ser

Ala

Ser

350

Gly

Glu

Cys

Thr

Lys

430

Leu

His

Val

Ala

Cys

Ile

335

Met

Asn

Phe

His

Lau

415

Ile

Ile

Thr

Asn

Ala

Glu

320

Ile

Thr

Ser

Arg

Pro

400

Gly

Thr

Val

Met Asp Trp Thr Trp Ile Leu Phe Leu Val Ala Ala Ala Thr Arg Val

26



His

Tyr

Pro

Lys

65

Asp

Glu

Gly

Leu

His

145

Ser

Ser

Thr

Thr

Asn

225

Asp

Ser

Ser

Len

Val

50

Ile

Trp

Arg

Thr

Thr

130

Pro

Thr

Pro

val

210

Glu

Gln

Pro

Ser

Ala

35

Ala

Gln

Thr

Ala

Met

115

val

Phe

Pro

Ala

Asp

195

Asn

Gly

Cys

Leu

Thr

20

His

Leu

val

Lys

Gly

100

Gly

Gly

His

Gln

Ala

180

Arg

Gly

Leu

His

val
260

Lys

Cys

Glu

Ser

Leu

85

Leu

His

FPhe

Eis

His

165

Thr

Thr

Gln

Thr

Ala

245

Pro

ES 2 588 738 T3

Asp

Pro

Arg

Leu

70

Arg

Phe

Phe

Thr

Asp

150

Gly

Thr

Leu

Thr

Thr

230

Ala

Arg

Asn

Asp

Ile

55

Gln

Tyr

val

Ile

Asp

135

Pro

Lys

Glu

Met

val

215

Thr

val

Asn

Fhe

Cys

40

Arg

Ile

Met

Arg

Leu

120

Ser

Pro

Glu

Glu

Ser

200

Arg

Asp

Thr

Ala

27

Asn
25

Gly

Asn

Asp

Thr

105

Ala

Arg

val

Leu

Ile

185

Gln

Tyr

Lys

Asn

Glu
265

10

Vval

Glu

Glu

Ile

AsSn

80

Ser

Arg

Lys

Ile

Pro

170

Glu

Gln

Lys

val

His

250

Leu

Tyr

Gly

Ala

Lys

75

His

Ala

Cys

Ile

Gly

155

Cys

val

Ser

Cys

Ile

235

Lys

Gly

Lys

His

Thr

60

Thr

Met

Pro

Pro

Ser

140

Arg

Ser

His

Gly

Asn

220

Asgn

Lys

Asp

Ala

Ser

45

Asp

Asp

Pro

Cys

Lys

125

His

Glu

Thr

Met

Agn

205

Cys

ASn

Trp

Arg

Thr

390

Cys

Gly

Asp

Ala

Thr

110

Gly

Ser

Lys

Tyr

Pro

190

Vval

Gly

Cys

Gln

Lys
270

15

Arqg

His

Thr

Ser

Asp

95

Ile

Glu

Cys

Fhe

val

175

Pro

Lys

Gly

Lys

Tyr

253

Gly

Pro

Ser

Leu

His

80

Ala

Thr

Thr

Thr

His

160

Gln

aAsp

Ile

Ser

Val

240

Asn

Lys
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Ile

Ala

Leu

305

Glu

Leu

Pro

His

Thr

385

Gly

Pro

Ile

<210>9

<211> 279
<212> PRT

His

Arg

290

Tyr

Pro

Thr

Tyr

Pro

370

val

Mat

Tyr

Cys

Ile

275

Asn

Pro

Asn

Val

Lys

355

His

val

Ala

Glu

Cys
435

<213> Secuencia Artificial

<220>

<223> Capside de CHIKV de consenso

<400> 9

Pro

Pro

Asp

Tyr

Pro

340

Tyr

Glu

val

Ala

Lau

420

Ile

Phe

Thr

His

Gln

325

Thr

Trp

Ile

val

Gly

405

Thr

Arg

ES 2 588 738 T3

Pro

Val

Pro

310

Glu

Glu

Pro

Ile

Ser

390

Met

Pro

Thr

Leu

Thr

295

Thr

Glu

Gly

Gln

Lau

375

val

Cys

Gly

Ala

Ala

280

Tyr

Leu

Trp

Leu

Leu

360

Tyr

Ala

Met

Ala

lys
440

Met Asp Trp Thr Trp Ile Leu Phe

1

5

His Ser Met Glu Phe Ile Pro Thr

20

Asn Val

Gly Lys

Leu Ser

Val Met
330

Glu val
345

Ser Thr

Tyr Tyr

Thr Phe

Cys Ala
410

Thr Val
425

Ala

Thr

Asn

Tyr

315

His

Thr

Asn

Glu

Ile

395

Arg

Fro

Cys

Gln

300

Arg

Lys

Trp

Gly

Leu

380

Leu

Arg

Phe

Arg

285

Val

Aszn

Lys

Gly

Thr

365

Tyr

Leu

Arg

Leu

Leu Val Ala Ala Ala

10

Gln Thr Phe Tyr Asn

25

Gln Pro Arg Pro Trp Thr Pro Arg Pro Thr Ile Gln Val

28

Val

Ile

Met

Glu

Asn

350

Ala

Fro

Ser

Cys

Leu
430

Thr

Pro

Met

Gly

Val

335

Asn

His

Thr

Met

Ile

415

Ser

Lys

Leu

Glu

320

val

Glu

Gly

Met

Val

400

Thr

Leu

Arg Val

Ile Arg Pro



Arg

Ala

65

Arg

Asn

Lys

Asn

Ala
145

Thr

Lys

Ala

His

Ala

225

Arg

Ala

Pro

<210>10
<211> 439
<212> PRT

Pro

50

val

Asn

Asn

Lys

Aap

130

Cys

Ile

Tyr

Ser

Gly

210

Gly

Val

Leu

Glu

35

Arg

Asn

Arg

Thr

Lys

115

Cys

Leu

Asp

ASp

Lys

195

Ala

Lys

val

Ser

Gly
275

Pro

Lys

Lys

Asn

100

Lys

Ile

val

Asn

Leu

180

Phe

Val

Pro

ala

val

260

Ala

Gln

Leu

Asn

85

Gln

Pro

Phe

Gly

Ala

165

Glu

Thr

Gln

Gly

Ila

245

Val

Glu

ES 2 588 738 T3

Arg

Thr

70

Lys

Lys

Gly

Glu

Asp

150

Asp

Cys

His

Tyr

Asp

230

val

Thr

Glu

Gln

55

Met

Lys

Lys

Arg

Val

135

Lys

Leu

ala

Glu

Ser

215

Ser

Leu

Trp

Trp

40

Ala

Arg

Gln

Gln

Arg

120

Lys

val

Ala

Gln

Lys

200

Gly

Gly

Gly

Asn

29

Gly

Ala

Lys

Pro

105

Glu

His

Met

Lys

Ile

185

Pro

Gly

Arg

Gly

Lys
265

Gln

val

Gln

80

Pro

Arg

Glu

Lys

Leu

170

Pro

Glu

Arg

Pro

Ala

250

Asp

Leu

Pro

75

Lys

Lys

Met

Gly

Pro

155

Ala

val

Gly

FPhe

Ile

235

Asn

Ile

Ala

60

Gln

Gln

Lys

Cys

Lys

140

Ala

Phe

His

Tyr

Thr

220

Phe

Glu

val

45

Gln

Gln

Gln

Lys

Met

125

val

His

Lys

Met

Tyr

205

Ile

Asp

Gly

Thr

Leu

Lys

Ala

Pro

110

Lys

Thr

val

Arg

Lys

130

Asn

Fro

Asn

Ala

Lys
270

Ile

Pro

Pro

85

Ala

Ile

Gly

Lys

Ser

175

Ser

Trp

Thr

Lys

Arqg

255

Ile

Ser

Arg

Gln

Gln

Glu

Tyr

Gly

160

Ser

Asp

His

Gly

Gly

240

Thr

Thr



<213> Secuencia Artificial

<220>

<223> CHIKV E1 de consenso

<400> 10

Tyr

Thr

Leu

Cys

Thr

65

Phe

Asp

Sar

Ala

Thr

145

Phe

Ile

Gly

Glu

Ala

Glu

Leu

Leu

Glu

50

Ala

Thr

Ala

Cys

Ser

130

Ala

Ile

val

Ala

Ser

210

val

His

Val

Ser

35

Tyr

Glu

Gly

Glu

Lys

115

Ala

Tyr

Val

Val

Gly

195

Lys

Gly

val

Asn

20

val

Lys

Cys

Val

Asn

100

Thr

lys

Ala

Gly

Tyr

180

Arg

Asp

Thr

Thr

Arg

Thr

Thr

Lys

Tyr

85

Thr

Glu

Leu

Asn

Pre

165

Lys

Pro

Val

Val

ES 2 588 738 T3

val

Pro

Leu

Vval

Asp

70

Pro

Gln

Phe

Gly

150

Met

Gly

Gly

Tyr

His

Ile

Gly

Glu

Ile

55

Lys

Phe

Leu

Ala

val

135

Asp

Ser

Asp

Gln

Ala

215

val

Pro

Tyr

Pro

40

Pro

Asn

Met

Ser

Sar

120

Leu

His

Ser

Val

Phe

200

Asn

Pro

30

Asn

Ser

25

Thr

Ser

Leu

Trp

Glu

105

Ala

Tyr

Ala

Ala

Tyr

185

Gly

Thr

Tyr

Thr

10

Pro

Leu

Pro

Pro

Gly

30

Ala

Tyr

Gln

Val

Trp

170

Asn

Asp

Gln

Ser

val

Met

Ser

Tyr

Asp

75

Gly

His

Arg

Gly

Thr

155

Thr

Met

Ile

Leu

Gln

Gly

Val

Leu

val

60

Tyr

Ala

Val

Ala

Asn

140

val

Pre

Asp

Gln

Val

220

Ala

val

Leu

Asp

Lys

Ser

Tyr

Glu

His

125

Asn

Lys

Phe

Tyr

Ser

205

Leu

Pro

Pro

Glu

Tyr

Cys

Cys

Cys

lys

110

Thr

Ile

Asp

Asp

Pro

130

Arg

Gln

Ser

Tyr

15

Met

Ile

Cys

Lys

Phe

35

Ser

Ala

Thr

Ala

Asn

175

Pro

Thr

Arg

Gly

Llys

Glu

Thr

Gly

Val

g0

Cys

Glu

Ser

val

Lys

160

Lys

Phe

Pro

Pro

Phe
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225

Lys Tyr Trp

Phe Gly Cys

Val Gly Asn
275

Arg Val Val
2%0

Ala Cys Thr
305

Ala Ala Ser

¥al Thr Ile

Gln Ile Ser
355

Val Cys Ser
370

Asp His Ile
385

Asp Ile Ser

Val Gly Leu

Cys Val Ser
435

<210> 11

<211> 423

<212> PRT

<213> Secuencia Atrtificial

<220>

Leu

Gln

260

Met

Asp

His

Lys

Arg

340

Phe

Thr

Val

Ala

val

420

Phe

<223> CHIKV E2 consensus

<400> 11

Lys

245

Ile

Pro

Ala

Ser

Lys

325

Glu

Ser

Gln

Asn

Thr

405

Val

Ser

ES 2 588 738 T3

230

Glu

Ala

Ile

Pro

Ser

310

Gly

Ala

Thr

val

Tyr

330

Ala

Ala

Arg

Thr

Ser

Ser

298

Asp

Lys

Glu

Ala

His

375

Pro

val

His

Gly

Asn

Ile

280

Leu

Phe

Cys

Ile

Leu

360

Cys

Ala

Ser

Ala

31

Ala

Fro

265

Asp

Thr

Gly

Ala

Glu

345

Ala

Ala

Ser

Trp

ala
425

Ser

250

Val

Ile

Asp

Gly

val

330

Val

Ser

Ala

His

Val

410

Leu

235

Leu

Arg

Pro

Met

val

315

His

Glu

Ala

Glu

Thr

395

Gln

Ile

Gln

Ala

Glu

Ser

300

ala

Ser

Gly

Glu

Cys

380

Thr

Lys

Leu

His

Val

Ala

285

Cys

Ile

Asn

Fhe

365

His

Leu

Ile

Ile

Thr

Asn

270

Ala

Glu

Ile

Thr

Ser

350

Arg

Pro

Gly

Thr

val
430

Ala

255

Cys

Phe

Val

Lys

Asn

335

Gln

Val

Pro

Val

Gly

415

val

240

Fro

Ala

Thr

Pro

Tyr

320

Ala

Leu

Gln

Lys

Gln

400

Gly

Leu



Ser

Ala

Ala

Gln

Thr

65

Ala

val

FPhe

Pro

145

Ala

Asp

Asn

Gly

Cys

225

Leu

Ile

Thr

His

Leu

val

50

Lys

Gly

Gly

Gly

His

130

Gln

Ala

Arg

Gly

Leu

210

His

Val

Pro

Lys

Cys

Glu

35

Ser

Leu

Leu

His

Phe

115

His

His

Thr

Thr

Gln

195

Thr

aAla

Pro

Phe

Asp

Pro

20

Arg

Leu

Arg

Phe

Phe

100

Thr

Asp

Gly

Thr

Leu

180

Thr

Thr

Ala

Arg

Fro

Agn

Asp

Ile

Gln

Tyr

val

85

Ile

Asp

Pro

Lys

Glu

165

Met

val

Thr

val

Asn

245

Leu

ES 2 588 738 T3

Phe

Cys

Arg

Ile

Met

70

Arg

Leu

Ser

Pro

Glu

150

Glu

Ser

Arg

Azp

Thr

230

Ala

Ala

Agn

Gly

Asn

Gly

55

Agp

Thr

Ala

Arg

val

135

Leu

Tle

Gln

TYY

Lys

215

Asn

zlu

Asn

Val

Glu

Glu

40

Ile

Asn

Ser

Arg

Lys

120

Ile

Pro

Glu

Gln

Lys

200

Val

His

Leu

val

32

Tyr

Gly

25

Ala

Lys

Hig

Ala

Cys

105

Ile

Gly

Cys

Val

Ser

185

Cys

Ile

Lys

Gly

Thr

Lys

10

His

Thr

Thr

Met

Pro

90

Pro

Ser

Arg

Ser

His

170

Gly

Asn

Asn

Lys

Asp

250

Cys

Ala

Ser

Asp

Asp

Pro

75

Cys

Lys

His

Glu

Thr

155

Met

Asgsn

Cys

Asn

Trp

235

Arg

Arg

Thr

Cys

Gly

Asp

60

Ala

Thr

Gly

Ser

Lys

140

Tyr

Pro

val

Gly

Cys

220

Gln

Lys

val

Arg

His

Thr

45

Ser

Agp

Ile

Glu

Cys

125

Fhe

val

Fro

Lys

Gly

205

Lys

Tyr

Gly

Fro

Fro

Ser

Leu

His

Ala

Thr

Thr

110

Thr

His

Gln

Asp

Ile

130

Ser

Val

Asn

Lys

Lys

Tyr

15

Pro

Lys

Asp

Glu

Gly

95

Leu

His

Ser

Ser

Thr

175

Thr

AsSh

Asp

Ser

Ile

255

Ala

Len

val

Ile

Trp

Arg

80

Thr

Thr

Pro

Arg

Thr

160

Pro

Val

Glu

Gln

Pro

240

His

Arg



ES 2 588 738 T3

260 265 270

Azn Proe Thr Val Thr Tyr Gly Lys Asn Gln Val Ile Met Leu Leu Tyr
275 280 285

Pr¢ Asp His Pro Thr Leu Leu Ser Tyr Arg Asn Met Gly Glu Glu Pro
290 295 300

Asn Tyr Gln Glu Glu Trp Val Met His Llys Lys Glu Val Val Leu Thr
305 310 315 320

Val Pro Thr Glu Gly Leu Glu Val Thr Trp Gly Asn Asn Glu Pro Tyr
325 330 335

Lys Tyr Trp Pro Gln Leu Ser Thr Asn Gly Thr Ala His Gly His Pro
340 345 350

His Glu Ile Ile Leu Tyr Tyr Tyr Glu Leu Tyr Pro Thr Met Thr Val
355 380 365

Val Val Val Ser Val Ala Thr Phe Ile Leu Leu Ser Met Val Gly Met
370 375 380

Ala Ala Gly Met Cys Met Cys Ala Arg Arg Arg Cys Ile Thr Pro Tyr
385 390 395 400

Glu Leu Thr Prc Gly Ala Thr Val Pro Phe Leu Leu Ser Leu Ile Cys
405 410 415

Cys Ile Arg Thr Ala Lys Ala
420

<210> 12

<211> 261

<212> PRT

<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> Capside de CHIKV de consenso

<400> 12

Met Glu Phe Ile Pro Thr Gln Thr Phe Tyr Asn Arg Arg Tyr Gln Pro
1 5 10 15

Arg Pro Trp Thr Pro Arg Pro Thr Ile Gln Val Ile Arg Pro Arg Pro
20 25 30

Arg Pr¢ Gln Arg Gln Ala Gly Gln Leu Ala Gln Leu Ile Ser Ala Vval
35 40 45

33



10

Asn

Arg

Thr

Lys

Cys

Leu

Asp

145

Asp

Lys

Ala

Lys

val

225

Ser

Gly

<210> 13
<211> 3008
<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>

Lys

50

Lys

Asn

Lys

Ile

val

130

Asn

Leu

Phe

val

Pro

210

Ala

val

Ala

Leu

Asn

Gln

Pro

Phe

115

Gly

Ala

Glu

Thr

Gln

155

Gly

Ile

val

Glu

Thr

Lys

Lys

Gly

100

Glu

Asp

Asp

Cys

His

180

Tyr

Asp

Val

Thr

Glu
260

<223> CHIKV Env de consenso

Met

Lys

Lys

85

Arg

val

Lys

Leu

Ala

165

Glu

Ser

Ser

Leu

Trp

245

Trp

ES 2 588 738 T3

Arg

Gln

70

Gln

Arg

Lys

vVal

Ala

150

Gln

Lys

Gly

Gly

Gly

230

Asn

Ala

55

Lys

Pro

Glu

His

Met

135

Lys

Ile

Pro

Gly

Arg

215

Gly

Lys

val

Gln

Pro

Arg

Glu

120

Lys

Leu

Pro

Glu

Arg

200

Pro

Ala

Asp

34

Pro

Lys

Lys

Met

105

Gly

Pro

Ala

Val

Gly

185

Phe

Ile

Asn

Ile

Gln

Gln

Lys

20

Cys

Lys

Ala

Phe

His

170

Tyr

Thr

Phe

Glu

Val
25Q

Gln

Gln

75

Lys

Met

val

His

Lys

155

Met

Tyr

Ile

Asp

Gly

235

Thr

Lys

60

Ala

Pro

Lys

Thr

vVal

140

Arg

Lys

Asn

Pro

Asn

220

Ala

Lys

Pro

Pro

Ala

Ile

Gly

125

Lys

Ser

Ser

Trp

Thr

205

Lys

Arg

Ile

Arg

Gln

Gln

Glu

110

Tyr

Gly

Ser

Asp

His

190

Gly

Gly

Thr

Thr

Arg

AsSn

Lys

95

Asn

Ala

Thr

Lys

Ala

175

His

Ala

Arg

Ala

Pro
255

Asn

AsSn

Lys

Asp

Cys

Ile

Tyr

160

Ser

Gly

Gly

val

Leu

240

Glu



<400> 13

atggactgga
goecatcooeg
aceccectget
atgaggccoeg
cggeggegey
gtogetgetyg
accoggeccet
gtggccctgyg
ctgcagateg
aaccacatge
accatcacoqg
accgtggget
gaccccceog
ccctgrcagea
coeceaacgata
gtgaacggcce
accaccgaca
cacaagaagk
aagggcaaga
cggaaccocca
cccaccctge
atgcacaaga
aacaacgage
ccocacgaga
tecgtggeca
gecagygagge
ctgtocotga
accatggact
gagcacgtga
caecggctaca
ctgagcctgg
tgoctgeggea

accggogtgt

cctggatoct
tgatgtgect
gctacgagaa
gctactacca
ggogcaaacy
ccacaagagt
acctggccca
aacggatccg
gcatcaagac
cocgocgacge
gcaccatggg
tcaccgacag
tgatcggecg
cetacgtgea
caoccogacoyg
agaccgtgog
aggtgatcaa
ggcagtacaa
tccacatece
cegtgaceta
tgtectacecg
aagaagtggt
cctacaagta
tcatectgta
cctttatect
getgtatcac
tetgoetgoat
ggacctggat
cegtgatoce
gecccatggt
actacatcac
cegecgagty

acccctteat

ES 2 588 738 T3

gttcctggtg
gctggecaac
agagcccgag
gctgeteocag
cegetetgeo
geacagoage
ctgccccgat
gaacgaggec
cgacgacage
cgagagagce
ccactteate
ceggaagate
ggagaagtte
gagcacogea
gaccctgatyg
gtacaagtge
caactgcaag
cagcocccckbg
ctteoecectg
cggeaagaac
gaacatggge
gotgacegte
ctggococag
ctactacgag
gcoctgtecatyg
ccoctacgag
geggacogod
cctgtttetg
caacaccegty
getggaaakyg
ctgogagtac
caaggacaag

gtggggcgga

gctgetgcca
accaccttce
gaaaccctge
gcecagectga
accatggact
accaaggaca
tgcggegagy
accgacggca
cacgactgga
ggcctgttceg
ctggocoggt
agccactoct
cacagcaggce
gocacaacoyg
agccagcaga
aactgoggeg
gtggaccagt
gtgcocoogga
gccaacgtga
caggtgatca
gaggaaccca
cccaccgagyg
ctgteocacca
ctgtacecta
gtoggeatgy
ctgacacckqg
aaggocogog
gtegetgetyg
ggcgtgecct
gaactgetgt
aagacagtga
aacctgeceg

goctacktget

35

coogogtgea
cttgcagcca
ggatgctgga
coctgetecee
ggacetggat
actteaacgt
gccacagetg
ccctgaagat
ccaagetgeg
tcocggaccag
gocococaaggg
geacccacoed
cccageacgg
aggaaatcoga
goeggoaacgt
gcagcaacga
gocacgcagae
atgcocgaget
cctgoegggt
tgctgetgta
actaccaaga
gectggaagt
acggeacoge
ceatgaceogt
cogotggeat
gegocacegt
ggegeaaacy
ccaccegggt
acaagaceoct
cegtgacect
tccccagocc
actacagotyg

tctgogacge

cagcagcctg
goccccectge
agataacgtg
ccaccggeag
cctgttectyg
gtacaaggoe
ccacagcccc
cecaggtgtoe
gtacatggac
cgeoccectge
cgagacactg
cttoccaccac
cazagagctg
ggtgcacatyg
gaagatcace
gggectgacc
cgtgaccaac
gggcgaccgyg
gcccaaggoce
coccocgaccac
ggagtgggtc
gacctgggge
ccacggecac
ggtggtggtyg
gtgcatgtge
geactttotg
ccogetotgoe
gcacagctac
ggtgaacagyg
ggaacocace
ctacgtgaag
caaggtgtte

cgagaacacc

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

900

960

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1380

1440

1500

1560

1620

1680

1740

1800

1860

1920

1980
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cagctgtceg
taccgggecc
atcaccgtga
atcgtgggee
ggcgacgtgt
gacatccaga
cagagacccg
tactggctga
gocaccaace
atceccgagy
gaggtgcceg
gccagcaaga
gccgagatcg
agegacgagt
ccccccaagy
atcagegeca
gccgtggeoy

gcggecgce

aggcccacgt
acacagccag
cocgectacge
ccatgagcag
acaacatgga
goocggacace
ccgtgggeac
aagagagyggy
cogtgoggge
cogacttcac
cctgecaccca
aaggcaagtyg
aggtggaggg

toegggtgea

adecacatagt
cogaecatgag

ccctgatcect

<210> 14
<211>998
<212> PRT

<213> Secuencia Atrtificial

<220>

<223> CHIKV Env de consenso

<400> 14

Met

His

Phe

Pro

Tyr

Asp

Ser

Pro

Glu

50

Tyr

Trp

Ser

Cys

35

Glu

Gln

Thr

Leu

20

Ser

Thr

Leu

Trp

Ala

Gln

Leu

Leu

ES 2 588 738 T3

dggagaagagec
cgcecagogec
caacggcgac
cgcetggace
ctaccecceee
cgagagcaag
cgtgcacgtg
cgcecageetyg
cgtgaattgt
cagggtggty
cagcagcgac
cgocgtgeac
caacagccag
ggtetgoage
gaactaceoe
ctgggtgeag

gatcgtggtyg

Ile Leun

Ile Pro

Pro

Pro

Met
55

Arg

Gln Ala

gagagctgca
aagctgeggg
cacgccgtga
coctteogaca
ttcggagecg
gacgtgtacg
ccttacagcc
cagcacaceg
goegtggyea
gacgecodea
ttcggeggcg
agcatgacca
ctgcagatca
acedaggtge
gocagocaca
aagatcacag

ctgtgegtga

agaccgagtt
tgctgtacca
cagtgaagga
acaagatcgt
gcagacccgg
ccaataccca
aggcccccag
cececttegg
acatgecccat
gectgacega
tggccatcat
atgcegtgac
gcttcagcac
actgtgoege
ccaccctggyg
geggegtegy

gcttcageccg

cgocagegea
gggcaacaac
cgccaagttce
ggtgtacaag
ccagttcgge
gctggtgetg
cggcttcaag
ctgeecagate
cagcatcgac
catgagetge
caagtacgcc
catccgggag
cgcecctggec
cgagtgtcac
cgtgcaggac
cetggtggtyg

gcactgatga

Phe

Val

Cys

40

Leu

Ser

36

Leu

Mat

25

Thr

Glu

Leu

val

10

Cys

Pro

Asp

Thr

Ala

Leu

Cys

Asn

Cys

Ala

Leu

Cys

val

60

Ser

Ala

Ala

Tyr

45

Met

Pro

Thr

Asn

20

Glu

Arg

His

Arg

15

Thr

Lys

Pro

Arg

2040
2100
2160
2220
2280
2340
2400
2460
2520
2580
2640
2700
2760
2820
2880
2940
30040

3008

Val

Thr

Glu

Gly

Gln



65

Ile

Asp

Pro

Arg

145

Leu

Phe

Phe

Thr

225

Asp

Gly

Thr

Leu

Thr

305

Thr

Arg

Leu

Asn

Asp

130

Ile

Gln

Tyr

val

Ile

210

AsSp

Pro

Lys

Glu

Met

290

Val

Thr

Arg

Fhe

Phe

115

Cys

Arg

Ile

Met

Arg

195

Leu

Ser

Pro

Glu

Glu

275

Ser

Arg

Asp

Gly

Leu

100

Asn

Gly

Asn

Gly

Asp

180

Thr

Ala

Arg

val

Leu

260

Ile

Gln

Tyr

Lys

Arg

85

vVal

val

Glu

Glu

Ile

165

Asn

Ser

Arg

Lys

Ile

245

Pro

Glu

Gln

Lys

val
325

ES 2 588 738 T3

70

Lys

Ala

Tyr

Gly

Ala

150

Lys

His

Ala

Cys

Ile

230

Gly

Cys

Vval

Ser

Cys

310

Ile

Arg

Ala

Lys

His

135

Thr

Thr

Met

Pro

Pro

215

Ser

Arg

Ser

His

Gly

295

Asn

Asn

Arg Ser

Ala Thr
105

Ala Thr
120

Ser Cys

Asp Gly

Asp Asp

Pro Ala

185

Cys Thr

200

Lys Gly

His Ser

Glu Lys

Thr Tyr

265

Met Pro

280

Asn Val

Cys Gly

Asn Cys

37

Ala

90

Arg

Arg

His

Thr

Ser

170

Asp

Ile

Glu

Cys

Phe

250

Val

Pro

Lys

Gly

Lys
330

75

Thr

val

Fro

Ser

Leu

155

His

Ala

Thr

Thr

Thr

235

His

Gln

Asp

Ile

Ser

315

val

Met

His

Tyr

Pro

140

Lys

Asp

Glu

Gly

Leu

220

His

Ser

Ser

Thr

Thr

300

Asn

Asp

Asp

Ser

Leu

125

val

Ile

Trp

Arg

Thr

205

Thr

Pro

Arg

Thr

Pro

285

val

Glu

Gln

Trp

Ser

110

aAla

ala

Gln

Thr

Ala

190

Met

val

Phe

FPro

Ala

270

Asp

Asn

Gly

Cys

Thr

95

Thr

His

Leu

val

Lys

175

Gly

Gly

Gly

His

Gln

255

Ala

Arg

Gly

Leu

His
335

80

Trp

Lys

Cys

Glu

Ser

160

Leu

Leu

His

Phe

His

240

His

Thr

Thr

Gln

Thr

320

Ala



Ala

Arg

Pro

Val

385

Pro

Glu

Glu

Pro

Ile

465

Ser

Met

Pro

Thr

Thr

545

Glu

Leu

val

Asn

Leu

370

Thr

Thr

Glu

Gly

Gln

450

Leu

Val

Cys

Gly

Ala
530

Trp

His

val

Thr

Ala

355

Ala

Tyr

Leu

Trp

Leu

435

Leu

Tyr

Ala

Met

Ala

al3

Lys

Ile

val

Asn

Agn

340

Glu

Aszn

Gly

Leu

val

420

Glu

Ser

Tyr

Thr

Cys

500

Thr

Ala

Leu

Thr

Arg
580

Hisg

Leu

Val

Lys

Ser

405

Met

Val

Thr

Tyr

Phe

485

Ala

val

Arg

Phe

val

565

Pro

ES 2 588 738 T3

Lys

Gly

Thr

Asn

390

Tyr

His

Thr

Asn

Glu

470

Ile

Arg

Pro

Gly

Leu

550

Ile

Gly

Lys

Asp

Cys

375

Gln

Arg

Lys

Trp

Gly

455

Leu

Leu

Arg

Phe

Arg

5385

Val

Pro

Tyr

Trp

Arg

360

Arg

Val

Asn

Lys

Gly

440

Thr

Tyr

Leu

Arg

Leu

520

Lys

Ala

Asn

Ser

38

Gln

345

Lys

Val

Ile

Met

Glu

425

Asn

Ala

Pro

Ser

Cys

505

Leu

Arg

Ala

Thr

Pro
585

Tyr

Gly

Pro

Met

Gly

410

Val

Asn

His

Thr

Met

430

Ile

Ser

Arg

Ala

Val

570

Met

Asn

Lys

Lys

Leau

395

Glu

val

Glu

Gly

Met

475

val

Thr

Leu

Ser

Thr

555

Gly

val

Ser

Ile

Ala

380

Leu

Glu

Lenu

Pro

Hisg

460

Thr

Gly

Pro

Ile

Ala

540

Arg

Val

Len

Pro

His

365

Arg

Tyr

Pro

Thr

Tyr

445

Pro

Val

Met

Tyr

Cys

525

Thr

Val

Pro

Glu

Leu

350

Ile

Asn

Pro

Asn

vVal

430

Lvys

Hisg

Val

Ala

Glu

510

Cys

Met

Hisg

Tyr

Met
590

Val

Pro

Pro

Asp

Tyr

415

Pro

Tvr

Glu

Val

Ala

495

Leu

Ile

Asp

Ser

Lys

375

Glu

Pro

FPhe

Thr

His

400

Gln

Thr

Trp

Ile

Val

480

Gly

Thr

Arg

Trp

Tyr

560

Thr

Leu



Leu

Glu

Ala

625

Thr

Ala

Cys

Ser

Ala

705

Ile

val

2Ala

Ser

val

785

Tyr

Gly

Gly

Ser

Tyr

610

Glu

Gly

Glu

Lys

Ala

630

Tyr

Val

Val

Gly

Lys

770

Gly

Trp

Cys

Asn

val

595

Lys

Cys

val

Asgn

Thr

875

Lys

Ala

Gly

Tyr

Arg

755

Asp

Thr

Leu

Gln

Met
835

Thr

Thr

Lys

Tyr

Thr

660

Glu

Leu

Asn

Pro

Lys

740

Pro

Val

Val

Lys

Ile

820

Pro

Leu

val

Asp

Pro

645

Gln

FPhe

Arg

Gly

Metl

725

Gly

Gly

Tyr

His

Glu

805

Ala

Ile

ES 2 588 738 T3

Glu

Ile

Lys

630

Phe

Leu

Ala

Val

Asp

710

Ser

Asp

Gln

Ala

Val

790

Arg

Thr

Ser

Pro

Pro

615

Asn

Met

Ser

Ser

Leu

695

Hig

Ser

Val

Phe

Asn

775

Pro

Gly

Asn

Ile

Thr

600

Ser

Leu

Tzp

Glu

Ala

680

Tyr

Ala

aAla

Tyr

Gly

760

Thr

Tyxr

Ala

Pro

Asp
840

39

Leu

Pro

Pro

Gly

Ala

665

Tyr

Gln

Val

Trp

Asn

745

Asp

Gln

Ser

Ser

val

825

Ile

Ser

Tyr

Asp

Gly

650

Hisg

Gly

Thr

Thr

730

Ile

Leu

Gln

Leu

810

Pro

Leu

Val

Tyr

635

Ala

Val

Ala

Asn

Val

715

Pro

Asp

Gln

Val

Ala

795

Gln

Ala

Glu

Asp

Lys

620

Ser

Tyr

Glu

His

Asn

700

Lys

Fhe

Tyr

Ser

Leu

780

Pro

His

val

Ala

Tyr

605

Cys

Cys

Cys

Lys

Thr

685

Ile

Asp

Asp

Fro

Arg

765

Gln

Ser

Thr

Asn

Ala
845

Ile

Cys

Lys

Phe

Ser

670

Ala

Thr

Ala

Asn

Pro

750

Thr

Arg

Gly

Ala

Cys

830

FPhe

Thr

Gly

Val

Cys

655

Glu

Ser

Val

Lys

Lys

735

Phe

Pro

Pro

Phe

Pro

815

Ala

Thr

Cys

Thr

Phe

640

Asp

Ser

Ala

Thr

Phe

720

Ile

Gly

Glu

Ala

Lys

800

Fhe

val

Arg



10

val val

850

Cys Thr

865

Ala Ser

Thr

Ile

Ile Ser

Asp Ala
Ser

His

Lys Lys

Pr¢

Ser Asp

Gly

ES 2 588 738 T3

Leu
855

Sar

Phe
870

Lys Cys

885

Arg
200

Phe
815

Ser

Glu Ala

Thr Ala

Glu Ile

Leu

Ser Thr Gln Val His

930

Cys Cys

935

Tle Val Pro Ala

950

His Aszn

945

Tyr

Ile Thr Ala Met

965

Ser Ala Ser

Leu Val Val

980

Gly Ala Val Ala

val Phe

895

Ser Ser Arg His

<210> 15

<211> 2954

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> CHIKV Env de consenso

<400> 15

agectggoca
ccctgecacce
aacgtgatga
cggcagogge
ttectggteg
aaggccacee
ageccegtgy

gtgtcecectge

teccegtgat
coctgetgeta
ggcccggeota
ggcgcgggcg
ctgoetgocac
ggccctacct
ccctggaacy

agatcggcat

gtgectgety
cgagaaagag
ctaccagcty
caaacgoccgce
aagagtgeac
ggcaecactge
gatecoggaac

caagaccgac

Thr Asp Met

Gly

Ala val

Gly Val

His

Ser Cys

§60

Ala
875

Ile

Ser Met

890

Glu val
905

Ala
820

Ala Ala

His

Ser

Trp Val

Glu

Ser Ala

Glu

Thr

Gln

Gly Asn

Glu

Glu val

Ile

Ser

Phe Arg Val

Pro

Lys Tyr

Thr Asn Ala

895

Gln
910

Leu

Gln

925

His
940

Cys

Thr
955

Leu

lys Ile

87Q

Ala Leu

285

gecaacacea
cccogaggaaa
ctccaggcca
tctgecacca
agecagcacca
cocgattgeg
gaggecaceyg

gacagccacg

40

Ile

Leu

cettecetty
ccctgeggat
gcctgacctg
tggactggac
aggacaactt
gcgagggoca
acggeacect

actggaccaa

Pro

Gly val

Thr

Ile Val

Pro Lys

Gln

Gly Gly

875

Val
990

Leu

cagecageee
gctggaagat
ctcoccoccac
ctggatcctg
caacgtgtac
cagetgecad
gaagatocag

gctgeggtac

Ala

Ala

880

val

Gln

val

Asp

Asp

960

val

Cys

60
120
180
240
300
360
420

480



atggacaace
ccctgecaceca
acactgaceg
caccacgacc
gagctgeoct
cacatgecoce
atcaccgtga
ctgaccacca
accaaccaca
gaccggaagyg
aaggccegga
gaccacceccea
tgggtoatge
tggggcaaca
ggcocacceec
gtggtgtecg
atgtgcgceca
ttteotgetgt
tctgeocaceca
agctacgagae
aacaggcecg
cccaccctga
gtgaagtgct
gtgttecaccyg
aacacoeage
agcgcectace
aacaacateca
aagtteateg
tacaagggcg
ttcggegaca
gtgotgcaga
ttcaagtact

cagategeca

acatgocoge
tcaccggcac
tgggcttcac
cccoccgtgat
gecagecaccta
cogatacoce
acggccagac
ccgacaaggt
agaagtggea
gcaagatcca
accccaccegt
ceckgetgte
acaagaaaga
acgagcccta
acgagatcat
tggoccacctt
ggaggcgctg
coctgatetg
tggactggac
acgtgaccgt
gctacagece
gocktggacta
geggcacega
gegtgtaccce
tgtoogagge
gggccecacac
ccgkgacege
tgggcoccat
acgtgtacaa
tccagagceg
gacocogeogt
ggctgaaaga

ccaacccagt

ES 2 588 738 T3

cgacgocgag
catgggccac
cgacagcocgyg
cggccgggag
cgtgoagage
cgaccggaca
cgtgecggtac
gatcaacaac
gtacaacage
catcecectte
gacctacggc
ctaccggaac
agtggtgctyg
caagtactgyg
cctgtactac
tatcctgetyg
tatcaccecece
ctgcatecogy
ctggatcctg
gatccocccaac
catggtgetg
catcacctgce
cgagtgcaag
cttcatgtgg
cecacgtggag
agccagcgece
ctacgccaac
gagcagoegaoo
catggactac
gaccccogag
gggcacegty
gaggggcgec

gogggoegtg

agagocggoeo
ttcatcctgg
aagatcagcc
aagttccaca
accgcogeca
ctgatgagee
aagtgcaact
tgcaaggtgg

ccecatggtge

cccctggeca
aagaaccagyg
atgggcgagg
acogtococa
ccccagetgt
tacgagctgt
tocatggteg
tacgagctga
accgccaagy
tttectggteg
accgtgggcy
gaaatggaac
gagtacaaga
gacaagaacce
ggcggagect
aagagcgaga
agcgccaage
ggcgaccacy
tggacccoct
ceccecctteg
agcaaggacg
cacgtgectt
agcectgcagce

aattgtgceg

41

tgttcgtoeg
cceggtgece
actcctgcac
gcaggcoccca
caaccgagga
agcagagoegyg
gcggcggcag
accagtgcca
cacggaatge
acgtgacctg
tgatcatget
aacccaacta
cogagggoect
ccaccaacgg
accctaccat
goeatggoege
cacctggege
cecgeggyeyg
ctgctgeocac
tgceoctacaa
tgctgtecgt
cagtgatccc
tgcccgacta
actgcttctyg
gotgeaagac
tgcgggtget
cegtgacagt
togacaacaa
gagccggcag
tgtacgccaa
acagccagge
acacgcgcocceo

tgggcaacat

gaccagoged
caagggcgag
ccaccecotte
gcacggcaaa
aatcgaggtyg
caacgtgaaqg
caacgagggc
cgcegecgtyg
cgagctggge
cogggtgeoc
getgtaccee
ccaagaggaqg
ggaagtgaca
caccgcccac
gaccgtggtg
tggecatgtge
caccgtgcec
caaacgcocge
ccgggtgcac
gaccetggtyg
gaccctggaa
cagcocotac
cagctgcaag
cgacgccgag
cgagttegeg
gtaccagggce
gaaggacgce
gategtagtyg
acccggecag
tacccagctg
coccagogge
cttcggetge

goccatcage

540

600

660

720

780

840

200

960

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1380

1440

1500

1560

1620

1680

1740

1800

1860

1320

1980

2040

2100

2160

2220
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REIVINDICACIONES

1. Una molécula de acido nucleico que comprende una secuencia de acido nucleico seleccionada del grupo que
consiste en:

una secuencia de acido nucleico que es al menos un 90 % homoéloga a SEQ ID NO: 13;

una secuencia de acido nucleico que es al menos un 90 % homdloga a SEQ ID NO: 15;

una secuencia de acido nucleico que codifica un fragmento inmunogénico de consenso de la proteina E1 del
CHIKV de consenso y es un fragmento de SEQ ID NO: 4 que codifica al menos 250 aminoacidos;

una secuencia de acido nucleico que codifica un fragmento inmunogénico de consenso de la proteina E1 del
CHIKV de consenso y es un fragmento de SEQ ID NO: 4 que codifica al menos 250 aminoacidos y que
comprende ademas una secuencia lider de IgE;

una secuencia de acido nucleico que codifica un fragmento inmunogénico de consenso de la proteina E2 del
CHIKV de consenso y es un fragmento de SEQ ID NO: 5 que codifica al menos 210 aminoacidos;

una secuencia de acido nucleico que codifica un fragmento inmunogénico de consenso de la proteina E2 del
CHIKV de consenso y es un fragmento de SEQ ID NO: 5 que codifica al menos 210 aminoacidos y que
comprende ademas una secuencia lider de IgE;

una secuencia de acido nucleico que codifica un fragmento inmunogénico de consenso de la proteina de capside
del CHIKV de consenso y es un fragmento de SEQ ID NO: 6 que codifica al menos 125 aminoacidos; y

una secuencia de acido nucleico que codifica un fragmento inmunogénico de consenso de la proteina de capside
del CHIKV de consenso y es un fragmento de SEQ ID NO: 6 que codifica al menos 125 aminoacidos y que
comprende ademas una secuencia lider de IgE.

2. La molécula de acido nucleico de la reivindicacion 1 que comprende una secuencia de acido nucleico
seleccionada del grupo que consiste en:

una secuencia de acido nucleico que es al menos un 95 % homoéloga a SEQ ID NO: 13; y
una secuencia de acido nucleico que es al menos un 95 % homologa a SEQ ID NO: 15.

3. La molécula de acido nucleico de la reivindicaciéon 1 que comprende una secuencia de acido nucleico
seleccionada del grupo que consiste en:

una secuencia de acido nucleico que es al menos un 98 % homoéloga a SEQ ID NO: 13; y
una secuencia de acido nucleico que es al menos un 98 % homoéloga a SEQ ID NO: 15.

4. La molécula de acido nucleico de la reivindicacion 1 que comprende una secuencia de acido nucleico
seleccionada del grupo que consiste en:

una secuencia de acido nucleico que es al menos un 99 % homoéloga a SEQ ID NO: 13; y
una secuencia de acido nucleico que es al menos un 99 % homoéloga a SEQ ID NO: 15.

5. La molécula de acido nucleico de la reivindicaciéon 1 que comprende una secuencia de acido nucleico
seleccionada del grupo que consiste en:

una secuencia de acido nucleico que comprende SEQ ID NO: 13;
una secuencia de acido nucleico que comprende SEQ ID NO: 15;
una secuencia de acido nucleico que comprende SEQ ID NO: 1;

una secuencia de acido nucleico que comprende SEQ ID NO:
una secuencia de acido nucleico que comprende SEQ ID NO:
una secuencia de acido nucleico que comprende SEQ ID NO:
una secuencia de acido nucleico que comprende SEQ ID NO:
una secuencia de acido nucleico que comprende SEQ ID NO:

Qwahh
<

6. La molécula de acido nucleico de la reivindicacion 1 que comprende una secuencia de acido nucleico
seleccionada del grupo que consiste en:

una secuencia de acido nucleico que codifica un fragmento inmunogénico de consenso de la proteina E1 del
CHIKV de consenso y es un fragmento de SEQ ID NO: 4 que codifica al menos 320 aminoacidos;

una secuencia de acido nucleico que codifica un fragmento inmunogénico de consenso de la proteina E1 del
CHIKV de consenso y es un fragmento de SEQ ID NO: 4 que codifica al menos 320 aminoacidos y comprende
ademas una secuencia lider de IgE;

una secuencia de acido nucleico que codifica un fragmento inmunogénico de consenso de la proteina E2 del
CHIKV de consenso y es un fragmento de SEQ ID NO: 5 que codifica al menos 300 aminoacidos;

una secuencia de acido nucleico que codifica un fragmento inmunogénico de consenso de la proteina E2 del
CHIKV de consenso y es un fragmento de SEQ ID NO: 5 que codifica al menos 300 aminoacidos y comprende
ademas una secuencia lider de IgE;
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una secuencia de acido nucleico que codifica un fragmento inmunogénico de consenso de la proteina de capside
del CHIKV de consenso y es un fragmento de SEQ ID NO: 6 que codifica al menos 160 aminoacidos; y

una secuencia de acido nucleico que codifica un fragmento inmunogénico de consenso de la proteina de capside
del CHIKV de consenso y es un fragmento de SEQ ID NO: 6 que codifica al menos 160 aminoacidos y
comprende ademas una secuencia lider de IgE.

7. La molécula de acido nucleico de la reivindicacion 1 que comprende una secuencia de acido nucleico
seleccionada del grupo que consiste en:

una secuencia de acido nucleico que codifica un fragmento inmunogénico de consenso de la proteina E1 del
CHIKV de consenso y es un fragmento de SEQ ID NO: 4 que codifica al menos 420 aminoacidos;

una secuencia de acido nucleico que codifica un fragmento inmunogénico de consenso de la proteina E1 del
CHIKV de consenso y es un fragmento de SEQ ID NO: 4 que codifica al menos 420 aminoacidos y comprende
ademas una secuencia lider de IgE;

una secuencia de acido nucleico que codifica un fragmento inmunogénico de consenso de la proteina E2 del
CHIKV de consenso y es un fragmento de SEQ ID NO: 5 que codifica al menos 400 aminoacidos;

una secuencia de acido nucleico que codifica un fragmento inmunogénico de consenso de la proteina E2 del
CHIKV de consenso y es un fragmento de SEQ ID NO: 5 que codifica al menos 400 aminoacidos y comprende
ademas una secuencia lider de IgE;

una secuencia de acido nucleico que codifica un fragmento inmunogénico de consenso de la proteina de capside
del CHIKV de consenso y es un fragmento de SEQ ID NO: 6 que codifica al menos 225 aminoacidos; y

una secuencia de acido nucleico que codifica un fragmento inmunogénico de consenso de la proteina de capside
del CHIKV de consenso y es un fragmento de SEQ ID NO: 6 que codifica al menos 225 aminoacidos y
comprende ademas una secuencia lider de IgE.

8. Una composicién que comprende una molécula de acido nucleico de cualquiera de las reivindicaciones 1-7.

9. La composicién de la reivindicacion 8 en la que la molécula de acido nucleico aislada comprende SEQ ID NO: 13,
SEQ ID NO: 15, SEQ ID NO: 1, SEQ ID NO: 2, SEQ ID NO: 3, SEQ ID NO: 5 0 SEQ ID NO: 6.

10. Una vacuna recombinante que comprende una molécula de acido nucleico de cualquiera de las reivindicaciones
1-7.

11. La composicién de la reivindicacion 8 o de la reivindicacion 9, o la vacuna recombinante de la reivindicacion 10,
para su uso en la induccién de una respuesta inmune en un individuo contra el CHIKV.

12. La composicion o la vacuna recombinante para el uso segun la reivindicaciéon 11, en la que la composicion o la
vacuna recombinante esta adaptada a la administracién por electroporacion.
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Figura 1
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Figura 2
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Figura 4
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Figura 5
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Figura 6
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Figura 7
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