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DESCRIPCION
Composiciones innovadoras y usos de las mismas
Campo de la invencion

Las composiciones y métodos para prevenir y tratar una enfermedad o afeccion se desvelan en la presente
memoria. Se describe un método para la fabricacion de un medicamento que exhibe una mayor eficacia en
aplicaciones profilacticas y terapéuticas. Se describen moléculas que son capaces de inducir la inmunidad tanto
humoral como celular y su uso como un medio para provocar dicha inmunidad en un individuo. Se describen
métodos para la administracion especifica a células u orientada selectivamente al tejido de inmundgenos
polinucleotidicos y/o polipeptidicos capaces de inducir simultdneamente anticuerpos neutralizantes y respuestas
inmunitarias mediadas por células. Las células o tejidos que contienen los polinucleétidos también forman parte de la
divulgaciéon. La capacidad para proporcionar composiciones capaces de inducir anticuerpos protectores del
hospedador y respuestas inmunitarias mediadas por células facilita la generacion de composiciones inmunogénicas
capaces de combatir, entre otras cosas, las afecciones que tienen largos periodos de latencia y, por lo tanto, se
benefician del doble enfoque de profilaxis y terapia en una administracion.

Los detalles bibliograficos de las publicaciones referidas numéricamente en la presente memoria descriptiva se
recogen al final de la descripcion.

Antecedentes de la invencion

Siempre se buscan nuevos enfoques para la intervencién en una enfermedad inducida por virus. Se desperté un
interés en la adaptacion de la terapia génica para su uso en la administracién de inmundgenos de ADN a las células
y tejidos diana. El éxito en este empefio se ha limitado, no obstante, debido, en parte, a que la administracion
selectiva de genes a los tejidos diana ha demostrado ser extremadamente dificil, y en parte porque el éxito depende
de que se sea capaz de provocar previsiblemente una respuesta de anticuerpos especificos 0 una respuesta
mediada por células o0 ambas. La respuesta que se desea depende de la naturaleza del problema que se presenta.

Si bien el uso de promotores especificos de tejido para orientar selectivamente la terapia génica ha sido eficaz en
algunos modelos animales, se ha demostrado menos en el hombre y los promotores especificos de tejido selectivo
no estan disponibles para un amplio intervalo de tejidos. Los sistemas de administracion génica, tales como vectores
no son selectivos del tejido. Los vectores viricos, tales como retrovirus y adenovirus, se pueden utilizar y son en
cierta medida selectivos. No obstante, muchos sistemas de vectores son, por su naturaleza, incapaces de producir
integrantes estables. Ademas, algunos también invocan por si mismos respuestas inmunitarias, impidiendo, de ese
modo, la intervencion inmunoldgica predecible y eficaz.

Otra motivo mas por el que la terapia génica ha demostrado ser dificil es la imprevisibilidad del tipo de respuesta
inmunitaria que puede generarse como resultado de la administracion de ADN empaquetado, por cualquier medio, a
una célula o tejido. Por ejemplo, se sabe que las vacunas de ADN administradas a la piel tienden a causar la
induccién de anticuerpos, mientras que la misma vacuna administrada por via intramuscular puede favorecer una
respuesta celular. En casos en los que la infeccidn por virus se asocia con largos periodos de latencia, tales como es
el caso, por ejemplo, con la infeccién por virus de la inmunodeficiencia humana y virus del herpes simple, puede ser
deseable ser capaz de provocar respuestas de ambos brazos del sistema inmunitario para permitir la proteccion
simultanea contra la infeccion futura y el tratamiento de la infeccion existente.

Un ejemplo en el que la imprevisibilidad de la respuesta es motivo de inquietud reside en los intentos para superar
los efectos de la infeccion por el virus del papiloma humano (VPH). Se conocen muchos genotipos de VPH que son
antecedentes a la neoplasia anogenital1; los tumores pueden desarrollarse después de un periodo de latencia de 10
a 30 afos. Existe una necesidad, por lo tanto, de descubrir medios para inducir tanto anticuerpos neutralizantes para
prevenir la infecciéon por VPH como la inmunidad mediada por células para tratar la infeccion existente. La induccion
de una respuesta inmunitaria mediada por células a genes viricos es deseable tanto para controlar la infeccion
existente como para eliminar particularmente las consecuencias premalignas de la infeccion por VPH. Zhou et al
(Journal of Virology, 73, 1999, 4972-4982, investigaron los niveles de expresion de la proteina de la capside del virus
del papiloma y se descubrié que la composicién de codones puede limitar la traduccion génica tardia. Penrose y
McBride (Journal of Virology, 74, 2000, 6031-6038), mostraron que la degradacion mediada por proteasomas de la
proteina E2-7A del virus del papiloma esta regulada por la fosforilacion. Una vacuna, que era capaz de efectuar
tanto la inmunidad humoral como celular, constituiria un avance importante en la capacidad de la medicina para
intervenir de manera efectiva en tales patologias.

Los recientes intentos para aumentar el nivel de respuesta celular tras la inmunizacién de ADN han tenido cierto
éxito por medio de la conjugacion de las secuencias que codifican la proteina celular ubiquitina. Se proporciona la
secuencia de una proteina hibrida ubiquitina L1 humanizada en la base de datos n.° de acceso AF 322415 (5 de
diciembre de 2000). Ademas, Bosch et al (Journal of Clinical Pathology, 54, 2001, 163-175), describieron
actualizaciones sobre la investigacion del virus del papiloma que incluye el uso de proteinas fusionadas a ubiquitina.
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Leachman et al (18th International Papillomavirus Conference, Abstract n.° 455, 2000) también describen vacunas
de genes tempranos viricos fusionados a ubiquitina. Una proteina Tuberculosis conjugada a ubiquitina se describié
adicionalmente en Delogu et al (Infection and Immunity, 68, 2000, 3097-3102). Velders et al (Journal of Immunology,
166, 2001, 5366-5373) desvelan una proteina fusionada a ubiquitina e investigaron el efecto de utilizar espaciadores
definidos entre epitopos. Bergmann et al (Journal of Immunology, 157, 1996, 3242-3249) también utilizaron
espaciadores vinculantes para optimizar la inmunogenicidad. Astori y Kraehenbuhl (Molecular Immunology, 33,
1996, 1017-1024) investigaron multiples repeticiones de un epitopo T auxiliar.

La inmunizacién con ADN como una forma de terapia génica es un enfoque relativamente nuevo para la vacunacion.
En teoria, y a veces en la practica, el ADN plasmido inoculado entra en la célula y las proteinas codificadas se
expresan en la misma. De esta manera, es mas probable que se produzca el acceso del antigeno a la via de
presentacion del antigeno a través del complejo mayor de histocompatibilidad (CMH) clase |. En algunos casos, se
han mostrado respuestas potenciadas de linfocitos T citotdxicos (LTC) tras la ubqu|t|naC|on 132 No obstante, la
ubiquitinacién es conocida por no potenciar la inmunogenicidad de todas las vacunas pollnucleotldlcas . Ademas, el
aumento de la respuesta de LTC se realiza a veces a expensas de la inmunogenicidad y la produccion de
anticuerpos neutralizantes®. Li et al (Infection and Immunity, 67, 1999, 4780-4786) investigaron la inmunogenicidad
de vacunas de ADN contra Tuberculosis fusionadas a secuencias del activador del plasminégeno tisular.

Ademas, los presentes inventores han demostrado previamente que la principal proteina de la capside L1 de VPH
puede autoensamblarse en particulas similares a virus (PSVS) Utilizadas como una vacuna, las PSV provocan
anticuerpos neutralizantes protectores del hospedador dependientes de conformacion®. No obstante, la infeccion por
virus del papiloma (VP) suele ser persistente, y el 20-50 % de los individuos infectados por VPH no desarrollan
inmunidad especmca del VP*7, lo que sugiere que la infeccion por VP se detecta deficientemente por el sistema
inmunitario®. Se ha demostrado que los genes de la capside de VPH tienen un uso de codones sub-6ptimo para la
expresion en células de mamiferos’

Sumario de la invencién

Una innovadora estrategia para elevar una respuesta inmunitaria mas eficaz contra un antigeno diana se desvela en
la presente memoria. La estrategia implica el uso de (i) un primer antigeno correspondiente al antigeno diana, junto
con (ii) un segundo antigeno que corresponde a una forma modificada del antigeno diana, cuya velocidad de
degradacion proteolitica intracelular se aumenta, potencia o de otro modo eleva en relacion con el primer antigeno.
Como se describe mas completamente en lo sucesivo, la presente estrategia se utiliza ventajosamente para obtener
simultaneamente niveles profilacticos y/o terapéuticos de las respuestas humorales y celulares contra un antigeno
de interés para combatir, entre otras cosas, las afecciones que tienen periodos de latencia y, por lo tanto, se
benefician del doble enfoque de profilaxis y terapia.

Se desvela una composicion para provocar una respuesta inmunitaria humoral y celular contra un antigeno diana,
que comprende un primer antigeno que corresponde al antigeno diana o un polinucledtido a partir del cual se
expresa el primer antigeno, junto con un segundo antigeno que corresponde a una forma modificada del antigeno
diana, en la que la velocidad de degradacioén proteolitica intracelular del segundo antigeno se aumenta, potencia o
de otro modo eleva en relacion con el primer antigeno, o un polinucleétido a partir del cual se expresa el segundo
antigeno.

Se desvela ademas una composicidn para provocar una respuesta inmunitaria humoral y celular contra un antigeno
diana, que comprende al menos un polinucleétido a partir del cual se expresa un primer antigeno correspondiente al
antigeno diana y un segundo antigeno que corresponde a una forma modificada del antigeno diana, en la que la
velocidad de degradacion proteolitica intracelular del segundo antigeno se aumenta, mejora o de otro modo eleva en
relacion con el primer antigeno.

Se desvela adicionalmente una composicion para provocar una respuesta inmunitaria humoral y celular contra un
antigeno diana, que comprende un primer antigeno que corresponde al antigeno diana y un segundo antigeno que
corresponde a una forma modificada del antigeno diana, en la que la velocidad de degradacion proteolitica
intracelular del segundo antigeno se aumenta, potencia o de otro modo eleva en relacién con el primer antigeno.

Se describe una composicion para provocar una respuesta inmunitaria humoral y celular contra un antigeno diana,
que comprende un primer antigeno que corresponde al antigeno diana y un polinucleétido a partir del cual se
expresa un segundo antigeno que corresponde a una forma modificada del antigeno diana, en la que la velocidad de
degradacion proteolitica intracelular del segundo antigeno se aumenta, potencia o de otro modo eleva en relacién
con el primer antigeno.

Se describe asimismo una composicion para provocar una respuesta inmunitaria humoral y celular contra un
antigeno diana, que comprende un polinucleétido a partir del cual se expresa un primer antigeno que corresponde al
antigeno diana, junto con un segundo antigeno que corresponde a una forma modificada del antigeno diana, en la
que la velocidad de degradacion proteolitica intracelular del segundo antigeno se aumenta, potencia o de otro modo
eleva en relacién con el primer antigeno.
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La degradacion proteolitica intracelular puede ser mediada por proteasomas.
La degradacion proteolitica intracelular puede ser mediada por ubiquitinas.

El segundo antigeno puede comprender, o asociarse de otro modo con una sefial de degradacion intracelular o
degron. La sefial de degradacion intracelular puede comprender un aminoacido desestabilizador en el extremo
amino terminal del segundo antigeno. El aminoacido desestabilizador puede seleccionarse entre isoleucina y acido
glutamico, o entre histidina, tirosina y glutamina, o entre acido aspartico, asparagina, fenilalanina, leucina, triptéfano
y lisina. El aminoacido desestabilizador puede ser arginina. El segundo antigeno puede fusionarse o conjugarse de
otro modo a una entidad de enmascaramiento, que enmascara dicho extremo amino terminal de modo que cuando
se desenmascara el segundo antigeno exhibira la velocidad deseada de degradacion proteolitica intracelular. De
forma adecuada, la entidad de enmascaramiento es una secuencia de proteinas de enmascaramiento. La secuencia
de proteinas de enmascaramiento puede escindirse por una endoproteasa, que es adecuadamente una
endoproteasa enddégena de una célula de mamifero. Por ejemplo, un sitio de escision por endoproteasas puede
interponerse entre la secuencia de proteinas de enmascaramiento y el segundo antigeno. Endoproteasas
adecuadas incluyen, entre otras, endoproteasas de serina (p. €j., subtilisinas y furinas), endopeptidasas
proteasomales, proteasas relacionadas con la via de procesamiento a través del CMH clase | y las peptidasas sefial.
La secuencia de proteinas de enmascaramiento puede comprender una secuencia de péptido sefial. Secuencias de
péptidos sefal adecuadas se describen, por ejemplo, por Nothwehr et al. (1990., Bioessays 12 (10): 479-484), Izard,
et al. (1994, Mol. Microbiol. 13 (5): 765-773), Menne, et al. (2000, Bioinformatics 16 (8): 741-742) y Ladunga (2000,
Curr. Opin. Biotechnol. 11 (1): 13-18).

Alternativamente o ademas, la sefial de degradacion intracelular comprende un aceptor de ubiquitina, que permite la
union de ubiquitina por las enzimas intracelulares, que se orientan selectivamente al segundo antigeno para la
degradacién por medio de la via ubiquitina-proteosoma. Adecuadamente, el aceptor de ubiquitina es una molécula
que contiene un residuo apropiadamente posicionado en el extremo amino terminal del segundo antigeno para que
sea capaz de unirse por las moléculas de ubiquitina. Tales residuos tienen preferentemente un grupo amino épsilon,
tal como lisina. El aceptor de ubiquitina puede comprender al menos uno, preferentemente al menos dos, mas
preferentemente al menos cuatro y aun mas preferentemente al menos seis residuos de lisina, que estan
adecuadamente presentes en una region suficientemente de forma segmentalmente mévil del segundo antigeno.

La sefal de degradacion intracelular puede comprender una ubiquitina o un fragmento biolégicamente activo de la
misma. La ubiquitina o fragmento biolégicamente activo de la misma se pueden fusionar, o conjugarse de otro modo,
con el segundo antigeno. Adecuadamente, la ubiquitina es de origen mamifero, por ejemplo de origen humano u otro
primate. La ubiquitina puede comprender la secuencia expuesta en la SEQ ID NO: 2. Ademas, la ubiquitina puede
comprender dos o mas copias de la secuencia expuesta en la SEQ ID NO: 2.

El antigeno diana es adecuadamente refractario o resistente a la escision proteolitica intracelular, que puede
asociarse con una mala respuesta o de otro modo una respuesta ineficaz de linfocitos T citotdxicos (LTC). El
antigeno diana puede corresponder a al menos una porcidon de una proteina en la que se desea una respuesta
inmunitaria. El antigeno diana puede corresponder a al menos una porcion de una proteina estructural.
Adecuadamente, la proteina estructural es una proteina de un organismo patégeno (p. €j., virico, bacteriano, fungico,
protozoario). La proteina estructural puede ser una proteina virica, p. €j., una proteina de la capside o capsémero.
La proteina de la capside virica puede ser una proteina de la capside de un virus cristalino. Ejemplos de proteinas
de la capside virica adecuados incluyen, entre otros, proteinas L1 y/o L2 de virus del papiloma, proteinas de la
capside de un virus del herpes (p. €j., GpD y GpB), VP1-3 de poliomavirus, VP1-6 del virus de la lengua azul,
antigeno de superficie de la hepatitis B, antigeno de superficie de la hepatitis C, proteinas de la capside de
parvovirus, proteinas de la capside de las particulas de levadura Ty, proteinas de la capside de retrovirus (p. €j., VIH
y VSR), proteinas de la capside de rotavirus, proteinas de la capside de coronavirus, y proteinas de la capside de
adenovirus. La proteina de la capside puede ser una proteina de la capside del virus del papiloma (VP). La proteina
de la capside del VP se selecciona adecuadamente entre proteinas de la capside L1y L2.

La composicidon puede comprender ademas un adyuvante. El adyuvante puede administrar los antigenos,
preferentemente el segundo antigeno, a la via a través del complejo mayor de histocompatibilidad (CMH) clase I. Por
ejemplo, tales adyuvantes incluyen, entre otros, compuestos que contienen saponina (p. €j., ISCOMs) y citolisinas,
que median la administracion de antigenos al citosol de una célula diana. La citolisina puede vincularse o asociarse
de otro modo con uno de dichos antigenos o los dos. La citolisina puede mediar la transferencia de los antigenos
desde la vacuola (p. €j., fagosoma o endosoma) al citosol de la célula diana y la citolisina puede ser una listeriolisina.

Se desvela una composicion de acidos nucleicos para provocar una respuesta inmunitaria humoral y celular contra
un antigeno diana, que comprende:

- un primer polinucleétido que codifica un primer antigeno que corresponde al antigeno diana; y
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- un segundo polinucledtido que codifica un segundo antigeno, que corresponde a una forma modificada del
antigeno diana, cuya velocidad de degradacion proteolitica intracelular se aumenta, potencia o de otro modo
eleva en relacién con el primer antigeno;

en la que dicho primer polinucleétido y dicho segundo polinucledtido se vinculan operativamente a un polinucleétido
regulador.

Se desvela ademas una composicion de acidos nucleicos para provocar una respuesta inmunitaria humoral y celular
contra un antigeno diana, que comprende:

- un primer polinucledtido que codifica un primer antigeno que corresponde al antigeno diana; y

- un segundo polinucledtido que codifica un segundo antigeno, que corresponde a una forma modificada del
antigeno diana, cuya velocidad de degradacion proteolitica intracelular se aumenta, potencia o de otro modo
eleva en relacién con el primer antigeno;

en la que dicho primer polinucledtido y dicho segundo polinucleétido se vinculan operativamente a diferentes
polinucleétidos reguladores.

Se desvela adicionalmente una composicion de acidos nucleicos para provocar una respuesta inmunitaria humoral y
celular contra un antigeno diana, que comprende:

- una construccion sintética que comprende un primer polinucledtido, que codifica un primer antigeno
correspondiente al antigeno diana, y que se vincula operativamente a un polinucleétido regulador; y

- otra construccion sintética que comprende un segundo polinucleétido que codifica un segundo antigeno, que
corresponde a una forma modificada del antigeno diana, cuya velocidad de degradacion proteolitica intracelular
se aumenta, potencia o de otro modo eleva en relacién con el primer antigeno, en el que dicho segundo
polinucledtido se vincula operativamente a un polinucleétido regulador.

El segundo polinucledtido puede comprender una primera secuencia de acidos nucleicos, que codifica un antigeno
que corresponde al antigeno diana, y que se vincula en el marco de lectura con una segunda secuencia de acidos
nucleicos que codifica una ubiquitina o un fragmento biolégicamente activo de la misma. Asi, el segundo
polinucledtido puede comprender una primera secuencia de acidos nucleicos, que codifica un antigeno que
corresponde al antigeno diana, y que se vincula cadena abajo y en el marco de lectura con una segunda secuencia
de acidos nucleicos que codifica una ubiquitina o un fragmento biolégicamente activo de la misma. Alternativamente,
el segundo polinucleétido puede comprender una primera secuencia de acidos nucleicos, que codifica un antigeno
que corresponde al antigeno diana, y que se vincula cadena arriba y en el marco de lectura con una segunda
secuencia de acidos nucleicos que codifica una ubiquitina o un fragmento biolégicamente activo de la misma. La
secuencia de acidos nucleicos que codifica la ubiquitina puede comprender la secuencia expuesta en la SEQ ID NO:
1.

Se desvela un segundo polinucleétido que comprende una primera secuencia de acidos nucleicos que codifica un
antigeno, que corresponde al antigeno diana, y que se modifica para incluir un aminoacido desestabilizador en su
extremo amino terminal, en el que dicha primera secuencia de acidos nucleicos se vincula cadena abajo y en el
marco de lectura con una segunda secuencia de acidos nucleicos que codifica una secuencia de proteinas de
enmascaramiento.

El primer polinucledtido y/o el segundo polinucledtido pueden ser optimizados por codones para permitir una
expresion superior de un antigeno asi codificado en una célula diana.

El primer polinucledtido y/o el segundo polinucledtido pueden ser optimizados por codones para permitir una
expresion superior del antigeno asi codificado en una célula diana que en otra célula.

La composicién de acidos nucleicos puede comprender opcionalmente un portador y/o un diluyente o un adyuvante
farmacéuticamente aceptables como se ha descrito a grandes rasgos previamente.

Las composiciones de acidos nucleicos descritas a grandes rasgos previamente pueden encontrarse en forma de
una o mas construcciones sintéticas.

Se desvela una célula hospedadora que contiene la construccién sintética o un sistema de construccién sintética
como se ha descrito a grandes rasgos previamente.

Se desvela un método de provocacion de una respuesta inmunitaria humoral y celular contra un antigeno diana, que
comprende:
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- poner en contacto al menos una célula receptora con una composicion que comprende un primer antigeno que
corresponde al antigeno diana y un segundo antigeno, que corresponde a una forma modificada del antigeno
diana, cuya velocidad de degradacion proteolitica intracelular se aumenta, potencia o de otro modo eleva en
relacion con el primer antigeno,

por lo que dicho primer antigeno y dicho segundo antigeno se expresan conjuntamente en la misma célula receptora
0 se expresan por separado en diferentes células receptoras.

Se desvela asimismo un método para provocar una respuesta inmunitaria humoral y celular contra un antigeno
diana, que comprende:

- poner en contacto al menos una célula receptora con una composicién de acidos nucleicos como se ha descrito
a grandes rasgos anteriormente, por lo que dicho primer antigeno y dicho segundo antigeno se expresan
conjuntamente en la misma célula receptora o se expresan por separado en diferentes células receptoras.

Adecuadamente, la composicién de acidos nucleicos se produce:

- optimizando la composicién de codones de un polinucledtido parental que codifica un antigeno seleccionado
entre el grupo que consiste en el primer antigeno y el segundo antigeno para construir un polinucleétido
optimizado por codones mediante el cual la expresion del antigeno a partir del polinucleétido optimizado por
codones en al menos dicha célula receptora se aumenta, potencia o de otro modo eleva con relacion a la de
dicho polinucleétido parental.

La composicion de codones puede optimizarse:

- seleccionando un primer codén del polinucleétido parental para reemplazarlo con un codén sindénimo, en el que
el primer codon se selecciona sobre la base que tiene una eficacia de traduccion superior a la de dicho codén
sinénimo en al menos dicha célula receptora, y

- reemplazando dicho primer codén con dicho codén sinénimo para construir dicho polinucleétido optimizado por
codones.

Alternativamente, la composicién de codones puede optimizarse de manera que el antigeno se exprese en un nivel
superior en dicha célula receptora que en otra celda. Por ejemplo, la composicion de codones puede optimizarse:

- seleccionando un primer codoén del polinucleétido parental para reemplazarlo con un codén sinénimo que tiene
una eficacia de traduccion superior en dicha célula receptora que en otra célula; y

- reemplazando dicho primer codén con dicho coddn sinénimo para formar dicho polinucleétido optimizado por
codones.

La célula o células receptoras, que estan en contacto con la composiciéon, pueden ser una célula o células
presentadora de antigeno, que se seleccionan adecuadamente entre una célula dendritica, un macréfago o una
célula B.

Se desvela una composicién de materia para provocar una respuesta inmunitaria humoral y celular contra un
antigeno diana, que comprende células presentadoras de antigeno que se han puesto en contacto con un primer
antigeno que corresponde al antigeno diana o con un polinucleétido a partir del cual se expresa el primer antigeno, y
con un segundo antigeno que corresponde a una forma modificada del antigeno diana, cuya velocidad de
degradacion proteolitica intracelular se aumenta, potencia o de otro modo eleva en relacion con el primer antigeno o
con un polinucledtido a partir del cual se expresa el segundo antigeno, durante un tiempo y en condiciones
suficientes para expresar una forma procesada de dicho primer antigeno, y una forma procesada de dicho segundo
antigeno, para su presentacion a las células T y modulacion de las mismas.

Adecuadamente, la composicion de materia comprende ademas un adyuvante.

Adecuadamente, las células T son linfocitos T citotéxicos (LTCs).

Se describe un método de administracién de un antigeno a las células presentadoras de antigeno para la produccion

de células presentadoras de antigeno sensibilizadas con antigeno Utiles para provocar una respuesta inmunitaria

humoral y celular contra un antigeno diana, comprendiendo dicho método:

- la puesta en contacto de células presentadoras de antigeno con un primer antigeno que corresponde al antigeno
diana o con un polinucleétido a partir del cual se expresa el primer antigeno y con un segundo antigeno que

corresponde a una forma modificada del antigeno diana, cuya velocidad de degradacion proteolitica intracelular
se aumenta, potencia o de otro modo eleva en relacion con el primer antigeno o con un polinucleétido a partir del
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cual se expresa el segundo antigeno, durante un tiempo y en condiciones suficientes para expresar una forma
procesada de dicho primer antigeno y una forma procesada de dicho segundo antigeno, durante un tiempo y en
condiciones suficientes para permitir que dichos antigenos se internalicen por las células presentadoras de
antigeno.

Las células presentadoras de antigeno pueden ponerse en contacto in vivo o in vitro y se seleccionan
adecuadamente entre células dendriticas, macrdfagos y células B. Las células presentadoras de antigeno pueden
ser células dendriticas.

Se describe un método de produccion de células presentadoras de antigeno sensibilizadas con antigeno para
provocar una respuesta inmunitaria humoral y celular contra un antigeno diana, que comprende:

- la puesta en contacto de células presentadoras de antigeno con un primer antigeno que corresponde al antigeno
diana o con un polinucleétido a partir del cual se expresa el primer antigeno, y con un segundo antigeno que
corresponde a una forma modificada del antigeno diana, cuya velocidad de degradacion proteolitica intracelular
se aumenta, potencia o de otro modo eleva en relacion con el primer antigeno o con un polinucleétido a partir del
cual se expresa el segundo antigeno, durante un tiempo y en condiciones suficientes para expresar una forma
procesada de dicho primer antigeno y una forma procesada de dicho segundo antigeno, durante un tiempo y en
condiciones suficientes para permitir que dichos antigenos se internalicen por las células presentadoras de
antigeno; y

- el cultivo de las células presentadoras de antigeno durante un tiempo y en condiciones suficientes para que
dicho primer y dicho segundo antigenos se procesen para la presentacion por las células presentadoras de
antigeno.

El método anterior puede comprender ademas el aislamiento de las células presentadoras de antigeno de una
poblacién heterogénea de células.

Se describe un método para modular una respuesta inmunitaria, que comprende administrar a un paciente en
necesidad de tal tratamiento una composicion como se ha descrito a grandes rasgos previamente.

Se desvela un método para el tratamiento y/o profilaxis de una enfermedad o afeccion, que comprende administrar a
un paciente en necesidad de tal tratamiento una cantidad eficaz de una composicion como se ha descrito a grandes
rasgos previamente.

Se describe un método para provocar una respuesta inmunitaria humoral y celular contra un antigeno diana, que
comprende coadministrar a un paciente:

- un primer antigeno correspondiente al antigeno diana o un polinucleétido a partir del cual se expresa el primer
antigeno; y

- un segundo antigeno que corresponde a una forma modificada del antigeno diana, en el que la velocidad de
degradacion proteolitica intracelular del segundo antigeno se aumenta, mejora o de otro modo eleva en relacion
con el primer antigeno o un polinucleétido a partir del cual se expresa el segundo antigeno.

También se describe un método para provocar una respuesta inmunitaria humoral y celular contra un antigeno
diana, que comprende coadministrar a un paciente:

- un polinucleétido a partir del cual se expresa un primer antigeno, que corresponde al antigeno diana; y

- un polinucledtido a partir del cual se expresa un segundo antigeno, que corresponde a una forma modificada del
antigeno diana, en el que la velocidad de degradacion proteolitica intracelular del segundo antigeno se aumenta,
potencia o de otro modo eleva en relacion con el primer antigeno.

Se describe ademas un método para provocar una respuesta inmunitaria humoral y celular contra un antigeno diana,
que comprende coadministrar a un paciente:

- un primer antigeno que corresponde al antigeno diana; y

- un polinucledtido a partir del cual se expresa un segundo antigeno, que corresponde a una forma modificada del
antigeno diana, en el que la velocidad de degradacion proteolitica intracelular del segundo antigeno se aumenta,
potencia o de otro modo eleva en relacion con el primer antigeno.

Se desvela un método para provocar una respuesta inmunitaria humoral y celular contra un antigeno diana, que
comprende coadministrar a un paciente:

- un polinucleodtido a partir del cual se expresa un primer antigeno, que corresponde al antigeno diana; y

- un segundo antigeno que corresponde a una forma modificada del antigeno diana, en el que la velocidad de
degradacioén proteolitica intracelular del segundo antigeno se aumenta, potencia o de otro modo eleva en
relacion con el primer antigeno.
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También se desvela un método para provocar una respuesta inmunitaria humoral y celular contra un antigeno diana,
que comprende coadministrar a un paciente:

- células presentadoras de antigeno que se han puesto en contacto con un primer antigeno correspondiente al
antigeno diana o con un polinucleétido a partir del cual se expresa el primer antigeno, durante un tiempo y en
condiciones suficientes para expresar una forma procesada de dicho primer antigeno para su presentacion a las
células T y modulacion de las mismas; y

- células presentadoras de antigeno que se han puesto en contacto con un segundo antigeno, que corresponde a
una forma modificada del antigeno diana, cuya velocidad de degradacién proteolitica intracelular se aumenta,
potencia o de otro modo eleva en relacién con el primer antigeno o con un polinucleétido a partir del cual se
expresa el segundo antigeno, durante un tiempo y en condiciones suficientes para expresar una forma
procesada de dicho segundo antigeno para su presentacion a las células T y modulacion de las mismas,

en el que las células presentadoras de antigeno que se han puesto en contacto con el primer antigeno y las células
presentadoras de antigeno que se han puesto en contacto con el segundo antigeno pueden ser idénticas o
diferentes.

Se desvela un método para provocar una respuesta inmunitaria humoral y celular contra un antigeno diana, que
comprende coadministrar a un paciente:

- células presentadoras de antigeno que se han puesto en contacto con un primer antigeno correspondiente al
antigeno diana o con un polinucleétido a partir del cual se expresa el primer antigeno, junto con un segundo
antigeno, que corresponde a una forma modificada del antigeno diana, cuya velocidad de degradacion
proteolitica intracelular se aumenta, potencia o de otro modo eleva en relacién con el primer antigeno o con un
polinucledtido a partir del cual se expresa el segundo antigeno, durante un tiempo y en condiciones suficientes
para expresar una forma procesada de dicho primer antigeno y una forma procesada de dicho segundo antigeno
para su presentacion a las células T y modulacién de las mismas.

Se desvela asimismo el uso de un primer antigeno o un polinucleétido a partir del cual se expresa el primer
antigeno, junto con un segundo antigeno o un polinucledtido a partir del cual se expresa el segundo antigeno, en la
preparacion de un medicamento para el tratamiento de una enfermedad o afeccién asociada con un antigeno diana,
dicho primer antigeno correspondiente al antigeno diana y dicho segundo antigeno que corresponde a una forma
modificada del antigeno diana, en el que la velocidad de degradacion proteolitica intracelular del segundo antigeno
se aumenta, potencia o de otro modo eleva en relacién con el primer antigeno.

Se desvela ademas el uso de un primer antigeno o un polinucleétido a partir del cual se expresa el primer antigeno,
junto con células presentadoras de antigeno, en la preparacion de un medicamento para el tratamiento de una
enfermedad o afecciéon asociada con un antigeno diana, en el que dicho primer antigeno corresponde al antigeno
diana y en el que dichas células presentadoras de antigeno se han expuesto a un segundo antigeno, que
corresponde a una forma modificada del antigeno diana, cuya velocidad de degradacion proteolitica intracelular se
aumenta, potencia o de otro modo eleva en relacién con el primer antigeno, durante un tiempo y en condiciones
suficientes para expresar una forma procesada de dicho segundo antigeno para su presentacion a las células Ty
modulacion de las mismas.

Se desvela asimismo el uso de células presentadoras de antigeno en la preparacion de un medicamento para el
tratamiento de una enfermedad o afeccion asociada con un antigeno diana, en el que dichas células presentadoras
de antigeno se han expuesto a un primer antigeno correspondiente al antigeno diana o a un polinucleétido a partir
del cual se expresa el primer antigeno, junto con un segundo antigeno, que corresponde a una forma modificada del
antigeno diana, cuya velocidad de degradacioén proteolitica intracelular se aumenta, potencia o de otro modo eleva
en relacion con el primer antigeno o con un polinucledtido a partir del cual se expresa el segundo antigeno, durante
un tiempo y en condiciones suficientes para expresar una forma procesada de dicho primer antigeno y una forma
procesada de dicho segundo antigeno para su presentacion a las células T y modulacion de las mismas.

Se desvela el uso del polipéptido sintético, el polinucledtido sintético y la construccion sintética como se ha descrito
a grandes rasgos previamente en el estudio y la modulacion de respuestas inmunitarias.

En particular, la presente invencién proporciona una composicion que comprende un primer antigeno que
corresponde a un antigeno diana o un polinucleétido a partir del cual se expresa el primer antigeno, junto con un
segundo antigeno que corresponde a una forma modificada del antigeno diana, y que es un derivado del primer
antigeno, en la que la velocidad de degradacion proteolitica intracelular del segundo antigeno se aumenta, potencia
o de otro modo eleva en relacion con el primer antigeno o un polinucleétido a partir del cual se expresa el segundo
antigeno, en la que el segundo antigeno comprende una sefial de degradacion intracelular que comprende una
ubiquitina o un fragmento biolégicamente activo de la misma, en la que el primer antigeno es adecuado para
provocar una respuesta inmunitaria humoral al antigeno diana, en la que el segundo antigeno es adecuado para
provocar una respuesta inmunitaria celular al antigeno diana, y en la que dicha composicion es adecuada para
provocar una respuesta inmunitaria humoral y celular contra el antigeno diana.
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La presente invencién proporciona ademas una célula hospedadora que comprende la composicion descrita
anteriormente.

Ademas, la invencién proporciona un método de produccién de una composicidon para provocar una respuesta
inmunitaria humoral y celular contra un antigeno diana, comprendiendo el método la combinacién de un primer
antigeno correspondiente al antigeno diana o un polinucleétido a partir del cual se expresa el primer antigeno, con
un segundo antigeno o un polinucledtido a partir del cual se expresa el segundo antigeno, en el que el segundo
antigeno corresponde a una forma modificada del antigeno diana y es un derivado del primer antigeno y en el que el
segundo antigeno comprende una ubiquitina o un fragmento biolégicamente activo de la misma, en el que el primer
antigeno es adecuado para provocar una respuesta inmunitaria humoral al antigeno diana y el segundo antigeno es
adecuado para provocar una respuesta inmunitaria celular al antigeno diana.

La presente invencién también proporciona una composiciéon que se ha descrito anteriormente para su uso como un
medicamento y para su uso en la provocacion de una respuesta inmunitaria humoral y celular contra un antigeno
diana.

Adicionalmente, la presente invencion proporciona el uso de una composicién como se ha descrito previamente, en
la fabricacion de un medicamento para provocar una respuesta inmunitaria humoral y celular contra un antigeno
diana o modular una respuesta inmunitaria, por lo que, en la administracion, dicho primer antigeno y dicho segundo
antigeno se expresan conjuntamente en la misma célula receptora o se expresan por separado en diferentes células
receptoras.

La invencion también contempla el uso de una composicién como se ha descrito anteriormente en la fabricacion de
un medicamento para provocar una respuesta humoral y celular contra un antigeno diana.

La invencién proporciona ademas el uso de un primer antigeno como se define en la composicidon anterior o un
polinucleodtido a partir del cual se expresa dicho primer antigeno en la fabricacion de un medicamento para provocar
una respuesta inmunitaria humoral y celular contra dicho antigeno diana, en el que dicho medicamento es para la
coadministraciéon con un segundo antigeno como se define en la composicion anterior o un polinucleétido a partir del
cual se expresa dicho segundo antigeno. Alternativamente, la invencion proporciona el uso de un segundo antigeno
como se define en la composiciéon anterior o un polinucleétido a partir del cual se expresa dicho segundo antigeno
en la fabricacion de un medicamento para provocar una respuesta inmunitaria humoral y celular contra dicho
antigeno diana, en el que dicho medicamento es para la coadministracion con un primer antigeno como se define en
la composicién anterior o un polinucleétido a partir del cual se expresa dicho primer antigeno.

Breve descripcion de los dibujos

La Figura 1 es una representacion grafica que muestra la inmunogenicidad de HPV6L1 modificado y no
modificado con codones. Los graficos a y b muestran la reactividad de sueros de ratones inmunizados con (m) L1
de pH6L1A modificado con codones, Unica inmunizacion, o (V) L1 (pH6L1A) modificado con codones, doble
inmunizacioén, o (e) L1 (p6L1A) no modificado con codones, doble inmunizaciéon con (a) PSVs de HPV6bL1
(anticuerpo conformacional) o (b) L1 de HPV6b desnaturalizado (anticuerpo lineal); los graficos ¢ y d muestran la
reactividad de sueros de ratones inmunizados con (m) LIE7.1 de HPV6b modificado con codones, (A) L1-E7.2 de

HPV6b modificado con codones, () L1 de HPV6b-HPV16E7 modificado con codones o (V) L1 de HPV6b de

secuencia nativa con (c) PSVs de L1 de HPV6b (anticuerpo conformacional), o (d) L1 de HPV6b desnaturalizado
(anticuerpo lineal). Todos los resultados son medias + E:E:M. de grupos de 5 ratones. El grafico e muestra la
reactividad de sueros de ratones inmunizados con p6HL116E7 (mA), pU6HL116E7 conjugado con ubiquitina

(v ®) o pCDNA3 (el) contra PSVs nativas (m¥e) o L1 desnaturalizado (A #0). El grafico f muestra la

reactividad de suero en HPV6b E7 recombinante de ratones inmunizados con pH6L1E7.1 (carril 1,4), pH6L1E7.2
(carril 2,5), o p6L1A (carril 3,6). Carril 1-3: lisado de células Cos-1 transfectadas con pCDNAE?7. Carril 4-6: lisado
de células Cos-1.

La Figura 2 es una representacion grafica que muestra la inmunidad mediada por células en L1 inducida por
vacunas polinucleotidicas. El grafico a muestra respuestas de HTR cutanea en L1 medidas en grupos de ratones
inmunizados con pH6EL1A modificado con codones, o HEL1E7.1 o .2 quimérico modificado con codones, con
p6L1 o p6L1A no modificado, o con el vector pPCDNAG3. El grafico b ilustra el IFNy especifico del epitopo de LTC
de HPV 16E7 secretado por precursores de células T de ganglios linfaticos en ratones C57BL/6 inmunizados con
pcDNA3, HPV6L1-HPV16E7 (pH6L1E7) modificado con codones o ADN de HPV6L1-HPV16E7 (pUH6L1E7)
modificado con codones y conjugado con ubiquitina. Se muestra la media de triplicados + 1 D.E. El grafico ¢
muestra la proteccién contra el crecimiento subcutaneo de E7 que expresa tumores TC-1 en ratones
inmunizados con pcDNA3, pH6L116E7 (ensayo t apareado, P <0,01, pH6L116E7 frente a pUH6L116E7), o ADN
de pUH6L116E7 (ensayo t apareado, P <0,01, pcDNA3 frente a pUH6L116E7).
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La Figura 3 es una representacion grafica que ilustra la induccion de anticuerpos neutralizantes y células T CD8+
por una vacuna polinucleotidica mixta que comprende HPV6bL116E7 conjugado y no conjugado con ubiquitina.
a. IFNy especifico del epitopo de LTC de HPV 16E7 secretado por precursores de células T de ganglios linfaticos
(L) o bazo (S) en ratones C57BL/6 inmunizados con una mezcla de HPV6L1-HPV16E7 modificado con codones
y (mezcla) o un control de ADN de HPV6L1-HPV16E7 modificado con codones y conjugado con ubiquitina.

La Figura 4 es una representacion fotografica de una placa que muestra la inhibicién de la aglutinacién inducida
por L1 de HPV6 de eritrocitos de ratdn por sueros de ratones inmunizados con ADN de L1 de HPV6b modificado
o no modificado con codones. Las diluciones en serie (1:100-1:12.800) de sueros de ratones inmunizados con
genes L1 modificados con codones; A: pH6EL1A, una inmunizacién; B: pH6L1A, dos inmunizaciones; C:
pH6L1E7.1; D: pH6L1E7.2, aglutinacién inhibida, mientras que el gen no modificado (E: p6L1A) no indujo
anticuerpo inhibidor alguno. El anticuerpo de conejo anti-L1 de HPV6 (F) se utilizd6 como control positivo.

La Figura 5 es una representacion grafica que muestra la inmunogenicidad de L2 de BPV1 modificado y no
modificado con codones. Los grupos de ratones C57BL/6 se inmunizaron con reactividad especifica para

HBL2E7 (m); HBL2 (A); L2E7 (V); L2 () y L2 medida por ELISA. Los resultados se muestran como la

reactividad media + 1 D:E.

Breve descripcion de las secuencias: CUADRO SINOPTICO

TABLA A
SECUENCIA ID DESCRIPCION LONGITUD
SEQ ID NO: 1 secuencia codificante (CDS) de ubiquitina humana, 1 copia 231 nts
SEQ ID NO: 2 Polipéptido codificado por la SEQ ID NO: 1 76 aa
SEQID NO: 3 CDS (L1) de la proteina L1 de tipo natural del VPH tipo 6b como se expone en | 1.503 nts
el n.° de acceso a GenBank NC_001355
SEQ ID NO: 4 Polipéptido codificado por la SEQ ID NO: 3 500 aa
SEQID NO: 5 CDS (L1) de la proteina L1 humanizada del VPH tipo 6b con construccion | 1.503 nts
sintética como se expone en el n.° de acceso a GenBank AF322411
SEQ ID NO: 6 Polipéptido codificado por la SEQ ID NO: 5 500 aa
SEQID NO: 7 CDS (L1) de la proteina L1 All truncada de tipo natural de VPH tipo 6b con | 1.404 nts
construccion sintética
SEQ ID NO: 8 Polipéptido codificado por la SEQ ID NO: 7 467 aa
SEQID NO: 9 CDS (L1) de la proteina L1 truncada humanizada de VPH tipo 6b con | 1.404 nts
construccion sintética como se expone en el n.° de acceso a GenBank
AF322412
SEQ ID NO: 10 Polipéptido codificado por la SEQ ID NO: 9 467 aa
SEQ ID NO: 11 CDS de la proteina hibrida L1/E7.1 humanizada de VPH tipo 6b con | 1.554 nts
construcciéon sintética como se expone en el n.° de acceso a GenBank
AF322413
SEQ ID NO: 12 Polipéptido codificado por la SEQ ID NO: 11 517 aa
SEQ ID NO: 13 CDS de la proteina hibrida L1/E7.2 humanizada de VPH tipo 6b con | 1.554 nts
construccion sintética como se expone en el n.° de acceso a GenBank
AF322414
SEQ ID NO: 14 Polipéptido codificado por la SEQ ID NO: 13 517 aa
SEQ ID NO: 15 CDS de la proteina hibrida L1/ubiquitina humanizada de VPH tipo 6b con | 1.728 nts
construcciéon sintética como se expone en el n.° de acceso a GenBank
AF322415
SEQ ID NO: 16 Polipéptido codificado por la SEQ ID NO: 15 575 aa
SEQ ID NO: 17 CDS de la proteina hibrida del epitopo LTC ubiquitina/L1 delta/H-2Db | 1.677 nts
humanizada de VPH tipo 6b con construccion sintética como se expone en el n.°
de acceso a GenBank AF323508
SEQ ID NO: 18 | Polipéptido codificado por la SEQ ID NO: 17 558 aa
SEQ ID NO: 19 CDS de la proteina hibrida del epitopo LTC L1 delta/H-2Db humanizada de VPH | 1.452 nts
tipo 6b con construccion sintética como se expone en el n.° de acceso a
GenBank AF323509
SEQ ID NO: 20 Polipéptido codificado por la SEQ ID NO: 19 483 aa
SEQ ID NO: 21 CDS (L2) de la proteina L2 de tipo natural de BPV tipo 1 como se expone en el | 1.404 nts
n.° de acceso a GenBank X01768
SEQ ID NO: 22 Polipéptido codificado por la SEQ ID NO: 21 467 aa
SEQID NO: 23 | CDS (L2) de la proteina L2 humanizada de BPV tipo 1 con construccion sintética | 1.410 nts
SEQ ID NO: 24 Polipéptido codificado por la SEQ ID NO: 23 469 aa
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Descripcion detallada de la invencion

En particular, la presente invencién proporciona una composicion que comprende un primer antigeno que
corresponde a un antigeno diana o un polinucleétido a partir del cual se expresa el primer antigeno, junto con un
segundo antigeno que corresponde a una forma modificada del antigeno diana, y que es un derivado del primer
antigeno, en la que la velocidad de degradacion proteolitica intracelular del segundo antigeno se aumenta, potencia
o de otro modo eleva en relacion con el primer antigeno o un polinucleétido a partir del cual se expresa el segundo
antigeno, en la que el segundo antigeno comprende una sefial de degradacion intracelular que comprende una
ubiquitina o fragmento bioldgicamente activo de la misma, en la que el primer antigeno es adecuado para provocar
una respuesta inmunitaria humoral al antigeno diana, en la que el segundo antigeno es adecuado para provocar una
respuesta inmunitaria celular al antigeno diana, y en la que dicha composicion es adecuada para provocar una
respuesta inmunitaria humoral y celular contra el antigeno diana.

La presente invencién proporciona ademas una célula hospedadora que comprende la composicion descrita
anteriormente.

Ademas, la invencién proporciona un método de produccién de una composicidon para provocar una respuesta
inmunitaria humoral y celular contra un antigeno diana, comprendiendo el método la combinaciéon de un primer
antigeno correspondiente al antigeno diana o un polinucleétido a partir del cual se expresa el primer antigeno, con
un segundo antigeno o un polinucledtido a partir del cual se expresa el segundo antigeno, en el que el segundo
antigeno corresponde a una forma modificada del antigeno diana y es un derivado del primer antigeno y en el que el
segundo antigeno comprende una ubiquitina o un fragmento biolégicamente activo de la misma, en el que el primer
antigeno es adecuado para provocar una respuesta inmunitaria humoral al antigeno diana y el segundo antigeno es
adecuado para provocar una respuesta inmunitaria celular al antigeno diana.

La presente invencién también proporciona una composiciéon que se ha descrito anteriormente para su uso como un
medicamento y para su uso en la provocacion de una respuesta inmunitaria humoral y celular contra un antigeno
diana.

Adicionalmente, la presente invencién proporciona el uso de una composicion que se ha descrito anteriormente, en
la fabricacion de un medicamento para provocar una respuesta inmunitaria humoral y celular contra un antigeno
diana o modular una respuesta inmunitaria, por lo que, en la administracion, dicho primer antigeno y dicho segundo
antigeno se expresan conjuntamente en la misma célula receptora o se expresan por separado en diferentes células
receptoras.

La invencién también proporciona el uso de una composicion que se ha descrito anteriormente en la fabricacion de
un medicamento para provocar una respuesta humoral y celular contra un antigeno diana.

La invencién proporciona ademas el uso de un primer antigeno como se define en la composicidon anterior o un
polinucleodtido a partir del cual se expresa dicho primer antigeno en la fabricacion de un medicamento para provocar
una respuesta inmunitaria humoral y celular contra dicho antigeno diana, en el que dicho medicamento es para la
coadministraciéon con un segundo antigeno como se define en la composicion anterior o un polinucleétido a partir del
cual se expresa dicho segundo antigeno. Alternativamente, la invencion proporciona el uso de un segundo antigeno
como se define en la composiciéon anterior o un polinucleétido a partir del cual se expresa dicho segundo antigeno
en la fabricacion de un medicamento para provocar una respuesta inmunitaria humoral y celular contra dicho
antigeno diana, en el que dicho medicamento es para la coadministracion con un primer antigeno como se define en
la composicién anterior o un polinucleétido a partir del cual se expresa dicho primer antigeno.

1. Definiciones

A menos que se defina lo contrario, todos los términos técnicos y cientificos utilizados en la presente memoria tienen
el mismo significado que el cominmente entendido por los expertos en la materia a la que pertenece la invencion.
Aunque cualquiera de los métodos y materiales similares o equivalentes a los descritos en la presente memoria
pueden utilizarse en la practica o ensayo de la presente invencion, se describen métodos y materiales preferentes.
Para los fines de la presente invencion, se definen a continuacion los siguientes términos.

Los articulos "un"y "una” se utilizan en la presente memoria para referirse a uno o a mas de uno (es decir, a al
menos uno) del objeto gramatical del articulo. A modo de ejemplo, "un elemento” significa un elemento o mas de un
elemento.

El término "aproximadamente" se utiliza en la presente memoria para referirse a condiciones (p. €j., cantidades,
concentraciones, tiempo, etc.) que varian hasta en un 30 %, preferentemente hasta en un 20 %, y mas
preferentemente hasta en un 10 % en relaciéon con una condicién especificada.

Las expresiones "administracion simultanea” o "administrar simultdneamente” o "coadministracion” y similares se
refieren a la administraciéon de una Unica composicién que contiene dos o mas activos, o la administraciéon de cada
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activo como composiciones separadas y/o administradas por vias separadas ya sea simultaneamente o
secuencialmente en un periodo de tiempo lo suficientemente breve cuyo resultado efectivo sea equivalente al
obtenido cuando se administran todos los activos de este tipo como una Unica composicion.

Por "molécula de union al antigeno” se entiende una molécula que tiene una afinidad de union para un antigeno
diana. Se entendera que este término se extiende a inmunoglobulinas, fragmentos de inmunoglobulina y armazones
de proteinas derivados de no inmunoglobulinas que exhiben actividad de union al antigeno.

Por "autélogo” se entiende algo (p. €j., células, tejidos, etc.) derivado del mismo organismo.

El término "alogénico”, como se utiliza en la presente memoria, se refiere a células, tejidos, organismos, etc. que
poseen diferente constitucion genética aunque se derive de la misma especie.

Por "fragmento biolégicamente activo” se entiende un fragmento de un polipéptido parental de longitud completa
cuyo fragmento conserva la actividad del polipéptido parental. Por ejemplo, un fragmento biolégicamente activo de la
ubiquitina cuando se conjuga con un antigeno de interés aumentara, potenciara o de otro modo elevara la velocidad
de degradacion proteolitica intracelular de ese antigeno. Como se utiliza en la presente memoria, la expresion
"fragmento biolégicamente activo” incluye mutantes de delecion y pequefios péptidos, por ejemplo de al menos 8,
preferentemente al menos 10, mas preferentemente al menos 15, incluso mas preferentemente al menos 20 e
incluso mas preferentemente al menos 30 aminoacidos contiguos, que comprenden la actividad anterior. Los
péptidos de este tipo se pueden obtener mediante la aplicaciéon de técnicas recombinantes o de sintetizacion
convencionales de acidos nucleicos utilizando técnicas de sintesis en fase liquida o sélida convencionales. Por
ejemplo, puede hacerse referencia a la sintesis de solucion o sintesis en fase solida como se describe, por ejemplo,
en el capitulo 9 titulado "Peptide Synthesis" de Atherton y Shephard, que se incluye en una publicacion titulada
"Synthetic Vaccines", editado por Nicholson y publicado por Blackwell Scientific Publications. Alternativamente, los
péptidos pueden producirse por la digestion de un polipéptido utilizado en la invencién con proteinasas, tales como
endoLys-C, endoArg-C, endoGlu-C y proteasa V8 de Staphylococcus. Los fragmentos digeridos pueden purificarse,
por ejemplo, por técnicas de cromatografia liquida de alto rendimiento (HPLC).

Como se utiliza en la presente memoria, la expresidon "secuencia que actua en cis o regién reguladora de cis" o
expresion similar se tomara para referirse a cualquier secuencia de nucleétidos que se deriva de una secuencia
genética expresable en la que la expresidon de la secuencia genética se regula, al menos, en parte, por dicha
secuencia de nucleotidos. Los expertos en la materia seran conscientes de que una region reguladora de cis puede
ser capaz de activar, silenciar, potenciar, reprimir o de otro modo alterar el nivel de expresion y/o especificidad de
tipo celular y/o especificidad de desarrollo de cualquier secuencia génica estructural.

A lo largo de la presente memoria descriptiva, a menos que el contexto sugiera lo contrario, las palabras
"comprende”, y "que comprende"” se entenderan como la implicaciéon de la inclusidn de una etapa o elemento o
grupo de etapas o elementos indicados, pero no la exclusion de cualquier otra etapa o elemento o grupo de etapas o
elementos.

Por "corresponde a" o "correspondiente a" se entiende un polinucledétido (a) que tiene una secuencia de nucleétidos
que es sustancialmente idéntica o complementaria a la totalidad o parte de una secuencia de polinucleétidos de
referencia o (b) que codifica una secuencia de aminoacidos idéntica a una secuencia de aminoacidos en un péptido
o proteina. Esta frase también incluye dentro de su alcance un péptido o polipéptido que tiene una secuencia de
aminoacidos que es sustancialmente idéntica a una secuencia de aminoacidos en un péptido o proteina de
referencia.

Por "derivado" se entiende un polipéptido que se ha derivado de la secuencia basica mediante la modificacién, por
ejemplo, mediante conjugacion o formacién de complejos con otras mitades quimicas o mediante técnicas de
modificacion post-traduccionales, como se entendera en la materia. El término "derivado” también incluye dentro de
su alcance las alteraciones que se han realizado en una secuencia parental que incluye adiciones, o deleciones que
proporcionan moléculas funcionalmente equivalentes.

Por "cantidad eficaz", en el contexto de tratar, prevenir o mejorar los sintomas de una afeccion, se entiende la
administraciéon de esa cantidad de la composicién inmunopotenciadora o compuesto activo que provoca una
respuesta inmunitaria en un individuo en necesidad de dicho tratamiento, prevencién o mejora, ya sea en una dosis
Unica o como parte de una serie, que es eficaz para el tratamiento de esa afeccion. La cantidad eficaz variara
dependiendo de la salud y condicion fisica del individuo a tratar, el grupo taxonémico del individuo a tratar, la
formulacién de la composicion, la evaluacion de la situacion médica, y otros factores relevantes. Se espera que la
cantidad caiga en un intervalo relativamente amplio que puede determinarse mediante experimentos rutinarios.

Por "expresar”, y términos similares, tales como "expresion"y "expresable”, en el contexto o expresion de proteinas,

se entiende la expresion de una proteina a un nivel suficiente para efectuar una funcién particular asociada con la
proteina.
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Por "expresar dicho polinucleétido” se entiende la transcripcion del polinucleétido de manera tal que se produce
ARNm.

Por "vector de expresion" se entiende cualquier elemento genético autonomo capaz de dirigir la sintesis de una
proteina codificada por el vector. Tales vectores de expresion son conocidos por los profesionales en la materia.

El término "gen” se utiliza en su contexto mas amplio para incluir una regién de ADN genémico correspondiente al
gen, asi como una secuencia de ADNc correspondiente a exones o una molécula recombinante modificada por
ingenieria genética para codificar una forma funcional de un producto.

"Homologia" se refiere al niumero de porcentaje de aminoacidos que son idénticos o constituyen sustituciones
conservadoras como se define en la Tabla B infra. La homologia puede determinarse utilizando programas de
comparacion de secuencias, tales como GAP (Deveraux et al. 1984). De esta manera, las secuencias de una
longitud similar o sustancialmente diferente de las citadas en la presente memoria pueden compararse por insercion
de huecos en el alineamiento, siendo tales huecos determinados, por ejemplo, por el algoritmo de comparacion
utilizado por GAP.

Potenciar la respuesta inmunitaria ("reforzamiento inmunolégico"), como se conoce adecuadamente en la materia,
significa aumentar la capacidad del animal para responder a antigenos exégenos o especificos de la enfermedad (p.
€j., antigenos viricos, antigenos de cancer) es decir, aquellas células sensibilizadas para atacar tales antigenos se
aumentan en numero, actividad y capacidad para detectar y destruir aquellos antigenos. La fuerza de la respuesta
inmunitaria se mide mediante ensayos convencionales, incluyendo: mediciéon directa de los linfocitos de sangre
periférica por medios conocidos en la materia; ensayos de citotoxicidad de linfocito citolitico natural (véase, p. €j.,
Provinciali et al. (1992, J. Immunol Meth. 155: 19-24), ensayos de proliferacion celular (véase, p. €j., Vollenweider y
Groseurth (1992, J. Immunol Meth. 149: 133-135), inmunoensayos de células inmunitarias y subconjuntos (véase, p.
ej., Loeffler et al. (1992, Cytom. 13: 169-174); Rivoltini et al. (1992, Can. Immunol. Immunother. 34: 241-251), o
ensayos cutaneos para la inmunidad mediada por células (véase, p. €j., Chang et al. (1993, Cancer Res. 53 1043-
1050). Cualquier aumento estadisticamente significativo de la fuerza de la respuesta inmunitaria como se mide por
los ensayos anteriores se considera "respuesta inmunitaria potenciada" "reforzamiento inmunoldgico" o
"inmunopotenciacién" como se utiliza en la presente memoria. La respuesta inmunitaria potenciada también se
indica por manifestaciones fisicas, tales como fiebre e inflamacion, asi como la curacién de infecciones sistémicas y
locales, y la reduccioén de los sintomas de la enfermedad, es decir, disminucién en el tamafio del tumor, alivio de los
sintomas de una enfermedad o afeccion, incluyendo, entre otros, lepra, tuberculosis, malaria, Ulceras aftosas,
verrugas herpéticas y papilomatosas, gingivitis, aterosclerosis, concomitantes del SIDA, tales como sarcoma de
Kaposi, infecciones bronquiales, y similares. Tales manifestaciones fisicas también definen la "respuesta inmunitaria
potenciada" "reforzamiento inmunolégico” o "inmunopotenciacion”, como se utiliza en la presente memoria.

La referencia en la presente memoria a "inmunointeractivo" incluye la referencia a cualquier interaccion, reaccion, u
otra forma de asociacion entre las moléculas y, en particular, en el que una de las moléculas es, o imita, un
componente del sistema inmunitario.

Por "aislado” significa un material que esta sustancialmente o esencialmente libre de componentes que normalmente
lo acompafan en su estado nativo.

Por "modular" se entiende aumentar o disminuir, ya sea directa o indirectamente, el nivel y/o actividad funcional de
una molécula diana. Por ejemplo, un agente puede modular indirectamente dicho nivel/actividad mediante la
interaccion con una molécula distinta de la molécula diana. A este respecto, la modulacién indirecta de un gen que
codifica un polipéptido diana incluye dentro de su alcance una modulacién de la expresion de una primera molécula
de acidos nucleicos, en la que un producto de expresion de la primera molécula de acidos nucleicos modula la
expresion de una molécula de acidos nucleicos que codifica el polipéptido diana.

La expresion "regiéon 5' no codificante" se utiliza en la presente memoria en su contexto mas amplio para incluir
todas las secuencias de nucledtidos que se derivan de la region cadena arriba de un gen expresable, distintas de
aquellas secuencias que codifican residuos de aminoacidos que comprenden el producto polipeptidico de dicho gen,
en el que la que regién 5' no codificante confiere o activa o de otro modo facilita, al menos, en parte, la expresion del
gen.

El término "oligonucledtido”, como se utiliza en la presente memoria, se refiere a un polimero compuesto de una
multiplicidad de unidades de nucledtidos (desoxirribonucledtidos o ribonucledtidos, o variantes estructurales
relacionadas o analogos sintéticos de las mismas) vinculadas por medio de enlaces fosfodiéster (o variantes
estructurales relacionadas o analogos sintéticos de las mismas). De este modo, si bien el término "oligonucleétido”
se refiere normalmente a un polimero de nucleétidos en el que los nucledtidos y enlaces entre ellos son de origen
natural, se entendera que el término también incluye dentro de su alcance varios analogos que incluyen, entre otros,
acidos nucleicos peptidicos (ANPs), fosforamidatos, fosforotioatos, fosfonatos de metilo, acidos ribonucleicos 2-O-
metilo, y similares. El tamafio exacto de la molécula puede variar dependiendo de la aplicacion particular. Un
oligonucledtido posee normalmente una longitud bastante corta, generalmente de aproximadamente 10 a 30
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nucledtidos, pero el término puede referirse a moléculas de cualquier longitud, aunque el término "polinucledtido” o
"acidos nucleicos" se utilice normalmente para grandes oligonucleétidos.

La expresion "conectado de forma operable” o "vinculado operativamente", como se utiliza en la presente memoria,
significa colocar un gen estructural bajo el control regulador de un promotor, que luego controla la transcripcién y
opcionalmente la traduccion del gen. En la construccion del promotor heterélogo/combinaciones génicas
estructurales, se prefiere generalmente posicionar la secuencia genética o promotor a una distancia del sitio de inicio
de la transcripcion del gen que es aproximadamente la misma que la distancia entre esa secuencia genética o
promotor y el gen lo controla en su entorno natural; es decir, el gen a partir del cual se deriva la secuencia genética o
promotor. Como se conoce en la materia, alguna variacion en esta distancia se puede acomodar sin pérdida de
funcién. De manera similar, el posicionamiento preferente de un elemento de secuencia reguladora en relacion con
un gen heterélogo que va a colocarse bajo su control se define por el posicionamiento del elemento en su entorno
natural; es decir, los genes a partir de los cuales se deriva.

El término "paciente” se refiere a pacientes de ser humano u otro mamifero e incluye a cualquier individuo que se
desea examinar o tratar utilizando las composiciones de la invencién. No obstante, se entendera que "paciente” no
implica que los sintomas estén presentes. Los mamiferos adecuados que caen dentro del alcance de la invencién
incluyen, entre otros, primates, animales de ganado (p. €j., ovejas, vacas, caballos, burros, cerdos), animales de
ensayo de laboratorio (p. €j., conejos, ratones, ratas, cobayas, hamsteres), animales de compafia (p. €j., gatos,
perros) y animales salvajes cautivos (p. €j., zorros, ciervos, dingos).

Por "portador farmacéuticamente aceptable” se entiende un relleno solido o liquido, diluyente o sustancia
encapsulante que puede utilizarse con seguridad en la administracion topica o sistémica.

El término "polinucledtido” o "acidos nucleicos”, como se utiliza en la presente memoria, designa ARNm, ARN,
ARNCc, ADNc o ADN. EI término se refiere normalmente a oligonucleotidos superiores a 30 nucledtidos de longitud.
"Polipéptido”, "péptido" y "proteina” se utilizan indistintamente en la presente memoria para referirse a un polimero
de residuos de aminoacidos y a variantes y analogos sintéticos del mismo. De este modo, estos términos se aplican
a los polimeros de aminoacidos en los que uno o mas residuos de aminoacidos es un aminoacido de origen no
natural sintético, tal como un analogo quimico de un aminoacido de origen natural correspondiente, asi como a
polimeros de aminoacidos de origen natural.

Por "cebador” se entiende un oligonucleétido que, cuando se empareja con una cadena de ADN, es capaz de iniciar
la sintesis de un producto de extension del cebador en presencia de un agente de polimerizacién adecuado. El
cebador es preferentemente monocatenario para maxima eficiencia en la amplificacién, pero alternativamente puede
ser bicatenario. Un cebador ha de ser suficientemente largo para cebar la sintesis de productos de extension en
presencia del agente de polimerizacion. La longitud del cebador depende de muchos factores, incluyendo la
aplicacion, la temperatura que va a emplearse, las condiciones de reaccion de plantilla, otros reactivos, y la fuente
de cebadores. Por ejemplo, dependiendo de la complejidad de la secuencia diana, el cebador oligonucledtido
contiene normalmente de 15 a 35 o mas nucleétidos, aunque puede contener menos nucleétidos. Los cebadores
pueden ser grandes polinucleétidos, tal como de aproximadamente 200 nucledtidos a varias kilobases o mas. Los
cebadores pueden seleccionarse para que sean "sustancialmente complementarios" a la secuencia en la plantilla en
la que se disefia para hibridar y servir como un sitio para la iniciacion de la sintesis. Por "sustancialmente
complementario”, se entiende que el cebador es suficientemente complementario para hibridarse con una secuencia
de nucleétidos diana. Preferentemente, el cebador no contiene desapareamientos con la plantilla en la que se disefia
para hibridarse, pero esto no es esencial. Por ejemplo, los nucleétidos no complementarios pueden unirse al
extremo 5' del cebador, siendo el resto de la secuencia del cebador complementario a la plantilla. Alternativamente,
los nucledtidos no complementarios o un tramo de nucleétidos no complementarios pueden intercalarse en un
cebador, siempre que la secuencia del cebador tenga suficiente complementariedad con la secuencia de la plantilla
para hibridarse con ella y de ese modo formar una plantilla para la sintesis del producto de extension del cebador.

"Sonda" se refiere a una molécula que se une a una secuencia o subsecuencia especifica u otra mitad de otra
molécula. A menos que se indique lo contrario, el término "sonda" se refiere normalmente a una sonda de
polinucleétidos que se une a otros acidos nucleicos, a menudo llamado "acidos nucleicos diana", a través del
apareamiento de bases complementarias. Las sondas pueden unirse a acidos nucleicos diana que carecen de
complementariedad de secuencia completa con la sonda, dependiendo de la rigurosidad de las condiciones de
hibridacioén. Las sondas pueden marcarse directa o indirectamente.

La referencia en la presente memoria a un "promotor" ha de tomarse en su contexto mas amplio e incluye las
secuencias reguladoras transcripcionales de un gen genémico clasico, incluyendo la caja TATA que se requiere para
el inicio preciso de la transcripcion, con o sin una secuencia de caja CCAAT y elementos reguladores adicionales (es
decir, secuencias activadoras cadena arriba, potenciadores y silenciadores) que alteran la expresion génica en
respuesta a estimulos al desarrollo y/o ambientales, o de una manera especifica del tejido o especifica del tipo de
célula. Un promotor es usualmente, pero no necesariamente, posicionado cadena arriba o 5', de un gen estructural,
expresion de la que se regula. Ademas, los elementos reguladores que comprenden un promotor se posicionan
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habitualmente en 2 kb del sitio de inicio de la transcripcion del gen. Los promotores preferentes para su uso de
acuerdo con la invencion pueden contener copias adicionales de uno o mas elementos reguladores especificos para
potenciar aun mas la expresion en una célula, y/o para alterar el momento de la expresiéon de un gen estructural al
que esta conectado de forma operativa.

La expresion "polinucledétido recombinante”, como se utiliza en la presente memoria, se refiere a un polinucleétido
formado in vitro por la manipulacién de acidos nucleicos en una forma no encontrada normalmente en la naturaleza.
Por ejemplo, el polinucleétido recombinante puede encontrarse en forma de un vector de expresion. Generalmente,
tales vectores de expresion incluyen acidos nucleicos reguladores transcripcionales y traduccionales vinculados
operativamente a la secuencia de nucleoétidos.

Por polipéptido recombinante” se entiende un polipéptido realizado utilizando técnicas recombinantes, es decir, a
través de la expresion de un polinucleétido recombinante.

La expresién "codén sinénimo", como se utiliza en la presente memoria, se refiere a un codén que tiene una
secuencia de nucleotidos diferente de otro coddn pero que codifica el mismo aminoacido que ese otro codon.

Por "eficacia traduccional”, se entiende la eficacia de la maquinaria de sintesis de proteinas de una célula para
incorporar el aminoacido codificado por un codén en una cadena polipeptidica naciente. Esta eficacia puede ser
evidenciada, por ejemplo, por la velocidad a la que la célula es capaz de sintetizar el polipéptido a partir de una
plantilla de ARN que comprende el codén, o por la cantidad del polipéptido sintetizado a partir de una plantilla de
este tipo.

Por "vector" se entiende una molécula de acidos nucleicos, preferentemente una molécula de ADN derivada, por
ejemplo, de un plasmido, bacteriéfago, o virus de las plantas, en la que se puede insertar o clonar una secuencia de
acidos nucleicos. Un vector contiene preferentemente uno o mas sitios de restriccion Unicos y puede ser capaz de
replicacion autbnoma en una célula hospedadora definida que incluye una célula o tejido diana o una célula o tejido
progenitor de la misma, o puede integrarse con el genoma del hospedador definido de manera tal que la secuencia
clonada es reproducible. Por consiguiente, el vector puede ser un vector de replicacion auténoma, es decir, un
vector que existe como una entidad extracromosdmica, cuya replicacion es independiente de la replicacion
cromosomica, p. €j., un plasmido lineal o circular cerrado, un elemento extracromosémico, un minicromosoma, o un
cromosoma artificial. El vector puede contener cualquier medio para asegurar la autorreplicacion. Alternativamente,
el vector puede ser uno que, cuando se introduce en la célula hospedadora, se integra en el genoma y se replica
conjuntamente con el cromosoma o cromosomas en los que se ha integrado. Un sistema de vector puede
comprender un Unico vector o plasmido, dos o mas vectores o plasmidos, que contienen conjuntamente el ADN total
a ser introducido en el genoma de la célula hospedadora, o un transposoén. La eleccion del vector dependera
normalmente de la compatibilidad del vector con la célula hospedadora en la que el vector se va a introducir. El
vector también puede incluir un marcador de seleccion, tal como un gen de resistencia a antibiéticos que se puede
utilizar para la seleccion de transformantes adecuados. Ejemplos de tales genes de resistencia son bien conocidos
por los expertos en la materia.

2. Abreviaturas

VPB: virus del papiloma bovino

VPCCA: virus del papiloma del conejo de cola de algodén

HTR: hipersensibilidad de tipo retardado

PIH: prueba de inhibicion de la hemaglutinacion

VPH: virus del papiloma humano

VP: virus del papiloma

PSV: particula similar a virus
3. Produccion de antigenos para su uso en la invencién
En el trabajo que condujo a la presente invencion, los inventores trataron de desarrollar agentes inmunogénicos,
particularmente polinucleétidos, que combinaran los efectos deseados de inmunogenicidad potenciada, asi como la
capacidad predecible/controlada para provocar el anticuerpo protector del hospedador, mientras que no se excluya o
disminuya la induccion de una respuesta mediada por células para facilitar el tratamiento de la infeccion existente.
Se observé que en los casos en que se vio favorecido el anticuerpo, el enfoque utilizado redujo la induccién de una

respuesta mediada por células. Del mismo modo, en los casos en que se vio favorecido el Ultimo efecto, el enfoque
utilizado redujo el efecto deseado anterior. Al tratar de superar una de las dificultades sin eliminar el segundo
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beneficio deseado, los inventores descubrieron inadvertidamente que abordando al mismo tiempo los problemas de
inmunogenicidad alterada y respuestas inmunoldgicas controladas, un enfoque combinado podria superar ambos
obstaculos.

Por consiguiente, la presente invencién se basa, en parte, en una innovadora estrategia para provocar
simultaneamente una respuesta de anticuerpos protectores del hospedador y una respuesta inmunitaria mediada por
células contra un antigeno diana para combatir, entre otras cosas, las condiciones que tienen periodos de latencia vy,
por lo tanto, se benefician del doble enfoque de profilaxis y terapia. La estrategia implica administrar a un individuo
un primer antigeno correspondiente al antigeno diana, y es adecuadamente intracelularmente resistente a la
protedlisis. Ademas, un segundo antigeno, que corresponde a una forma modificada del antigeno diana, se
administra al individuo, en el que la velocidad de degradacion proteolitica intracelular del segundo antigeno se
aumenta, potencia o de otro modo eleva en relacion con el primer antigeno. El primer y segundo antigenos pueden
administrarse en una forma proteinica, o en forma de acidos nucleicos, o una combinacién de los mismos. El
determinante o determinantes antigénicos o epitopo o epitopos del primer antigeno y el segundo antigeno pueden
ser idénticos o diferentes. Por consiguiente, la secuencia que contiene el epitopo del primer antigeno y el segundo
antigeno pueden ser idénticos o diferentes. Particularmente, el primer antigeno y el segundo antigeno comprenden
el mismo epitopo o epitopos. Adecuadamente, cuando los correspondientes epitopos son diferentes entre el primer
antigeno y el segundo antigeno, tales epitopos son preferentemente capaces de provocar la producciéon de
elementos que se unen a un epitopo correspondiente del antigeno diana.

Antigenos diana a modo de ejemplo incluyen, entre otros, al menos una porcién de una proteina estructural que
incluye, entre otros, proteinas estructurales de los organismos patdgenos (p. €j., viricos, bacterianos, fungicos,
protozoos), tales como proteinas de la capside o capsémeros. En una realizaciéon preferente, la proteina de la
capside es de origen virico. Preferentemente, la proteina de la capside virica se refiere a un virus cristalino.
Ejemplos de proteinas de la capside virica adecuados incluyen, entre otros, las proteinas L1 y/o L2 del virus del
papiloma, proteinas de la capside de un virus del herpes (p. €j., GpD y GpB), VP1-3 del poliomavirus, VP1-6 del
virus de la lengua azul, antigeno de superficie de la hepatitis B, antigeno de superficie de la hepatitis C, proteinas de
la capside de parvovirus, proteinas de la capside de las particulas de levadura Ty, proteinas de la capside de
retrovirus (p. €j.,, VIH y VSR), proteinas de la capside de rotavirus, proteinas de la capside de coronavirus, y
proteinas de la capside de adenovirus. Alternativamente, el antigeno diana es una proteina estructural relativa al
nucleo cristalino de un virus con envuelta lipidica. Para un listado mas completo de las proteinas estructurales
viricas, véase Fields Virology (redactores jefe, Bernard N. Fields, David M. Knipe, Peter M. Howley, 42 edicion,
Lippincott-Raven Publishers, 1999, Filadelfia, EE.UU.).

Alternativamente, las proteinas de la capside virica adecuadas incluyen las que pueden utilizarse para producir
particulas similares a virus, incluyendo, entre otros, particulas similares a virus como se describe por ejemplo por
Oliveira-Ferreira et al. (2000 Vaccine, 18 (17): 1863-69), Hirschberg et al. (1999, Int Immunol, 11 (12): 1927-34),
Klein et al. (1997, AIDS Res Hum Retroviruses, 13(5): 393-399), Allsopp et al. (1996, Eur J Immunol, 26 (8): 1951-
195), Bachmann et al. (1996, supra), Layton et al. (1996, Immunology, 87 (2): 171-178; 1993, J Immunol, 151 (2):
1097-1107), Brookman et al. (1995, Virology, 207 (1): 59-67), Burns et al. (1994, Mol Biotechnol, 1 (2): 137-145),
Martin et al. (1993, AIDS, 7(10): 1315-1323) y Adams et al. (1987, Nature, 329 (6134): 68-70), particulas similares a
virus de la inmunodeficiencia en humanos como, por ejemplo, se describe por Paliard et al. (2000, AIDS Res Hum
Retroviruses, 16 (3): 273-282), Notka et al. (1999, Biol Chem, 380 (3): 341-352) y Wagner et al. (1998, Virology, 245
(1): 65-74; 1994, Behring Inst Mitt, (95): 23-34), particulas similares al virus Norwalk como se describe por ejemplo
por Ball et al. (1999, Gastroenterology, 117 (1): 40-48) y White et al. (1996, J Virol, 70 (10): 6589-6597), PSV p24
como se describe por ejemplo por Benson ef al. (1999, AIDS Res Hum Retroviruses, 15 (2): 105-113) particulas
similares al virus del papiloma como se describe por ejemplo por Zhou et al. (1991, Virology, 181: 203-210; ibid 185:
251-257; y la publicacion internacional WO 93/02184), Christensen et al. (2000, Virology, 269 (2): 451-461), y
Benyacoub et al., (1999, Infect Immun, 67 (7): 3674-3679, particulas similares al virus de la hepatitis como se
describe por ejemplo por Falcon et al. (1999, Cell Tissue, 31 (2): 117-125), Li et al. (1997, J Virol, 71 (10): 7207-
7213) y Schirmbeck et al. (1996, Intervirology, 39 (1-2): 111-119), particulas similares a virus del poliomavirus como
se describe por ejemplo por Goldmann et al. (1999, J Virol, 73 (5): 4465-4469) y Szomolanyi-Tsuda et al, (1998, J
Virol, 72 (8): 6665-6670), particulas similares a virus adenoasociados como se describe por ejemplo por Hoque et al.
(1999, Biochem Biophys Res Commun, 266 (2): 371-376), particulas similares a virus a la enfermedad bursal
infecciosa como se describe por ejemplo por Hu et al. (1999 Biotechnol Bioeng, 63 (6): 721-729), Kibenge et al.
(1999, Can J Vet Res, 63 (1): 49-55) y Fernandez-Arias et al. (1998, J Gen Virol, 79 (Pt 5): 1047-54), particulas
similares a rotavirus como se describe por ejemplo por Jiang et al. (1999, Vaccine, 17 (7-8): 1005-13), Ciarlet et al.
(1998, J Virol, 72 (11): 9233-9246), Gilbert et al. (1997, J Virol, 71 (6): 4555-4563) y Conner et al. (1996, J Infect Dis,
174 Supl. 1: S88-S92), particulas similares a calicivirus como se describe por ejemplo por Jiang et al. (1999, J Virol
Methods, 78 (1-2): 81-91), particulas similares al virus de la leucemia bovina como se describe por ejemplo por
Kakker et al. (1999, Virology, 265 (2): 308-318), particulas similares a virus de la enfermedad hemorragica de conejo
como se describe por ejemplo por Nagesha et al. (1999, Arch Virol, 144 (12): 2429-2439), particulas similares a
parvovirus como se describe por ejemplo por Sedlik et al. (1999, J Virol, 73 (4): 2739-2744), Lo-Man et al. (1998, Eur
J Immunol, 28 (4): 1401-1407) y Sedlik et al. (1997, Proc Natl Acad Sci EE.UU., 94 (14): 7503-7508, particulares
similares al virus basado en el elemento transponible D como se describe por ejemplo por Hajek ef al. (1998, J Virol,
72 (11): 8718-8724), particulas similares al coronavirus de ratdbn como se describe por ejemplo por Bos ef al. (1997,
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J Virol, 71 (12): 9427-9433; 1996, Virology, 218 (1): 52-60), particulas similares al virus del enrollamiento de la hoja
de la patata como se describe por ejemplo por Lamb et al. (1996, J Gen Virol, 77 (Pt 7). 1349-58), particulas
similares al virus de la lengua azul como se describe por ejemplo por Murray y Eaton. (1996, Vaccines for Vet Aust J,
73 (6): 207-210), particulas similares a virus de protozoos como se describe por ejemplo por Sitja-Bobadilla et al.
(1996, Int J Parasitol, 26 (4): 457-459), y particulas similares al virus Epstein-Barr como se describe por ejemplo por
Yano et al. (1986, Int J Cancer, 38 (2): 275-284). En una realizacion preferente, la proteina de la capside es una
proteina de la capside del virus del papiloma. La proteina de la capside se selecciona adecuadamente entre las
proteinas de la capside L1y L2.

3.1 Produccién de antigeno modificado

Un segundo antigeno o antigeno modificado para su uso de acuerdo con la presente invencidon puede prepararse
utilizando cualquier técnica adecuada que hace que sea menos resistente a la protedlisis intracelular con relacién a
un primer antigeno correspondiente al antigeno diana de interés. No obstante, hay que sefialar que la presente
invencion no es dependiente, y no se dirige a, una cualquiera de una técnica particular por la que se produce el
segundo antigeno o antigeno modificado. La semivida intracelular de un primer antigeno o antigeno diana es
adecuadamente superior a aproximadamente 3 minutos, preferentemente superior a aproximadamente 5 minutos,
mas preferentemente superior a aproximadamente 10 minutos, aun mas preferentemente superior a
aproximadamente 15 minutos, incluso mas preferentemente superior a aproximadamente 30 minutos, incluso mas
preferentemente superior a aproximadamente 1 hora, incluso mas preferentemente superior a aproximadamente 10
horas, incluso mas preferentemente superior a aproximadamente 24 horas, y todavia adn mas preferentemente
superior a aproximadamente 50 horas. Adecuadamente, un antigeno proteoliticamente resistente es uno que
conserva mas de aproximadamente el 10 % de su estructura terciaria después de aproximadamente 3 minutos,
preferentemente después de aproximadamente 5 minutos, mas preferentemente después de aproximadamente 10
minutos, incluso mas preferentemente después de aproximadamente 15 minutos, incluso mas preferentemente
después de aproximadamente 30 minutos, incluso mas preferentemente después de aproximadamente 1 hora,
incluso mas preferentemente después de aproximadamente 10 horas, incluso mas preferentemente después de
aproximadamente 24 horas, y aun mas preferentemente después de aproximadamente 50 horas en condiciones
intracelulares o similares a intracelulares. Preferentemente, un antigeno proteoliticamente resistente es uno que
conserva mas de aproximadamente el 20 % de su estructura terciaria después de aproximadamente 3 minutos,
preferentemente después de aproximadamente 5 minutos, mas preferentemente después de aproximadamente 10
minutos, incluso mas preferentemente después de aproximadamente 15 minutos, incluso mas preferentemente
después de aproximadamente 30 minutos, incluso mas preferentemente después de aproximadamente 1 hora,
incluso mas preferentemente después de aproximadamente 10 horas, incluso mas preferentemente después de
aproximadamente 24 horas, y aun mas preferentemente después de aproximadamente 50 horas en condiciones
intracelulares o similares a intracelulares. Mas preferentemente, un antigeno proteoliticamente resistente es uno que
conserva mas de aproximadamente el 50 % de su estructura terciaria después de aproximadamente 3 minutos,
preferentemente después de aproximadamente 5 minutos, mas preferentemente después de aproximadamente 10
minutos, incluso mas preferentemente después de aproximadamente 15 minutos, incluso mas preferentemente
después de aproximadamente 30 minutos, incluso mas preferentemente después de aproximadamente 1 hora,
incluso mas preferentemente después de aproximadamente 10 horas, incluso mas preferentemente después de
aproximadamente 24 horas, y aun mas preferentemente después de aproximadamente 50 horas en condiciones
intracelulares o similares a intracelulares. Las condiciones intracelulares o similares a intracelulares son
preferentemente fisiolégicas para el tipo de célula. El tipo de célula es preferentemente una célula presentadora de
antigeno, mas preferentemente una célula presentadora de antigeno profesional que incluye, entre otros, una célula
dendritica, un macréfago y una célula B. La temperatura de las condiciones intracelulares o similares a intracelulares
es preferentemente fisiolégica para el tipo de célula. Las temperaturas a modo de ejemplo para las células de
mamifero oscilan adecuadamente entre aproximadamente 30 °C y aproximadamente 42 °C, y preferentemente de
aproximadamente 35°C a aproximadamente 37°C. La semivida intracelular del segundo antigeno es
adecuadamente inferior a aproximadamente 50 horas, preferentemente inferior a aproximadamente 10 horas, mas
preferentemente inferior a aproximadamente 1 hora, incluso mas preferentemente inferior a aproximadamente 30
minutos, incluso mas preferentemente inferior a aproximadamente 15 minutos, incluso mas preferentemente inferior
a aproximadamente 10 minutos y aun incluso mas preferentemente inferior a aproximadamente 3 minutos. Como
minimo, la degradacion proteolitica potenciada del segundo antigeno se refiere a un nivel de degradacion
proteolitica que es de al menos aproximadamente 5 %, preferentemente al menos aproximadamente 10 %, mas
preferentemente al menos aproximadamente 20 %, incluso mas preferentemente al menos aproximadamente 40 %,
incluso mas preferentemente al menos aproximadamente 50 %, incluso mas preferentemente al menos
aproximadamente 60 %, incluso mas preferentemente al menos aproximadamente 70 %, incluso mas
preferentemente al menos aproximadamente 80 %, incluso mas preferentemente al menos aproximadamente 90 %,
aun incluso mas preferentemente al menos aproximadamente 95 %, superior al de la diana o primer antigeno. Las
pruebas para medir la degradacién de proteinas se conocen por los expertos en la materia. Por ejemplo, la
degradacion proteolitica puede medirse utilizando una prueba de lisado celular de mamiferos incluyendo, entre
otros, la prueba de lisado de reticulocitos de Bachmair et al en la patente de EE.UU. n.° de serie 5.646.017.
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El segundo antigeno puede derivarse de un antigeno parental correspondiente al antigeno diana. El antigeno
parental se selecciona adecuadamente entre un antigeno natural, un antigeno sintético o una combinacion de los
mismos.

El antigeno parental puede modificarse para incluir una sefal de degradacion intracelular o degréon. El degron es
adecuadamente una sefial de degradacion mediada por ubiquitina seleccionada entre un aminoacido
desestabilizador en el extremo amino terminal de un antigeno, un aceptor de ubiquitina, una ubiquitina o
combinacién de los mismos. El antigeno parental puede modificarse para incluir un aminoacido desestabilizador en
su extremo amino terminal de manera que la proteina asi modificada se somete a la via de la regla del N-terminal
como se desvela, por ejemplo, por Bachmair et al en la patente de EE.UU. n.° de serie 5.093.242 y por Varshavsky
et al. en la patente de EE.UU. n.° de serie 5.122.463. El aminoacido desestabilizador puede seleccionarse entre
isoleucina y acido glutamico, mas preferentemente entre tirosina, histidina y glutamina, y ain mas preferentemente
entre acido aspartico, asparagina, fenilalanina, leucina, triptéfano y lisina. El aminoacido desestabilizador puede ser
arginina. En algunas proteinas, el extremo amino terminal se oscurece como resultado de la conformacion de la
proteina (es decir, su estructura terciaria o cuaternaria). En estos casos, una alteracion mas extensa del amino
terminal puede ser necesaria para hacer que la proteina se someta a la via de la regla del extremo N-terminal. Por
ejemplo, cuando se insuficiente la simple adiciéon o reemplazo del Unico residuo amino terminal debido a un extremo
amino terminal inaccesible, varios aminoacidos (incluyendo lisina, el sitio de la ubiquitina de unién a proteinas de
sustrato) pueden afiadirse al extremo amino terminal original para aumentar la accesibilidad y/o movilidad segmental
del extremo amino terminal modificado por ingenieria genética. Los segundos antigenos de acuerdo con la invencion
comprenden una sefial de degradacion intracelular que comprende una ubiquitina o un fragmento biolégicamente
activo de la misma.

Las proteinas pueden disefiarse o modificarse a nivel de acidos nucleicos o proteina para proporcionar un segundo
antigeno con las caracteristicas metabodlicas deseadas. Un enfoque sencillo para la modificacion de una proteina
parental con el fin de aumentar su estabilidad metabdlica es modificar por ingenieria genética directamente el amino
terminal de la proteina a nivel de proteinas. Para proporcionar un aminoacido amino terminal deseado, el amino
terminal de la proteina de interés puede alterarse quimicamente, por ejemplo, mediante la adicion de un aminoacido
de la clase desestabilizadora al extremo amino terminal de una proteina o polipéptido, empleando una quimica
adecuada. Asi, por ejemplo, una proteina estable puede ser desestabilizada por adicion de un aminoacido
desestabilizador en el extremo amino terminal. Una forma distinta para modificar el amino terminal de una proteina
seria emplear enzimas especificas, aminoacidos de la proteina ligasa, que catalizan la adiciéon post-traduccional de
un unico aminoacido al amino terminal de la proteina. Otros métodos para alteraciones no genéticas del mismo tipo
pueden ser facilmente determinados por los expertos en la materia.

La modificacion o disefio del amino terminal de una proteina también puede llevarse a cabo a nivel genético. Las
técnicas convencionales de mutagénesis dirigida al sitio para la adicién o sustitucion de codones apropiados en el
extremo 5' de un polinucledtido codificante de antigeno aislado o sintetizado pueden emplearse para proporcionar
una estructura de amino terminal deseada para la proteina codificada. Por ejemplo, para que la proteina expresada
tenga el aminoacido deseado en su extremo amino terminal, el coddén apropiado para un aminoacido
desestabilizador puede insertarse o integrarse en el amino terminal de la secuencia que codifica la proteina. Cuando
sea necesario, una secuencia de acidos nucleicos que codifica la regién amino terminal de una proteina puede
modificarse para introducir uno o mas residuos de lisina en un contexto apropiado, que actian como un aceptor de
ubiquitina como se describe con mas detalle a continuacion. Esto se puede lograr mas convenientemente mediante
el empleo de construcciones de ADN que codifican "segmentos desestabilizadores universales". Un segmento
desestabilizador universal, comprende una construccion de acidos nucleicos que codifica una estructura
polipeptidica, de manera preferente segmentalmente movil, que contiene uno o mas residuos de lisina, los codones
para los residuos de lisina se posicionan en la construccion de tal manera que cuando se inserta la construccion en
la secuencia codificante del polinucleétido que codifica el antigeno, los residuos de lisina son suficientemente
espacialmente proximos al extremo amino terminal de la proteina codificada para servir como el segundo factor
determinante de la sefal de degradacion amino terminal completa. La insercion de tales construcciones en la
porcién 5' de un polinucledtido que codifica el antigeno proporcionaria la proteina codificada con un residuo (o
residuos) de lisina en un contexto apropiado para la desestabilizacion.

El coddn para el aminoacido amino terminal de la proteina de interés puede fabricarse para codificar el aminoacido
deseado, por ejemplo, por técnicas de mutagénesis dirigida al sitio actualmente convencional en el campo. Métodos
de mutagénesis adecuados se describen por ejemplo en las secciones pertinentes de Ausubel, et al. (supra) y de
Sambrook, et al., (supra). Alternativamente, los métodos adecuados para alterar el ADN se exponen, por ejemplo, en
las patentes de EE.UU. n.° de serie 4.184.917, 4.321.365 y 4.351.901. En lugar de mutagénesis in vitro, €l
polinucleédtido sintético puede sintetizarse de novo utilizando maquinaria facilmente disponible. Se describe la
sintesis secuencial de ADN, por ejemplo, en la patente de EE. UU. n.° de serie 4.293.652. No obstante, hay que
sefialar que la presente invencion no es dependiente y no se dirige a una cualquiera de una técnica particular para la
construccion de un polinucleétido que codifica un antigeno modificado como se describe en la presente memoria.

Si el polinucleétido que codifica el antigeno es un polinucleétido sintético o recombinante, el codén 5' apropiado
puede incorporarse durante el proceso sintético. Alternativamente, los nucleétidos de un codén especifico se pueden
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afadir al extremo 5' de un polinucledtido aislado o sintetizado por ligamento de una secuencia de acidos nucleicos
apropiada para el extremo 5' (codificacién amino terminal) del polinucleétido. Los insertos de acidos nucleicos que
codifican los residuos de lisina apropiadamente ubicados (tales como los "segmentos desestabilizadores
universales" descritos anteriormente) pueden insertarse de forma adecuada en la regiéon 5' para proporcionar el
segundo factor determinante de la degradacion amino terminal completa.

El segundo antigeno o antigeno modificado, que comprende un aminoacido desestabilizador en su extremo amino,
puede fusionarse o de otro modo conjugarse con una entidad de enmascaramiento, que enmascara dicho amino
terminal de modo que cuando se desenmascara el segundo antigeno exhibira la velocidad deseada de degradacion
proteolitica intracelular. De forma adecuada, la entidad de enmascaramiento es una secuencia de proteinas de
enmascaramiento. La proteina de fusion se disefia de modo que la secuencia de proteinas de enmascaramiento
fusionada al extremo amino terminal de la proteina de interés sea susceptible para la escision especifica en la union
entre los dos. La eliminacién de la secuencia de proteina desenmascara asi el amino terminal de la proteina de
interés y la semivida de la proteina liberada se rige de este modo por el amino terminal predisefiado. La proteina de
fusion puede disefiarse para la escision especifica in vivo, por ejemplo, mediante una endoproteasa de célula
hospedadora o para la escisién especifica en un sistema in vitro en el que se puede escindir después del aislamiento
a partir de una célula productora (que carece de la capacidad para escindir la proteina de fusion). En consecuencia,
la secuencia de proteinas de enmascaramiento puede escindirse por una endoproteasa, que es preferentemente
una endoproteasa enddgena de una célula de mamifero. Las endoproteasas adecuadas incluyen, entre otros,
endoproteasas de serina (p. €j., subtilisinas y furinas) como se describe, por ejemplo, por Creemers, et al. (1998,
Semin. Cell Dev. Biol 9 (1): 3-10), endopeptidasas proteasomales como se describe, por ejemplo, por Zwickl, et al.
(2000, Curr. Opin. Struct. Biol 10 (2): 242-250), via de procesamiento de proteasas relacionadas con el CMH clase |
como se describe, por ejemplo, por Stolze ef al. (2000, Nat. Immunol. 1 413-418) y peptidasas sefial como se
describe, por ejemplo, por Dalbey, et al. (1997, Protein Sci. 6 (6): 1129-1138). La secuencia de proteinas de
enmascaramiento puede comprender una secuencia de péptido sefial. Las secuencias de péptidos sefal adecuadas
se describen, por ejemplo, por Nothwehr et al. (1990., Bioessays 12 (10): 479-484), lzard, et al. (1994, Mol.
Microbial. 13 (5): 765-773), Menne, et al. (2000, Bioinformatics. 16 (8): 741-742) y Ladunga (2000, Curr. Opin.
Biotechnol. 11 (1): 13-18). Adecuadamente, un sitio de escisidon de endoproteasa se interpone entre la secuencia de
la proteina de enmascaramiento y el segundo antigeno.

Un segundo antigeno o antigeno modificado con una secuencia de enmascaramiento unida se puede preparar
convenientemente mediante la fusién de una secuencia de acidos nucleicos que codifica una secuencia de proteinas
de enmascaramiento cadena arriba de otra secuencia de acidos nucleicos que codifica un antigeno, que
corresponde al antigeno diana de interés y que incluye un aminoacido desestabilizador en su extremo amino
terminal. El coddn para el aminoacido amino terminal del antigeno de interés esta adecuadamente ubicado
inmediatamente adyacente al extremo 3' de la secuencia de acidos nucleicos que codifica la proteina de
enmascaramiento.

El antigeno parental puede modificarse para incluir o de otro modo asociarse con un aceptor de ubiquitina que es
una molécula que contiene preferentemente al menos un residuo apropiadamente posicionado desde el N-terminal
del antigeno para ser capaz de unirse por moléculas de ubiquitina. Tales residuos tienen preferentemente un grupo
amino épsilon, tal como lisina. El andlisis fisico demuestra que muiltiples residuos de lisina funcionan como sitios
aceptores de ubiquitina (King et al., 1996, Mol. Biol. Cell 7: 1343-1357; King et al., 1996, Science 274: 1652-1659).
Ejemplos de otros aceptores de ubiquitina incluyen ARN polimerasa del virus /ac/ o Sindis. La ubiquitinacion en el
extremo N-terminal de la proteina orienta selectivamente de manera especifica la proteina para la degradacién por
medio de la via ubiquitina-proteosoma.

Se contemplan otras sefiales de procesamiento de proteinas que desestabilizan un antigeno de interés y permiten la
degradacion intracelular potenciada. Estos otros métodos pueden no necesariamente estar mediados por la via de la
ubiquitina, pero de otro modo pueden permitir la degradacion de las proteinas en el citoplasma por medio de
proteosomas. Por ejemplo, pueden utilizarse otras sefiales de procesamiento intracelulares que regulan la velocidad
o velocidades de degradacién de proteinas intracelulares incluyendo, entre otros, las descritas por Bohley et al.
(1996, Biol. Chem. Hoppe. Seyler 377: 425-435). Tales sefiales de procesamiento incluyen aquellas que permiten la
fosforilacion de la proteina diana (Yaglom et al., 1996, Mol. Cell. Biol. 16: 3679-3684; Yaglom et al., 1995, Mol. Cell
Biol. 15: 731-741). Se describe la modificacién de un antigeno parental que permite la arginilacion post-traduccional
(Ferber et al. 1987, Nature 326: 808-811; Bohley et al., 1991, Biomed. Biochim. Acta 50: 343-346) de la proteina que
puede potenciar su velocidad o velocidades de degradacion intracelular. Ciertas caracteristicas estructurales de las
proteinas se pueden utilizar para poder influir en las velocidades mas altas de recambio de proteina intracelular,
incluyendo la hidrofobicidad de la superficie de proteina, los agrupamientos de residuos hidrofobos en la proteina
(Sadis et al., 1995, Mol. Cell. Biol. 15: 4086-4094), ciertos motivos de pentapéptidos hidréfobos en el extremo
carboxi terminal (C-terminal) de la proteina (p. ej., ARINV (SEQ ID NO: 25), como se encuentra en el extremo C-
terminal de la ornitina descarboxilasa (Ghoda et al., 1992, Mol. Cell Biol. 12: 2178-2185; Li, et al., 1994, Mol. Cell
Biol. 14: 87-92), o AANDENYALAA (SEQ ID NO: 26), como se encuentra en las etiquetas de los extremos C-
terminales de los polipéptidos aberrantes (Keiler et al., 1996, Science 271: 990-993), o regiones PEST (regiones
ricas en prolina (P), acido glutamico (E), serina (S) y treonina (T), que estan opcionalmente flanqueadas por
aminoacidos que comprenden cadenas laterales electropositivas (Rogers et al. 1986, Science 234 (4774): 364-368;
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1988, J. Biol. Chem. 263: 19833-19842). Ademas, ciertos motivos se han identificado en proteinas que parecen
necesarias y, posiblemente, suficientes para lograr la rapida degradacion intracelular. Tales motivos incluyen la
region RXALGXIXN (SEQ ID NO 27) (en la que X = cualquier aminoacido) en ciclinas (Glotzer et al., 1991, Nature
349: 132-138) y el motivo KTKRNYSARD (SEQ ID NO: 28) en isocitrato liasa (Ordiz et al., 1996, FEBS Lett. 385: 43-
46).

Se describe la degradacion celular potenciada de un antigeno parental que se puede producir por la incorporacion
en ese antigeno de sitios de escision de la proteasa conocidos. Por ejemplo, la proteina beta-amiloide puede
escindirse por una beta- y gamma-secretasa (lizuka et al. 1996, Biochem. Biophys. Res. Commun. 218: 238-242) y
el factor X de coagulacion dependiente de vitamina K de dos cadenas puede escindirse por endoproteasa o
endoproteasas dependientes de calcio en el higado (Wallin et al., 1994, Thromb. Res. 73: 395-403).

En la presente invencion, el antigeno parental se conjuga con una ubiquitina o un fragmento biolégicamente activo
de la misma, para producir un segundo antigeno o antigeno modificado cuya velocidad de degradaciéon proteolitica
intracelular se aumenta, potencia o de otro modo eleva en relacion con el antigeno parental. En una realizacion
preferente de este tipo, la ubiquitina o un fragmento biolégicamente activo se fusiona, o de otro modo se conjuga, al
segundo antigeno. Adecuadamente, la ubiquitina es de origen mamifero, mas preferentemente de origen humano u
otro primate. En una realizacion preferente de este tipo, la ubiquitina comprende la secuencia expuesta en la SEQ ID
NO: 2. En una realizacién alternativa, la ubiquitina comprende dos o mas copias de la secuencia expuesta en la SEQ
ID NO: 2.

En una realizacion, la proteina de fusion ubiquitina-antigeno se produce adecuadamente por la unién covalente de
un antigeno que corresponde al antigeno diana a una ubiquitina o a un fragmento bioldgicamente activo de la
misma. La unién covalente se puede efectuar por cualquier medio adecuado conocido por los expertos en la materia.
Por ejemplo, los conjugados de proteina se pueden preparar mediante la vinculacion de las proteinas entre si
utilizando reactivos bifuncionales. Los reactivos bifuncionales pueden ser homobifuncionales o heterobifuncionales.

Los reactivos homobifuncionales son moléculas con al menos dos grupos funcionales idénticos. Los grupos
funcionales del reactivo reaccionan generalmente con uno de los grupos funcionales en una proteina, normalmente
un grupo amino. Los ejemplos de reactivos homobifuncionales incluyen glutaraldehido y diimidatos. Un ejemplo del
uso de glutaraldehido como un agente de reticulacion se describe por Poznansky et al. (1984, Science, 223: 1304-
1306). El uso de diimidatos como un agente de reticulacion se describe por ejemplo por Wang, et al. (1977,
Biochemistry, 16: 2937-2941). Aunque es posible utilizar reactivos homobifuncionales con el fin de formar un
antigeno modificado para su uso de acuerdo con la invencion, el personal calificado en la materia apreciara que es
dificil unir diferentes proteinas de una manera ordenada con estos reactivos. En este sentido, en el intento de
vincular una primera proteina con una segunda proteina por medio de un reactivo homobifuncional, no se puede
impedir la vinculacion de la primera proteina entre si y de la segunda entre si. Los reactivos de reticulacion
heterobifuncionales son, por lo tanto, preferentes porque se puede controlar la secuencia de reacciones, y combinar
proteinas a voluntad. De este modo, los reactivos heterobifuncionales proporcionan un método mas sofisticado para
vincular dos proteinas. Estos reactivos requieren una de las moléculas a unir, en lo sucesivo denominada miembro
B, para poseer un grupo reactivo no encontrado en el otro, en lo sucesivo denominado miembro A, o bien requieren
que uno de los dos grupos funcionales se bloquee o de otro modo reduzca en gran medida la reactividad mientras
que el otro grupo se hace reaccionar con el socio A. En un proceso tipico de dos etapas para formar
heteroconjugados, el miembro A se hace reaccionar con el reactivo heterobifuncional para formar una molécula de
miembro A derivatizado. Si el grupo funcional sin reaccionar del agente de reticulacion se bloquea, se desprotege a
continuacion. Después de la desprotecciéon, el miembro B se acopla al miembro A derivatizado para formar el
conjugado. Los grupos amino primarios en el miembro A se hacen reaccionar con un grupo carboxilato o imidato
activado en el agente de reticulacion en la etapa de derivatizacion. Un tiol reactivo o un tiol bloqueado y activado en
el otro extremo del agente de reticulacion se hacen reaccionar con un grupo electréfilo o con un tiol reactivo,
respectivamente, sobre el miembro B. Cuando el agente de reticulacion posee un tiol reactivo, el electréfilo sobre el
miembro B sera preferentemente un grupo tiol bloqueado y activado, una maleimida, o un carbonilo halometileno (p.
ej., bromoacetilo o yodoacetilo). Debido a que las macromoléculas bioldgicas no contienen de forma natural tales
electrofilos, han de afiadirse al miembro B mediante una reaccion de derivatizacion separada. Cuando el agente de
reticulacion posee un tiol bloqueado y activado, el tiol sobre el miembro B con el que reacciona puede ser nativo en
relacion con el miembro B.

Un ejemplo de un reactivo heterobifuncional es N-succinimidil 3-(2-piridilditio)propionato (SPDP) (véase, por ejemplo
Carlsson et al., 1978, Biochem. J., 173: 723-737). Otros reactivos heterobifuncionales para vincular proteinas
incluyen, por ejemplo succinimidil 4-(N-maleimidometil)ciclohexano-1-carboxilato (SMCC) (Yoshitake et al., 1979,
Eur. J. Biochem, 101: 395-399), 2-iminotiolano (IT) (Jue et al., 1978, Biochemistry, 17: 5399-5406), y anhidrido S-
acetil mercaptosuccinico (SAMSA) (Klotz y Heiney, 1962, Arch. Biochem. Biophys., 96: 605-612). Los tres
reaccionan preferentemente con aminas primarias (p. €j., cadenas laterales de lisina) para formar un grupo amida o
amidina que vincula un tiol a la molécula derivatizada (p. ej., un antigeno heterélogo) por medio de un brazo
espaciador de conexion corta, de uno a tres atomos de carbono de longitud. Los ejemplos de reactivos
heterobifuncionales que comprenden grupos reactivos que tienen un doble enlace que reacciona con un grupo tiol
incluyen SMCC mencionados anteriormente, succinimidil m-maleimidobenzoato, succinimidil 3-
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(maleimido)propionato, sulfosuccinimidil 4-(p-maleimidofenil)butirato, sulfosuccinimidil 4-(N-
maleimidometilciclohexano-1-carboxilato y éster de maleimidobenzoil-N-hidroxisuccinimida (MBS). En una
realizacion preferente, MBS se utiliza para producir el conjugado. Otros reactivos heterobifuncionales para la
formacién de conjugados de dos proteinas se describen, por ejemplo, por Rodwell et al. en la patente de Estados
Unidos n.° 4.671.958 y por Moreland et al. en la patente de Estados Unidos. n.° 5.241.078.

Una proteina de fusion ubiquitina-antigeno puede expresarse adecuadamente por un polinucleétido quimérico
sintético que comprende una primera secuencia de acidos nucleicos, que codifica un antigeno que corresponde al
antigeno diana, y que se vincula cadena abajo y en el marco de lectura con una segunda secuencia de acidos
nucleicos que codifica una ubiquitina o un fragmento biolégicamente activo de la misma. El segundo polinucleétido
puede comprender una primera secuencia de acidos nucleicos, que codifica un antigeno que corresponde al
antigeno diana, y que se vincula inmediatamente adyacente cadena abajo y en el marco de lectura con una segunda
secuencia de acidos nucleicos que codifica una ubiquitina o un fragmento biolégicamente activo de la misma. El
segundo polinucledtido puede comprender una primera secuencia de acidos nucleicos, que codifica un antigeno que
corresponde al antigeno diana, y que se vincula cadena arriba y en el marco de lectura con una segunda secuencia
de acidos nucleicos que codifica una ubiquitina o un fragmento biolégicamente activo de la misma. El segundo
polinucleétido puede comprender una primera secuencia de acidos nucleicos, que codifica un antigeno que
corresponde al antigeno diana, y que se vincula inmediatamente adyacente cadena arriba y en el marco de lectura
con una segunda secuencia de acidos nucleicos que codifica una ubiquitina o un fragmento biolégicamente activo de
la misma. Preferentemente, pero no exclusivamente, la secuencia de acidos nucleicos que codifica la ubiquitina
comprende la secuencia expuesta en la SEQ ID NO: 1.

Se desvela una construccion sintética (o vector de expresion), que comprende un polinucledtido que codifica un
antigeno modificado como se ha descrito a grandes rasgos anteriormente, en el que dicho polinucleétido se vincula
operativamente a un polinucleétido regulador. Un polinucleétido que codifica el antigeno modificado puede
construirse a partir de cualquier polinucleotido parental adecuado que codifica un antigeno que corresponde al
antigeno diana de interés. El polinucleétido parental es adecuadamente un gen natural. No obstante, es posible que
el polinucledtido parental no tenga un origen natural pero se ha modificado por ingenieria genética utilizando
técnicas recombinantes.

El polinucledtido regulador comprende de manera adecuada secuencias de control transcripcionales y/o
traduccionales, que generalmente seran apropiadas para la célula hospedadora utilizada para la expresion del
polinucledtido que codifica el antigeno. Normalmente, las secuencias de control reguladoras transcripcionales y
traduccionales incluyen, entre otras, una secuencia promotora, una region 5' no codificante, una region reguladora
en cis, tal como un sitio de unién funcional para la proteina reguladora transcripcional o proteina reguladora
traduccional, un marco abierto de lectura cadena arriba, un sitio de inicio transcripcional, un sitio de inicio
traduccional, y/o una secuencia de nucleétidos que codifica una secuencia lider, un codén de terminacion, un sitio de
tope traduccional y una region 3' no traducida. El uso de promotores constitutivos o inducibles como se conoce en la
materia se contempla por la invencion. Los promotores pueden ser promotores de origen natural, o promotores
hibridos que combinan elementos de mas de un promotor. Las secuencias promotoras pueden ser nativas para la
célula hospedadora a introducir o pueden derivarse de una fuente alternativa, en la que la region es funcional en la
célula hospedadora.

La construccion sintética descrita en la presente memoria puede comprender también una secuencia no traducida 3'.
Una secuencia no traducida 3' se refiere a aquella porcion de un gen que comprende un segmento de ADN que
contiene una sefal de poliadenilacion y cualquier otra sefial reguladora capaz de efectuar el procesamiento de
ARNmM o expresion génica. La sefial de poliadenilacion se caracteriza por efectuar la adicion de tractos de acido
poliadenilico al extremo 3' del precursor de ARNm. Las sefales de poliadenilacién se reconocen cominmente por la
presencia de homologia en la forma candénica 5' AATAAA-3' aunque las variaciones no son infrecuentes. La
secuencia de ADN reguladora no traducida 3' incluye preferentemente de aproximadamente 50 a 1.000 pares de
bases de nucleotidos y puede contener secuencias de terminacion transcripcionales y traduccionales en adicion a
una sefial de poliadenilacion y cualquier otra sefial reguladora capaz de efectuar el procesamiento de ARNm o la
expresion génica.

El vector de expresion puede contener ademas un gen marcador seleccionable para permitir la seleccion de células
hospedadoras transformadas. Los genes de seleccidén son bien conocidos en la materia y variaran con la célula
hospedadora utilizada.

El vector de expresion también puede incluir un miembro de fusién (normalmente proporcionado por el vector de
expresion) de manera que el polipéptido recombinante para su uso en la invencién se expresa como un polipéptido
de fusion con dicho miembro de fusidon. La principal ventaja de los miembros de fusion es que ayudan a la
identificacion y/o purificacion de dicho polipéptido de fusion. Con el fin de expresar dicho polipéptido de fusion, es
necesario ligar un polinucleétido que codifica un antigeno para su uso de acuerdo con la invencién en el vector de
expresion de modo que los marcos de lectura traduccionales del miembro de fusién y del polinucleétido coincidan.
Ejemplos bien conocidos de miembros de fusion incluyen, entre otros, glutation-S-transferasa (GST), porcion Fc de
IgG humana, proteina de unién a maltosa (PUM) y hexahistidina (HISs), que son particularmente utiles para el
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aislamiento del polipéptido de fusion mediante cromatografia de afinidad. Para los fines de purificacion del
polipéptido de fusién mediante cromatografia de afinidad, matrices relevantes para la cromatografia de afinidad son
resinas conjugadas con glutatién, amilosa, y niquel o cobalto, respectivamente. Muchas de tales matrices estan
disponibles en forma de "kit", tales como el sistema QlAexpress™ (Qiagen) util con miembros de fusion (HISg) y el
sistema de purificacion de Pharmacia GST. El polinucleétido recombinante puede expresarse en el vector comercial
pFLAG como se describe mas completamente en lo sucesivo. Otro miembro de fusién bien conocido en la materia
es la proteina verde fluorescente (PVF). Este miembro de fusién sirve como una "etiqueta” fluorescente que permite
que el polipéptido de fusion se identifique por microscopia de fluorescencia o por citometria de flujo. La etiqueta PVF
es util al evaluar la localizacién subcelular del polipéptido de fusion, o para el aislamiento de células que expresan el
polipéptido de fusidon. Los métodos de citometria de flujo, tales como clasificaciéon de células activadas por
fluorescencia (CCAF) son particularmente Utiles en esta ultima aplicacion. Los miembros de fusién pueden tener
también sitios de escisién de proteasa, tales como para el factor Xs o trombina, que permiten que la proteasa
relevante digiera parcialmente el polipéptido de fusion descrito en la presente memoria y de ese modo libere el
polipéptido recombinante de ello. El polipéptido liberado puede entonces aislarse del miembro de fusién por
separacion cromatografica subsiguiente. Los miembros de fusion descritos en la presente memoria también incluyen
dentro de su alcance "etiquetas de epitopos"”, que son habitualmente secuencias cortas de péptidos para las que un
anticuerpo especifico esta disponible. Ejemplos bien conocidos de etiquetas de epitopos para las que los
anticuerpos monoclonales especificos son facilmente disponibles incluyen c-Myc, hemaglutinina presente en el virus
de la gripe y etiquetas FLAG.

La etapa de introducir en la célula hospedadora el polinucleétido recombinante se puede efectuar por cualquier
método adecuado, incluyendo transfeccion y transformacion, la eleccién de las cuales dependera de la célula
hospedadora empleada. Tales métodos son bien conocidos por los expertos en la materia.

Los polipéptidos recombinantes descritos en la presente invencién pueden producirse por el cultivo de una célula
hospedadora transformada con un vector de expresién que contiene acidos nucleicos que codifican un polipéptido,
fragmento biolégicamente activo, variante o derivado descrito en la presente memoria. Las condiciones apropiadas
para la expresion de la proteina variaran con la eleccion del vector de expresion y la célula hospedadora. Esto se
determina facilmente por un experto en la materia mediante experimentacion rutinaria. Las células hospedadoras
adecuadas para la expresion pueden ser procariotas o eucariotas. Una célula hospedadora preferente para la
expresion de un polipéptido descrito en la presente memoria es una bacteria. La bacteria utilizada puede ser
Escherichia coli. Alternativamente, la célula hospedadora puede ser una célula de insecto, tal como, por ejemplo,
células SF9 que pueden utilizarse con un sistema de expresion de baculovirus.

La proteina recombinante puede prepararse convenientemente por un experto en la materia utilizando protocolos
convencionales como se describe por ejemplo en Sambrook, et al., MOLECULAR CLONING. A LABORATORY
MANUAL (Cold Spring Harbor Press, 1989), en particular las secciones 16 y 17; Ausubel et al., CURRENT
PROTOCOLS IN MOLECULAR BIOLOGY (John Wiley & Sons, Inc. 1994-1998), en particular los capitulos 10y 16; y
Coligan et al., CURRENT PROTOCOLS IN PROTEIN SCIENCE (John Wiley & Sons, Inc. 1995-1997), en particular
los capitulos 1, 5y 6.

Alternativamente, el antigeno modificado puede sintetizarse utilizando sintesis de solucién o sintesis en fase solida
como se describe, por ejemplo, en el capitulo 9 de Atherton y Shephard (supra) y en Roberge et al (1995, Science
269: 202).

3.2 Produccién de antigenos no modificados (primeros antigenos)

Un antigeno sin modificar, para su uso en la produccién de composiciones inmunomoduladoras de la invencion, se
puede preparar por cualquier técnica adecuada. Por "antigeno no modificado” se entiende cualquier antigeno, ya
sea natural o sintético que imita o conserva la degradacion proteolitica intracelular del antigeno diana. En
consecuencia, el antigeno no modificado puede aislarse de una fuente natural o puede prepararse mediante
técnicas recombinantes como se conoce en la materia. Preferentemente, el antigeno no modificado se prepara en
una forma recombinante como por ejemplo se ha descrito anteriormente para los antigenos modificados de la
invencion. Por ejemplo, un antigeno no modificado puede prepararse por un procedimiento que incluye las etapas de
(a) proporcionar un polinucleétido que codifica un antigeno no modificado, que se vincula operativamente a un
polinucleétido regulador; (b) introducir el polinucledtido en una célula hospedadora adecuada; (c) cultivar la célula
hospedadora para expresar el polipéptido recombinante a partir de dicho polinucleétido; y (d) aislar el polipéptido
recombinante.

Se desvela una construccion sintética que comprende un polinucleétido que codifica un antigeno no modificado
como se ha descrito a grandes rasgos anteriormente, en el que dicho polinucleétido se vincula operativamente a un
polinucleétido regulador. Un polinucledtido que codifica el antigeno no modificado se puede construir a partir de
cualquier polinucledtido parental adecuado, que codifica un antigeno que corresponde al antigeno diana de interés.
El polinucledtido parental es adecuadamente un gen natural. No obstante, es posible que el polinucleétido parental
no sea de origen natural pero se ha modificado por ingenieria genética utilizando técnicas recombinantes.
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4. Optimizacioén de codones de polinucledtidos que codifican antigenos

La composiciéon de codones de polinucleétidos que codifican antigenos puede alterarse para potenciar la expresion
del antigeno en una célula o tejido particular. Dicha optimizacion de codones se basa en el reemplazo de los
codones existentes en un polinucleétido parental con codones sinénimos que tienen una eficacia traduccional
superior en una célula o tejido elegido. Puede utilizarse cualquier método adecuado de reemplazo de codones
sinénimos con codones existentes. Por ejemplo, puede hacerse referencia a la publicacion de la solicitud
internacional n.° WO 96/09378 que utiliza dicha sustitucion para proporcionar un método de expresion de proteinas
de origen eucariota y virico a niveles elevados en sistemas de cultivo celular de mamiferos in vitro. Una secuencia
optimizada de codones se muestra en la base de datos n.° de acceso AX029304 (16 de septiembre de 2000). La
composicion de codones del polinucledtido puede modificarse para permitir la expresion selectiva del antigeno
codificado asi en una célula o tejido diana de eleccion utilizando métodos que se exponen con detalle en las
publicaciones de solicitud internacional n.° WO 99/02694 y WO 00/42215. En este sentido, los presentes inventores
fueron capaces de demostrar en el documento WO 99/02694 y en la solicitud de Estados Unidos en tramite n.°
09/479645 que existen diferencias sustanciales en la abundancia relativa de ARNs de transferencia isoaceptores
particulares en diferentes células o tejidos de un organismo (p. ej., un mamifero) y que estos desarrollan un papel
fundamental en la expresion de la proteina a partir de una secuencia de codificaciéon con un uso o composicion de
codones dado. La modificacion de los codones utilizados en transgenes disefiados para generar proteinas
traducidas puede conducir a una expresion mucho mas alta y selectiva de genes particulares en una célula o tejido
de interés. Brevemente, el método se basa en la observacion de que las eficacias traduccionales de codones
diferentes varian entre diferentes células o tejidos. Tales diferencias pueden explotarse, junto con la composicion de
codones de un gen, para regularse y la expresion directa de una proteina o un fragmento funcional o epitopo de la
misma a una célula particular o tipo de células, incluyendo las células en un tejido seleccionado. Los codones se
seleccionan de modo que el codén sindnimo tiene una eficacia de traduccion superior en una célula o tejido diana en
relacién a una o mas células o tejidos.

Uno o mas codones en un gen pueden sustituirse con el fin de orientar selectivamente la expresion del gen a células
o tejidos particulares. Es preferible pero no necesario reemplazar todos los codones existentes de la molécula de
acidos nucleicos parental con codones sinénimos que tienen una eficacia traduccional superior en la célula o tejido
diana en comparacién con las otras células o tejidos. El aumento de la expresion puede logarse incluso con un
reemplazo parcial. Adecuadamente, la etapa de reemplazo afecta 5%, 10 %, 15 %, 20 %, 25 %, 30 %, mas
preferentemente 35 %, 40 %, 50 %, 60 %, 70 % o mas de los codones existentes del polinucleétido parental. La
diferencia en el nivel de proteina expresada en la célula diana o tejido deseado de un polinucledtido sintético, en
relacion con la expresada en las otras células o tejidos, depende del porcentaje de los codones existentes
reemplazados con codones sinénimos y la diferencia en las eficacias traduccionales de los codones sinénimos en la
célula o tejido diana, con relacion a las otras células o tejidos.

Mediante la optimizacién del contenido de codén, de acuerdo con los procedimientos desvelados en el documento
WO 99/02694 y en la solicitud en tramite de Estados Unidos n.° 09/479645, se ha demostrado que una proteina se
puede expresar a partir de un polinucleétido sintético en una célula o tejido diana a niveles superiores a 10.000
veces mas que los expresados en otra célula o tejido. Una molécula de acidos nucleicos, que ha experimentado tal
modificacién de coddn, se denomina en la presente memoria como "optimizado”.

5. Construcciones sintéticas

Se desvela una construccion sintética para provocar una respuesta inmunitaria humoral y celular contra un antigeno
diana, que comprende un primer polinucleétido que codifica un primer antigeno que corresponde al antigeno diana; y
un segundo polinucleétido que codifica un segundo antigeno, que corresponde a una forma modificada del antigeno
diana, cuya velocidad de degradacion proteolitica intracelular se aumenta, potencia o de otro modo eleva en relacion
con el primer antigeno. El primer polinucledtido y el segundo polinucleétido pueden vincularse operativamente a un
polinucleétido regulador. Por ejemplo, el primer y segundo polinucleétidos pueden expresarse a partir de un Unico
promotor. Alternativamente, el primer polinucleétido y el segundo polinucleétido pueden vincularse operativamente a
diferentes polinucleotidos reguladores. Por ejemplo, el primer y segundo polinucleétidos pueden expresarse a partir
de diferentes promotores.

Se desvela asimismo un sistema de construccion sintética para provocar una respuesta inmunitaria humoral y celular
contra un antigeno diana, que comprende una construccion sintética que comprende un primer polinucleétido, que
codifica un primer antigeno correspondiente al antigeno diana, y que se vincula operativamente a un polinucleétido
regulador; y otra construccion sintética que comprende un segundo polinucleétido que codifica un segundo antigeno,
que corresponde a una forma modificada del antigeno diana, cuya velocidad de degradacioén proteolitica intracelular
se aumenta, potencia o de otro modo eleva en relacién con el primer antigeno, en el que dicho segundo
polinucledtido se vincula operativamente a un polinucleétido regulador.
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6. Administracion de antigenos al citosol

Los antigenos modificados y antigenos no modificados desvelados en la presente memoria o polinucleétidos a partir
de los cuales se expresan pueden vincularse, o asociarse de otro modo con una citolisina para potenciar la
transferencia de los antigenos en el citosol de una célula diana para la administracion a la via a través del CMH
clase |. Las citolisinas a modo de ejemplo incluyen compuestos de saponina, tales como complejos
inmunoestimulantes (ISCOMs) que contienen saponina (véase, p. €j., Cox y Coulter, 1997, Vaccine 15 (3): 248-256 y
la patente de Estados Unidos n.° 6.352.697), fosfolipasas (véase, p. €j., Camilli et al., 1991, J. Exp. Med. 173: 751-
754), toxinas formadoras de poros (p. €j., una alfa-toxina), citolisinas naturales de bacterias grampositivas, tales
como listeriolisina O (LLO, p. ej., Mengaud et al., 1988, Infect. Immun. 56: 766-772 y Portnoy et al., 1992, Infect.
Immun. 60: 2710-2717), estreptolisina O (SLO, p. ej., Palmer et al., 1998, Biochemistry 37 (8): 2378-2383) y
perfringolisina O (PFO, p. ej., Rossjohn et al., Cell 89 (5): 685-692). Cuando la célula diana es fagosomal, las
citolisinas activadas por acido pueden utilizarse ventajosamente. Por ejemplo, la listeriolisina exhibe una mayor
capacidad de formacién de poros en un pH ligeramente acido (las condiciones de pH en el fagosoma), facilitando de
este modo la administracion de contenidos de vacuolas (incluyendo fagosoma y endosoma) en el citoplasma (véase,
p. €j., Portnoy et al., Infect. Immun. 1992, 60: 2710-2717).

La citolisina se puede proporcionar junto con uno o ambos de los antigenos modificados y no modificados descritos
en la presente memoria en forma de una Unica composicién o puede proporcionarse como una composicion
separada. La citolisina puede fusionarse o de otro modo vincularse a uno o ambos de dichos antigenos, en los que
la fusion o vinculacion permite la administracion del antigeno o antigenos al citosol de la célula diana. La citolisina y
antigeno o antigenos pueden proporcionarse en forma de un vehiculo de administracion, tal como, entre otros, un
liposoma o un vehiculo de administracién microbiana seleccionado entre virus, bacterias o levaduras.
Adecuadamente, cuando el vehiculo de administracion es un vehiculo de administracion microbiana, el vehiculo de
administracion es no virulento. El vehiculo de administracién puede ser una bacteria no virulenta, como se describe
por ejemplo por Portnoy et al. en la patente de Estados Unidos n.° 6.287.556, que comprende un primer
polinucleétido que codifica una citolisina funcional no secretada vinculada operativamente a un polinucleétido
regulador que expresa la citolisina en la bacteria, y un segundo polinucleétido que codifica uno o mas de dichos
antigenos diana. Las citolisinas no secretadas pueden proporcionarse mediante diversos mecanismos, p. €j.,
ausencia de una secuencia sefial funcional, microbios incompetentes en la secrecion, tales como microbios que
tienen lesiones genéticas (p. ej., una mutacion de secuencia sefial funcional), o microbios envenenados, etc. Una
amplia variedad de bacterias no virulentas no patégenas puede utilizarse; los microbios preferentes son cepas
relativamente bien caracterizadas, particularmente cepas de laboratorio de E. coli, tales como MC4100, MC1061,
DH5.alfa., etc. Otras bacterias que pueden modificarse por ingenieria genética para su uso en la invencion incluyen
cepas bien caracterizadas, no virulentas, no patégenas de Listeria monocytogenes, Shigella flexneri, Mycobacterium,
Salmonella, Bacillus subtilis, etc. Las bacterias pueden atenuarse por ser no replicativas, no integrativas en el
genoma de la célula hospedadora, y/o no méviles inter o intracelularmente.

Los vehiculos de administracion descritos anteriormente se pueden utilizar para administrar uno o mas antigenos
descritos en la presente memoria en relacién con practicamente cualquier célula diana capaz de endocitosis del
vehiculo sujeto, incluyendo células fagociticas, no fagociticas, patégenas o enfermas. Las células animales diana a
modo de ejemplo incluyen células epiteliales, células endoteliales, células musculares, células hepaticas, células
pancreaticas, células neurales, fibroblastos, células tumorales, leucocitos, tales como macrofagos, neutrofilos,
células B, células T, monocitos, etc. Cuando el vehiculo de administracion es un microbio, los métodos sujeto
requieren generalmente la absorcidon microbiana por la célula diana y la posterior lisis en la vacuola de la célula
diana (incluyendo fagosomas y endosomas). Si bien las células diana fagociticas proporcionan generalmente la
absorcion microbiana y la lisis, para muchos tipos de células, es necesario proporcionar microbios (p. €j., bacterias)
con un invasina para facilitar o mediar la absorcion por la célula diana y una autolisina para facilitar o mediar la
autolisis del microbio en la vacuola de la célula diana, como se describe por ejemplo por Portnoy et al. en la patente
de Estados Unidos n.° 6.287.556.

7. Célula presentadora de antigeno

Se desvela una composicién de materia para provocar una respuesta inmunitaria humoral y celular contra un
antigeno diana, que comprende células presentadoras de antigeno que expresan una forma procesada del primer
antigeno como se ha descrito a grandes rasgos anteriormente, y una forma procesada del segundo antigeno como
se ha descrito a grandes rasgos anteriormente, para su presentacion a las células T y modulacion de las mismas.
Las células presentadoras de antigeno sensibilizadas con antigeno se pueden preparar por un método que incluye
poner en contacto células presentadoras de antigeno con (1) un primer antigeno como se ha descrito a grandes
rasgos anteriormente o un polinucleétido a partir del cual se expresa el primer antigeno, y (2) un segundo antigeno
como se ha descrito anteriormente o un polinucleotido a partir del cual se expresa el segundo antigeno, durante un
tiempo y en condiciones suficientes para permitir que dichos primer y segundo antigenos se internalicen por las
células presentadoras de antigeno; y el cultivo de las células presentadoras de antigeno que contienen antigeno
durante un tiempo y en condiciones suficientes para que el antigeno o antigenos se procesen para la presentacion
por las células presentadoras de antigeno. Las células presentadoras de antigeno pueden seleccionarse entre
células dendriticas, macréfagos y células B. Las células presentadoras de antigeno pueden ser células dendriticas.
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7.1 Fuentes de células dendriticas

Las células dendriticas pueden aislarse por métodos conocidos por los expertos en la materia. Adecuadamente, las
células dendriticas de mamiferos y preferentemente humanas se utilizan de una fuente de tejido apropiado, que es
adecuadamente sangre o médula ésea. Los precursores de células dendriticas, a partir de las cuales las células
dendriticas inmaduras para su uso en la internalizacién de antigeno, como se describe en la presente memoria,
estan presentes en la sangre como células mononucleares de sangre periférica (CMSPs). Aunque la mayoria se
obtienen con facilidad a partir de la sangre, las células precursoras pueden obtenerse también a partir de cualquier
tejido en el que residen, incluyendo la médula 6sea y tejido de bazo. Los precursores de sangre periférica pueden
purificarse utilizando anticuerpos monoclonales, gradientes de densidad o centrifugacién o cualquier combinacion de
estos. La frecuencia de circulacion puede aumentarse in vivo utilizando un ligando flt-3. Cuando se cultivan en
presencia de citoquinas, tales como una combinacién de GM-CSF e IL-4 o IL-13, como se describe a continuacion,
las células precursoras no proliferantes dan lugar a células dendriticas inmaduras para su uso como se describe en
la presente memoria.

Un método a modo de ejemplo para el cultivo de CMSPs pluripotenciales para producir células dendriticas
inmaduras se describe por Albert ef al. (publicacion internacional WO 99/42564). A este respecto, los cultivos de
células dendriticas inmaduras, es decir, células dendriticas fagociticas de captura de antigeno, pueden obtenerse
mediante el cultivo de las células precursoras no proliferantes (CMSPs) en presencia de citoquinas que promueven
su diferenciacion. Una combinacion de GM-CSF e IL-4 produce cantidades significativas de células dendriticas
inmaduras, es decir, células dendriticas fagociticas de captura de antigeno o competente de internalizacion. Otras
citoquinas que promueven la diferenciacion de células precursoras en células dendriticas inmaduras incluyen, entre
otros, I1L-13.

La maduracion de las células dendriticas requiere la adicion al entorno celular, preferentemente el medio de cultivo,
de una célula dendritica, uno o mas factores de maduracién que pueden seleccionarse a partir del medio
acondicionado de monocitos y/o factores incluyendo TNF-a, IL-6, IFN-a y IL-1. Alternativamente, una mezcla de
células necroéticas o lisado celular necrético puede afiadirse para inducir la maduracién. La maduracién puede
inducirse in vitro utilizando adherencia sobre plastico, citoquinas, LPS, bacterias, ADN que contiene repeticiones de
CpG, ARN o PolilC, ligamento CD40, células necréticas. A este respecto, puede hacerse referencia a Steinman et al.
(publicacién internacional WO 97/29182) que describen métodos y composiciones para el aislamiento y la
maduracion de las células dendriticas.

Otros métodos para el aislamiento, expansion y/o maduracion de las células dendriticas para los fines descritos en la
presente memoria se describen por ejemplo por Takamizawa et al. (1997, J Immunol, 158 (5): 2134-2142), Thomas y
Lipsky (1994, J Immunol, 153 (9): 4016-4028), O'Doherty et al. (1994, Immunology, 82 (3): 487-93), Fearnley et al.
(1997, Blood, 89 (10): 3708-3716), Weissman et al. (1995, Proc Natl Acad Sci EE.UU., 92 (3): 826-830), Freudenthal
y Steinman (1990, Proc Natl Acad Sci EE.UU., 87 (19): 7698-7702), Romani et al. (1996, J Immunol Methods, 196
(2): 137-151), Reddy et al. (1997, Blood, 90 (9): 3640-3646), Thurnher et al. (1997, Exp Hematol, 25 (3): 232-237),
Caux et al. (1996, J Exp Med, 184 (2): 695-706; 1996, Blood, 87 (6): 2376-85), Luft et al. (1998, Exp Hematol, 26 (6):
489-500; 1998, J Immunol, 161 (4): 1947-53), Cella et al. (1999, J Exp Med, 189 (5): 821-829; 1997, Nature, 388
(644): 782-787; 1996, J Exp Med, 184 (2): 747-572), Ahonen et al. (1999, Cell Immunol, 197(1): 62-72) y Piemonti et
al. (1999, J Immunol, 162 (11): 6473-6481).

Alternativamente, las estirpes celulares dendriticas inmortalizadas o transformadas se pueden producir utilizando
oncogenes tales como v-myc, como se describe por ejemplo por Paglia et al. (1993, J Exp Med, 178 (6): 1983-1901).

7.2 Sensibilizacion del antigeno de las células presentadoras de antigeno

La cantidad de antigeno que se pone en contacto con células presentadoras de antigeno, que son preferentemente
células dendriticas, se puede determinar empiricamente por los expertos en la materia. Las células presentadoras
de antigeno (que son preferentemente células dendriticas), se incuban con el antigeno durante 1-2 horas a 37 °C.
Para la mayoria de los antigenos, 10 pg/ml a 1-10 millones de células dendriticas es adecuado para la
sensibilizacion de las células dendriticas. Las células dendriticas inmaduras se pueden utilizar para la internalizacién
del antigeno.

El antigeno o antigenos deben exponerse a las células presentadoras de antigeno durante un periodo suficiente de
tiempo para que las células presentadoras de antigeno internalicen el antigeno o antigenos. El tiempo necesario
para que las células internalicen y presenten el antigeno o antigenos procesados puede determinarse utilizando
protocolos de pulsado y seguimiento en el que la exposicion al antigeno o antigenos es seguido por un periodo de
lavado. Una vez que se determina el tiempo minimo necesario para que las células expresen el antigeno o
antigenos procesados en su superficie, un protocolo puede utilizarse para preparar las células y el antigeno o
antigenos para provocar respuestas inmunogeénicas. Los expertos en la materia reconoceran a este respecto que el
tiempo transcurrido para que una célula presentadora de antigeno fagocite o internalice un antigeno puede variar
dependiendo del antigeno utilizado. La eficacia de sensibilizacion de las células presentadoras de antigeno puede
determinarse por la evaluacion de la actividad citotdxica de las células T in vitro o el uso de células presentadoras de
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antigeno como dianas de LTC. Otros métodos conocidos por los profesionales en la materia, que pueden detectar la
presencia de antigeno en la superficie de células presentadoras de antigeno después de la exposicion a uno o mas
de los antigenos modificados y no modificados, también se contemplan.

Cuando las células presentadoras de antigenos son células dendriticas, tales células tienen la capacidad de
presentar de manera eficiente una forma procesada del antigeno modificado y el antigeno no modificado en forma
de péptidos en moléculas de CMH clase | y clase Il. Los antigenos se adquieren por células dendriticas a través de
la via exdgena por fagocitosis y, como resultado, moléculas a través del CMH clase Il de carga eficiente. En
consecuencia, los linfocitos T auxiliares CD4" y LTC pueden activarse por las células dendriticas que presentan un
antigeno modificado y opcionalmente no modificado en el contexto de CMH clase Il. Estos linfocitos pueden
proporcionar fuentes criticas de ayuda, para la generacién de LTC CD8" activo y en algunas circunstancias pueden
sensibilizarse como LTC CD4" con especificidad para el antigeno diana durante la respuesta aguda al antigeno, y
para la generacion de la memoria que se requiere para la resistencia y la vacunacion a largo plazo. Ademas, el
antigeno y la absorciéon de antigenos modificados y opcionalmente no modificados y la presentacion por las células
dendriticas, permite a estas células adaptar los péptidos que son apropiados para productos de CMH individuales, y
aumenta el numero de células presentadoras de antigeno estimuladoras especializadas. Ademas, las células
dendriticas se pueden cargar con antigenos multiples en multiples CMHs para producir la estimulacion policlonal u
oligoclonal de las células T. De este modo, mediante el uso de los antigenos descritos en la presente memoria para
cargar las moléculas a través del CMH clase | y clase I, se puede lograr una modulaciéon de células T eficiente in
situ.

8. Composiciones

Los antigenos modificados y antigenos no modificados descritos respectivamente en las secciones 3 y 4, la
construccion sintética y el sistema de construccion sintética descritas en la seccion 5, y las células presentadoras de
antigeno sensibilizadas con antigeno descritas en la seccion 7 (agentes terapéuticos/profilacticos) se pueden utilizar
como principios activos para el tratamiento o profilaxis de varias afecciones asociadas con la presencia de un
antigeno diana. Estos agentes terapéuticos/profilacticos se pueden administrar a un paciente, ya sea por si mismos,
0 en composiciones en las que se mezclan con un portador y/o un diluyente o un adyuvante farmacéuticamente
adecuado.

Se describe un método para estimular el sistema inmunitario de un paciente, y para provocar una respuesta
inmunitaria humoral y celular contra un antigeno diana, por administracion al paciente de un agente terapéutico o
composicion como se ha descrito anteriormente. Dicha estimulacién se puede utilizar para el tratamiento y/o
profilaxis de una enfermedad o afeccion que incluye, entre otros, una infeccién patdgena (p. €j., virica, bacteriana,
fungica, protozoaria). Alternativamente, la estimulacion se puede utilizar para modular una respuesta inmunitaria a
un autoantigeno (p. €j., asociado con la artritis reumatoide).

De este modo, se describe un método para el tratamiento y/o profilaxis de una enfermedad o afeccion, que
comprende administrar a un paciente en necesidad de tal tratamiento una cantidad
terapéuticamente/profilacticamente eficaz de una composicién como se ha descrito a grandes rasgos anteriormente.
El método puede comprender administrar simultdneamente al paciente un antigeno no modificado como se ha
descrito a grandes rasgos anteriormente, o un polinucleétido a partir del cual se expresa el antigeno no modificado,
junto con un antigeno modificado como se ha descrito a grandes rasgos anteriormente, o un polinucleétido a partir
del cual se expresa el antigeno modificado. El método puede comprender la coadministracion a un paciente de un
polinucledtido a partir del cual se expresa dicho antigeno no modificado, y un polinucledtido a partir del cual se
expresa dicho antigeno modificado. El método puede comprender la coadministracion a un paciente de dicho
antigeno no modificado y un polinucleétido a partir del cual se expresa dicho antigeno modificado. EI método puede
comprender la administracién simultdanea a un paciente de un polinucleétido a partir del cual se expresa dicho
antigeno no modificado, junto con dicho antigeno modificado. EI método puede comprender la coadministracion a un
paciente de dicho antigeno no modificado y células presentadoras de antigenos que se han expuesto a dicho
antigeno modificado, o un polinucleétido a partir del cual se expresa dicho antigeno modificado, durante un tiempo y
en condiciones suficientes para expresar una forma procesada de dicho antigeno modificado para su presentacion a
las células T y modulacion de las mismas. El método puede comprender la administracion simultanea a un paciente
de células presentadoras de antigeno que se han expuesto a dicho antigeno modificado, o un polinucleétido a partir
del cual se expresa dicho antigeno modificado, y a dicho antigeno no modificado, o un polinucleétido a partir del cual
se expresa dicho antigeno no modificado, durante un tiempo y en condiciones suficientes para expresar una forma
procesada de dicho antigeno modificado y una forma procesada de dicho antigeno no modificado para su
presentacion a las células T y modulacién de las mismas.

Dependiendo de las afecciones especificas que se tratan, los agentes terapéuticos/profilacticos pueden formularse y
administrarse sistémicamente o localmente. Las técnicas para la formulacion y administracion pueden hallarse en
"Remington's Pharmaceutical Sciences", Mack Publishing Co., Easton, Pa., ultima edicion. Las vias adecuadas
pueden, por ejemplo, incluir administracion oral, rectal, transmucosal, o intestinal; administracion parenteral,
incluyendo intramuscular, subcutanea, inyecciones intramedulares, asi como inyecciones intratecal, intraventricular
directa, intravenosa, intraperitoneal, intranasal, o intraocular. Para la inyeccion, los agentes terapéuticos descritos en
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la presente memoria se pueden formular en soluciones acuosas, preferentemente en tampones fisiolégicamente
compatibles, tales como solucion de Hank, solucion de Ringer, o tampdn de solucidon salina fisiolégica. Para la
administracion transmucosal, los penetrantes apropiados para la barrera a permear se utilizan en la formulacién.
Tales penetrantes son generalmente conocidos en la materia. La inyeccion intramuscular y subcutanea es
apropiada, por ejemplo, para la administracién de composiciones inmunogénicas, vacunas y vacunas de ADN.

Los agentes terapéuticos/profilacticos se pueden formular con facilidad utilizando portadores farmacéuticamente
aceptables bien conocidos en la materia en dosificaciones adecuadas para la administracion oral. Tales portadores
permiten que los compuestos descritos en la presente memoria se formulen en formas de dosificacion, tales como
comprimidos, pildoras, capsulas, liquidos, geles, jarabes, lechadas, suspensiones y similares, para ingestion oral por
un paciente a tratar. Estos portadores pueden seleccionarse entre azucares, almidones, celulosa y sus derivados,
malta, gelatina, talco, sulfato de calcio, aceites vegetales, aceites sintéticos, polioles, acido alginico, soluciones
tamponadas con fosfato, emulsionantes, solucion salina isotonica, y agua exenta de pirégenos.

Las composiciones farmacéuticas adecuadas para su uso como se describe en la presente memoria incluyen
composiciones en las que los principios activos estan contenidos en una cantidad eficaz para alcanzar su fin
previsto. La dosis del agente administrado a un paciente debe ser suficiente para efectuar una respuesta beneficiosa
en el paciente con el tiempo, tal como una reduccién en los sintomas asociados con la afecciéon. La cantidad del
agente o agentes terapéuticos/profilacticos a administrar puede depender del sujeto a tratar inclusive de la edad,
sexo, peso y estado general de salud del mismo. En este sentido, cantidades precisas de agente o agentes
terapéuticos/profilacticos para la administracion dependeran del juicio del profesional sanitario habilitado. Al
determinar la cantidad eficaz del agente a administrar en el tratamiento o profilaxis de la afeccion, el médico puede
evaluar los niveles tisulares de un antigeno diana, y la progresion de la enfermedad o afeccion. En cualquier caso,
los expertos en la materia pueden determinar con facilidad dosificaciones adecuadas de los agentes terapéuticos
descritos en la presente memoria.

Las formulaciones farmacéuticas para administracion parenteral incluyen soluciones acuosas de los compuestos
activos en forma soluble en agua. Adicionalmente, las suspensiones de los compuestos activos pueden prepararse
como suspensiones por inyeccion oleosa apropiada. Los disolventes o vehiculos lipdfilos adecuados incluyen aceites
grasos, tales como aceite de sésamo, o ésteres de acidos grasos sintéticos, tales como oleato de etilo o triglicéridos,
o liposomas. Las suspensiones de inyeccion acuosas pueden contener sustancias que aumentan la viscosidad de la
suspension, tales como carboximetilcelulosa de sodio, sorbitol, o dextrano. Opcionalmente, la suspensién también
puede contener estabilizadores o agentes adecuados que aumentan la solubilidad de los compuestos para permitir
la preparacion de soluciones altamente concentradas.

Las preparaciones farmacéuticas para su uso oral se pueden obtener combinando los compuestos activos con un
excipiente solido, moliendo opcionalmente una mezcla resultante y procesando la mezcla de granulos, después de
afadir auxiliares adecuados, si se desea, para obtener comprimidos o nucleos de grageas. Los excipientes
adecuados son, en particular, materiales de relleno, tales como azucares, incluyendo lactosa, sacarosa, manitol, o
sorbitol; preparaciones de celulosa, tales como, por ejemplo, almidén de maiz, almidén de trigo, almidén de arroz,
almidon de patata, gelatina, goma tragacanto, metilcelulosa, hidroxipropilmetilcelulosa, carboximetilcelulosa sédica
y/o polivinilpirrolidona (PVP). Si se desea, pueden afiadirse agentes disgregantes, tales como pirrolidona de
polivinilo reticulado, agar, o acido alginico o una sal del mismo, tal como alginato de sodio. Tales composiciones
pueden prepararse por cualquiera de los métodos de farmacia pero todos los métodos incluyen la etapa de
asociacion de uno o mas agentes terapéuticos como se ha descrito anteriormente con el portador que constituye uno
0 mas ingredientes necesarios. En general, las composiciones farmacéuticas descritas en la presente memoria
pueden fabricarse de una manera conocida por si misma, p. €j., por medio de procesos convencionales de
mezclado, disolucién, granulacion, fabricacién de grageas, levigacion, emulsion, encapsulacién, atrapamiento o
liofilizacion.

Los nucleos de grageas se proporcionan con recubrimientos adecuados. Para este fin, pueden utilizarse soluciones
de azulcar concentradas, que pueden contener opcionalmente goma arabiga, talco, polivinilpirrolidona, gel carbopol,
polietilenglicol, y/o diéxido de titanio, soluciones de laca y disolventes organicos o mezclas de disolventes
adecuados. Colorantes o pigmentos pueden afadirse a los recubrimientos de comprimidos o grageas para la
identificacion o para caracterizar diferentes combinaciones de dosis de compuestos activos.

Un medicamento que puede utilizarse por via oral incluye capsulas duras fabricadas de gelatina, asi como capsulas
blandas, selladas fabricadas de gelatina y un plastificante, tal como glicerol o sorbitol. Las capsulas duras pueden
contener los principios activos mezclados con un material de relleno, tal como lactosa, aglutinantes, tales como
almidones y/o lubricantes, tales como talco o estearato de magnesio y, opcionalmente, estabilizadores. En las
capsulas blandas, los compuestos activos pueden disolverse o suspenderse en liquidos adecuados, tales como
aceites grasos, parafina liquida, o polietilenglicoles liquidos. Ademas, pueden afiadirse estabilizadores.

Las formas de dosificacion de los agentes terapéuticos descritos en la presente memoria pueden incluir también

dispositivos de liberacion controlada por inyeccién o implante disefiados especificamente para este fin u otras
formas de implantes modificados para actuar adicionalmente de esta manera. La liberacién controlada de un agente
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descrito en la presente memoria se puede efectuar mediante el recubrimiento del mismo, por ejemplo, con polimeros
hidréfobos que incluyen resinas acrilicas, ceras, alcoholes alifaticos superiores, acidos polilacticos y poliglicolicos y
ciertos derivados de celulosa, tales como hidroxipropilmetilcelulosa. Ademas, la liberaciéon controlada puede
efectuarse mediante el uso de otras matrices poliméricas, liposomas y/o microesferas.

Los agentes terapéuticos descritos en la presente memoria pueden proporcionarse como sales con contraiones
farmacéuticamente compatibles. Las sales farmacéuticamente compatibles pueden formarse con muchos acidos,
incluyendo, entre otros, acido clorhidrico, sulfdrico, acético, lactico, tartarico, malico, succinico, etc. Las sales tienden
a ser mas solubles en disolventes acuosos u otros proténicos que son las formas de base libre correspondientes.

Para cualquier compuesto utilizado en el método descrito en la presente memoria, la dosis eficaz puede estimarse
inicialmente a partir de ensayos de cultivo celular. Por ejemplo, una dosis puede formularse en modelos animales
para conseguir un intervalo de concentracion circulante que incluye la CI150 como se determina en un cultivo celular
(p- €j., la concentracion de un agente de ensayo, que logra una reduccién medio maximo en un antigeno diana). Tal
informacion se puede utilizar para determinar con mayor precision las dosis Utiles en seres humanos.

La toxicidad y la eficacia terapéutica de los compuestos descritos en la presente memoria pueden determinarse
mediante procedimientos farmacéuticos convencionales en cultivos celulares o animales experimentales, p. €j., para
determinar la DL50 (la dosis letal para el 50 % de la poblacion) y la DE50 (la dosis terapéuticamente eficaz en el
50 % de la poblacion). La relacion de dosis entre los efectos toxicos y terapéuticos es el indice terapéutico y puede
expresarse como la relacion DL50/DE50. Resultan preferentes los compuestos que exhiben grandes indices
terapéuticos. Los datos obtenidos de estas pruebas de cultivo celular y estudios animales pueden utilizarse para
formular un intervalo de dosificacion para su uso en humanos. La dosificacion de tales compuestos reside
preferentemente dentro de un intervalo de concentraciones circulantes que incluyen la DE50 con escasa o nula
toxicidad. La dosificacion puede variar dentro de este intervalo dependiendo de la forma de dosificacién empleada y
la via de administracion utilizada. La formulacion exacta, via de administracion y dosificacion pueden elegirse por el
médico individual a la vista de la afeccion del paciente. (Véase, por ejemplo, Fingl et al, 1975, en "The
Pharmacological Basis of Therapeutics", cap. 1 p1).

La cantidad de dosificacion y el intervalo se pueden ajustar individualmente para proporcionar niveles en plasma del
compuesto o compuestos activos que son suficientes para mantener los efectos reductores de antigeno diana o
efectos que mejoran la enfermedad o afeccién. Las dosificaciones habituales del paciente para el intervalo de la
administracion sistémica oscilan desde 1-2.000 mg/dia, habitualmente de 1-250 mg/dia, y normalmente de 10-150
mg/dia. Expresado en términos de peso corporal del paciente, las dosificaciones normales oscilan desde 0,02-25
mg/kg/dia, habitualmente de 0,02-3 mg/kg/dia, normalmente de 0,2-1,5 mg/kg/dia. Expresado en términos de
superficie corporal del paciente, las dosificaciones habituales oscilan desde 0,5-1.200 mg/mZ/dl’a, habitualmente
desde 0,5-150 mg/mZ/dl'a, normalmente de 5-100 mg/mZ/dl’a.

Alternativamente, se puede administrar el agente en forma de una manera local en lugar de sistémica, por ejemplo,
por medio de inyeccion del compuesto directamente en un tejido, a menudo en una formulacién de liberacion
prolongada o sostenida. Ademas, se puede administrar el agente en un sistema de administracion de farmacos
dirigido, por ejemplo, en un liposoma recubierto con un anticuerpo especifico de tejido. Los liposomas se orientaran
selectivamente y se absorberan selectivamente por el tejido.

Considerando lo anteriormente expuesto, se apreciara que los agentes descritos en la presente memoria puedan
utilizarse como composiciones inmunomoduladoras terapéuticas o profilacticas o vacunas. En consecuencia, se
desvela la produccién de composiciones inmunomoduladoras que contienen como compuestos activos uno o mas
de los agentes terapéuticos/profilacticos descritos en la presente memoria. Cualquier procedimiento adecuado se
contempla para producir tales vacunas. Procedimientos a modo de ejemplo incluyen, por ejemplo, los descritos en
NEW GENERATION VACCINES (1997, Levine et al., Marcel Dekker, Inc. Nueva York, Basel Hong Kong).

Se desvela el uso de composiciones de acidos nucleicos para los fines de vacunacién o inmunomodulacién. En este
sentido, una construccion sintética se puede utilizar para inmunizar a un paciente, cuya construccion incluye un
polinucleétido que codifica un antigeno modificado desvelado en la presente memoria, y/o un polinucleétido que
codifica un antigeno no modificado desvelado en la presente memoria, en el que dicho polinucledtido o
polinucleétidos se conectan operativamente a una o secuencias mas reguladoras que dirigen la expresion de dicho
polinucleétido o polinucleétidos en dicho paciente.

Normalmente, tales construcciones o vectores se derivan de secuencias de ADN viricas, tales como adenovirus,
virus adenoasociados, virus del herpes simple y retrovirus. Vectores de inmunomoduladores adecuados actualmente
disponibles para el experto pueden encontrarse, por ejemplo, en Wu y Ataai (2000, Curr. Opin. Biotechnol. 11 (2):
205-208), Vigna y Naldini (2000, J. Gene Med. 2 (5): 308-316), Kay, et al. (2001, Nat. Med. 7 (1): 33-40),
Athanasopoulos, et al. (2000, Int. J. Mol. Med. 6 (4): 363-375) y Walther y Stein (2000, Drugs 60 (2): 249-271).

La administracién de la construcciéon inmunomoduladora a un paciente, preferentemente un paciente humano, puede
incluir la administracion por medio de la ingesta oral directa, inyeccion sistémica, o administracion a los tejidos o
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células seleccionados, o indirectamente por medio de la administracion a las células aisladas procedentes del
paciente o de un donante compatible. La construccién inmunomoduladora puede administrarse por via intradérmica.

La administracion de dicha construccion inmunomoduladora a las células o tejidos del paciente o dicho donante
compatible se puede facilitar mediante el bombardeo con microproyectiles, transfeccion mediada por liposomas (p.
€j., lipofectina o lipofectamina), electroporacion, fosfato calcico o transfeccion mediada por dextrano DEAE, por
ejemplo. Una discusion de los métodos de administracion adecuados se puede hallar en el capitulo 9 de CURRENT
PROTOCOLS IN MOLECULAR BIOLOGY (Eds. Ausubel et al.; John Wiley & Sons Inc., 1997 edicion), por ejemplo.

La etapa de introducir la construccion inmunomoduladora en una célula o tejido diana sera diferente dependiendo
del uso y de las especies previstas, y puede involucrar uno o mas de los vectores no viricos y viricos, liposomas
catiénicos, retrovirus y adenovirus, tales como, por ejemplo, se describe en Mulligan, R.C., (1993). Tales métodos
pueden incluir, por ejemplo:

A. Aplicacion local del vector de expresion mediante inyeccion (Wolff et al., 1990), implante quirdrgico, instilacion
o cualquier otro medio. Este método también se puede utilizar en combinacién con la aplicacién local mediante
inyeccion, implante quirdrgico, instilacion o cualquier otro medio, de células sensibles a la proteina codificada por
el vector de expresion a fin de aumentar la eficacia de dicho tratamiento. Este método también se puede utilizar
en combinacion con la aplicacion local mediante inyeccion, implante quirdrgico, instilacion o cualquier otro medio,
de otro factor o factores requeridos para la actividad de dicha proteina.

B. Administracion sistémica general por inyeccion de ADN, (Calabretta et al, 1993), o ARN, solo o en
combinacioén con liposomas (Zhu et al., 1993), capsides viricas o nanoparticulas (Bertling et al., 1991) o cualquier
otro mediador de administracion. La orientacion selectiva mejorada puede lograrse vinculando el vector
polinucleotidico/de expresién a una molécula de direccionamiento (el llamado enfoque de "bala magica" que
emplea, por ejemplo, una molécula de unién a antigeno), o por aplicacion local mediante inyeccion, implantacion
quirdrgica o cualquier otro medio, de otro factor o factores requeridos para la actividad de la proteina codificada
por dicho vector de expresion, o de células sensibles a dicha proteina.

C. Inyeccion o implante o administracion por cualquier medio de las células que se han modificado ex vivo por
transfeccion (por ejemplo, en presencia de fosfato de calcio: Chen et al, 1987, o de lipidos catiénicos y
poliaminas: Rose et al., 1991), infeccion, inyeccion, electroporacion (Shigekawa et al., 1988) o de cualquier ofra
manera a fin de aumentar la expresion de dicho polinucleétido en esas células. La modificacion puede ser
mediada por el plasmido, bacteriéfago, cdsmido, vectores viricos (tales como adenoviral o retroviral; Mulligan,
1993; Miller, 1992; Salmons. et al., 1993) u otros vectores, u otros agentes de modificacion, tales como
liposomas (Zhu et al., 1993), capsides viricas o nanoparticulas (Bertling et al., 1991), o cualquier otro mediador
de modificacion. El uso de células como vehiculo de administracion para genes o productos génicos se ha
descrito por Barr et al., 1991 y por Dhawan et al., 1991. Las células tratadas se pueden administrar en
combinacion con cualquier nutriente, factor de crecimiento, matriz u otro agente que promueva su supervivencia
en el sujeto tratado.

Las composiciones inmunomoduladoras descritas en la presente memoria pueden contener un diluyente o
excipiente fisiolégicamente aceptable, tal como agua, solucién salina tamponada con fosfato y solucion salina.
También pueden incluir un adyuvante como es bien conocido en la materia. Los adyuvantes adecuados incluyen,
entre otros: sustancias tensioactivas, tales como hexadecilamina, octadecilamina, ésteres de aminoacidos de
octadecilo, lisolecitina, bromuro de dimetildioctadecilamonio, N,N-dicoctadecil-N',N'-bis(2-hidroxietil-propanodiamina),
metoxihexadecilglicerol, y polioles plurénicos; poliaminas, tales como pirano, sulfato de dextrano, poli IC, carbopol;
péptidos, tales como dipéptido de muramilo y derivados, dimetilglicina, tuftsina; emulsiones de aceite; y geles
minerales, tales como fosfato de aluminio, hidroxido de aluminio o alumbre; linfoquinas, QuilA y complejos
inmunoestimulantes (ISCOMs).

Las células presentadoras de antigeno sensibilizadas con antigeno modificado, y opcionalmente sensibilizadas con
antigeno no modificado, descritas en la presente memoria y los linfocitos T especificos de antigeno generados con
estas células presentadoras de antigenos se pueden utlizar como compuestos activos en composiciones
inmunomoduladoras para aplicaciones profilacticas o terapéuticas. Las células sensibilizadas, que son
preferentemente células dendriticas maduras, se pueden inyectar por cualquier método que provoca una respuesta
inmunitaria en un animal singénico o ser humano. Preferentemente, las células presentadoras de antigeno se
inyectan de nuevo en el mismo animal o ser humano del cual se obtuvo las células/tejidos fuente. El sitio de
inyeccion puede ser subcutaneo, intraperitoneal, intramuscular, intradérmico o intravenoso. El nimero de células
presentadoras de antigeno sensibilizadas con antigeno reinyectadas de nuevo en el animal o ser humano en
necesidad de tratamiento puede variar en funcion, entre otras cosas, del antigeno y tamafo del individuo. Este
numero puede oscilar por ejemplo entre aproximadamente 10* y 108, y mas preferentemente entre aproximadamente
10° y 10" células presentadoras de antigeno sensibilizadas con antigeno (p. ej., células dendriticas). Las células
presentadoras de antigeno se deben administrar en un portador farmacéuticamente aceptable, que es no tdxico para
las células y el individuo. Tal portador puede ser el medio de crecimiento en el que se cultivaron las células
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presentadoras de antigeno, o cualquier medio de tamponamiento adecuado, tal como solucién salina tamponada
con fosfato.

Las células presentadoras de antigeno sensibilizadas con antigeno descritas en la presente memoria también se
podrian utilizar para generar grandes cantidades de LTC CD8" o CD4+, para la transferencia adoptiva a individuos
inmunodeprimidos que son incapaces de incrementar respuestas inmunitarias normales. Por ejemplo, TLC CD8"
especifico del antigeno puede transferirse adoptivamente para fines terapéuticos en individuos aquejados por
infeccion por VIH (Koup et al., 1991, J. Exp. Med., 174: 1593-1600; Carmichael et al., 1993, J. Exp. Med., 177: 249-
256; y Johnson et al., 1992, J. Exp. Med., 175: 961-971), malaria (Hill et al., 1992, Nature, 360: 434-439) y tumores
malignos, tales como melanoma (Van der Brogen et al., 1991, Science, 254: 1643-1647; y Young y Steinman, 1990,
J. Exp. Med., 171: 1315-1332).

La composicion inmunomoduladora descrita en la presente memoria puede ser adecuada para el tratamiento o
profilaxis de un cancer. Los canceres que pueden ser tratados adecuadamente de acuerdo con las practicas
descritas incluyen canceres asociados con una infeccion virica, tales como cancer cervical (p. €;j., infeccion por virus
del papiloma) y linfoma de Burkitt (p. €j., infeccion por virus de Epstein Barr). Otros canceres asociados a virus
incluyen, entre otros, leucemia asociada a HTLV1, linfoma de Hodgkins (VEB), cancer anal, cancer de piel (VPH),
carcinoma hepatocelular (VHB) y sarcoma de Kaposi (HVHS8).

La composicién inmunomoduladora descrita puede ser adecuada para el tratamiento o profilaxis de una infeccion
virica, bacteriana o parasitaria. Las infecciones viricas contempladas incluyen, entre otros, infecciones causadas por
VIH, hepatitis, gripe, virus de la encefalitis japonesa, virus de Epstein-Barr y virus sincitial respiratorio. Las
infecciones bacterianas incluyen, entre otros, las causadas por especies Neisseria, especies Meningococcal,
especies Haemophilus, especies Salmonella, especies Streptococcal, especies Legionella y especies
Mycobacterium. Las infecciones parasitarias incluyen, entre otras, las causadas por especies Plasmodium, especies
Schistosoma, especies Leishmania, especies Trypanosoma, especies Toxoplasma y especies Giardia.

La efectividad de la inmunizacion se puede evaluar utilizando cualquier técnica adecuada. Por ejemplo, pruebas de
lisis de LTC se pueden emplear utilizando esplenocitos estimulados o células mononucleares de sangre periférica
(CMSPs) en células infectadas por virus recubiertos con péptido o recombinantes utilizando células diana
etiquetadas ICr. Tales pruebas se pueden realizar utilizando, por ejemplo células de primate, ratén o humanas
(Allen et al., 2000, J. Immunol. 164 (9): 4968-4978 también Woodberry et al., Infra). Alternativamente, la eficacia de
la inmunizacion puede controlarse utilizando una o mas técnicas incluyendo, entre otros, tincion con tetramero HLA
clase | de CMSPs frescas y estimuladas (véase, por ejemplo, Allen et al., supra), pruebas de proliferacion (Allen et
al., supra), pruebas de ELISPOT y tincion intracelular de citoquinas (Allen et al., supra), ensayos de ELISA para las
respuestas de células B lineales; y membranas Western de una muestra de células que expresan los polinucleétidos
sintéticos. Particularmente relevante sera el perfil de citoquinas de células T activadas por antigeno, y mas
particularmente la produccion y secrecion de IFNy, IL-2, IL-4, IL5, IL-10, TGF y TNF a.

9 Métodos para evaluar la inmunomodulaciéon

La capacidad de un individuo para responder a antigenos exdgenos o especificos de la enfermedad (p. €j.,
antigenos viricos y antigenos de cancer) puede ser evaluar si esas células sensibilizadas para atacar tales
antigenos aumentan en numero, actividad y capacidad para detectar y destruir aquellos antigenos. La fuerza de la
respuesta inmunitaria se mide mediante ensayos convencionales, incluyendo: medicién directa de los linfocitos de
sangre periférica por medios conocidos en la materia; ensayos de citotoxicidad de linfocitos citoliticos naturales
(véase, p. €j., Provinciali M. et al (1992, J. Immunol. Meth. 155: 19-24), pruebas de proliferacion celular (véase, p. €j.,
Vollenweider, I. y Groseurth, P.J. (1992, J. Immunol. Meth. 149: 133-135), inmunoensayos de células inmunitarias y
subconjuntos (véase, p. €j., Loeffler, D. A., et al. (1992, Cytom. 13: 169-174) Rivoltini, L., et al. (1992, Can. Immunol.
Immunother. 34: 241-251); o ensayos cutaneos para la inmunidad mediada por células (véase, p. €j., Chang, A.E. et
al (1993, Cancer Res. 53: 1043-1050).

La actividad citotoxica de los linfocitos T, y en particular, la capacidad de los linfocitos T citotoxicos para ser
inducidos por células presentadoras de antigeno, puede evaluarse mediante cualquier técnica adecuada conocida
por los expertos en la materia. Por ejemplo, una muestra que comprende linfocitos T a ensayar para la actividad
citotdxica se obtiene y los linfocitos T se exponen entonces a células presentadoras de antigeno sensibilizadas con
antigeno, que se han provocado para presentar el antigeno. Después de un periodo de tiempo apropiado, que puede
determinarse mediante la evaluacion de la actividad citotoxica de una poblacién de control de los linfocitos T que son
conocidos por ser capaces de inducirse para convertirse en células citotéxicas, los linfocitos T que deben evaluarse
se ensayan para la actividad citotoxica en una prueba citotdxica convencional. Tales pruebas pueden incluir, entre
otros, la prueba de LTC de liberacion de cromo conocida en la materia.

El método de evaluacion de la actividad LTC es particularmente Util para evaluar la capacidad de un individuo para
generar una respuesta citotoxica contra células que expresan antigenos tumorales o viricos. En consecuencia, este
método es util para evaluar la capacidad de un individuo para incrementar una respuesta inmunitaria contra un
cancer o virus.
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Para que la invencién pueda entenderse facilmente y llevarse a la practica, realizaciones preferentes particulares se
describiran ahora por medio de los siguientes ejemplos no limitantes.

Ejemplos
EJEMPLO 1

Inmunizacion con ADN y estirpes celulares en ratones

Los ratones hembra BALB/c y C57BL/6 libres de patégenos especificos, de 6 a 8 semanas, se adquirieron del
Centro de Recursos Animal (Perth, Australia) y se mantuvieron en condiciones de limpieza en una ratonera
convencional.

Los ratones hembra BALB/c y C57 BL/6, de 6 a 8 semanas de edad, se inmunizaron mediante bombardeo de
particulas con perlas de oro recubiertas de ADN (2 ug de ADN/dosis) utilizando el sistema de administracion de
pistola genética de Helios accionada con helio (Bio-Rad Laboratories, Richmond, California, EE.UU.). EI ADN (1,0
Mg) se acopld a 0,5 mg de particulas de oro con un diametro de 1,0 um, tal como se recomienda por el fabricante.
Los microportadores recubiertos de ADN se administraron en la epidermis abdominal a un ajuste de presion de helio
de 400 psi.

Una estirpe celular EL-4, C2%, transducida con virus del papiloma humano (VPH) 16 E7, y la linea celular parental
(EL-4) se mantuvieron en medio RPMI-1640 completo mas suero bovino fetal al 10 % (CSL, Melbourne, Australia).

EJEMPLO 2

Reemplazos de codones en el HPV6bL1, E7 y los genes de ubiquitina

El HPV6bL1, HPV6b-E7 y las secuencias del gen ubiquitina humana se modificaron para sustituir los codones
preferentes con codones raramente utilizados, de acuerdo con los métodos descritos prewamente Un
polinucleétido que codifica HPV6bL1 truncado de 33 aminoacidos C-terminal se fabric6 como una construccion
modificada de codones (H6L1A) (SEQ ID NO: 9) y también con codones nativos (6L1A) (SEQ ID NO: 7).

Un gen de fusion HPV6bL1-E7 (H6L1E7.1) (SEQ ID NO: 11) se construyé mediante la adicion a H6L1A de una
secuencia modificada de codones correspondiente a los aminoacidos 2-50 de la proteina E7 HPV6b. HEL1E7.2
(SEQ ID NO: 13) se construyé de manera similar mediante la adicién de un polinucleétido que codifica los
aminoacidos 49-98 de E7 de HPV6b, y H6L1-H16E7 (SEQ ID NO: 19) se construyé mediante la adicion de un
polinucleétido que corresponde al epitopo de LTC H-2 D® minimo de HPV16 (RAHYNIVTF). La construccién
modificada de codones L2 de BPV1 (SEQ ID NO: 23), denominada HBL2, se ha descrito previamente'?.

Una construccion de fusion ubiquitina-HL1-16E7 (SEQ ID NO: 15) se produjo mediante la adicion de una secuencia
que codifica un mondémero de ubiquitina 5' en la construccion del gen L1-16E7. Los genes modificados de codones
de la secuencia deseada se sintetizaron por Operon (Alameda, California, EE.UU.), y todas las secuencias se
verificaron por secuenciacion Big Dye Terminator. Las secuencias para las siete innovadoras construcciones de
vacunas de polinucleétidos modificados de codones utilizadas en la presente memoria se depositaron ante GenBank
bajo los nimeros de acceso AF322411-5 (SEQ ID NO: 9, 11, 13, 15, respectivamente) y AF323508-9 (SEQ ID NO:
17 y 19, respectivamente).

EJEMPLO 3

Construcciones de plasmidos

Los cebadores se disefiaron para permitir la clonaciéon de construcciones de genes en plasmidos de expresion
eucariota. Todos los cebadores se codifican para un sitio de restricciéon EcoRI o Kpnll de flanqueo en su extremo N-
terminal, y para 18-24 nucledtidos del gen correspondiente. Se utilizaron para amplificar las secuencias de genes VP
por PCR. Los productos de PCR amplificados se cortaron con enzimas de restriccion Kpnll y EcoRl y se ligaron al
vector de expresion pCDNA3 de mamifero que contiene el virus del simio 40 (SV40) (Invitrogen, Carlsbad, California,
EE.UU.) para producir los plasmidos de expresion correspondientes.

EJEMPLO 4

Medicion de las respuestas de anticuerpos

La med|C|0n de la IgG especifica de PSV total en suero se realizd por ELISA de captura, como se ha descrito
prewamente Para medir el anticuerpo L1 de HPV6b contra epitopos lineales, PSVs de L1 HPV6b se
desnaturalizaron por reduccion alcalina (tampon Na;COs; 0,2 M, pH 10,6, ditiotreitol 0,01 M)® y se recubrieron
directamente sobre placas de ELISA en una concentracion de 20 ug/ml. Para la prueba de anticuerpos L2 (véase el
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Ejemplo 11, a continuacion), las placas ELISA se recubrieron con 50 pl de proteina BPVL2 recombinante de etiqueta
His purificada en una concentracion de 10 pg/ml en tampon carbonato 50 mM, pH. 9,6. Para la prueba de antlcuerpo
especifico de E7, las células Cos-1 (véase el Ejemplo 6, a continuacion) se transfectaron con pPCDNA3E7> durante
48 horas. Los lisados celulares se prepararon en NP-40 al 0,5 %, Tris-HCI 0,1 M (pH. 8,5). Electroforesis en gel de
poliacrilamida con dodecil sulfato de sodio (SDS-PAGE) se llevo a cabo utilizando métodos convencionales. Las
proteinas se transfirieron a una membrana de nitrocelulosa. Los sueros se aplicaron de forma diluida 1:100 en TFS
con leche en polvo sin grasa al 0,5 %. El anticuerpo secundario fue anti-raton conjugado con peroxidasa (Sigma, St
Louis, Missouri, EE.UU.), y se detecté mediante ECL.

EJEMPLO 5

La modificacion de codones genera una mayor inmunogenicidad

Para investigar el efecto de la modificacion de codones sobre la inmunogenicidad de una vacuna polinucleoétidica de
la proteina L1 de la capside del virus del papiloma humano 6 (HPV6), se construyeron plasmidos para expresar L1
de HPV6b, utilizando la secuencia de nucledétidos nativa (p6L1A) (SEQ ID NO: 7) o una secuencia modificada para
codificar la misma proteina primaria L1, utilizando codones que se encuentran habitualmente en los genes humanos
altamente expresados (pH6L1A) (SEQ ID NO: 9). Ambas construcciones de genes L1 se truncaron por 33 trlpletes
de codones en el extremo C-terminal. Esto elimind una regién que codifica las sefiales de ubicacion nuclear de L1

lo que permite la adicién de secuencias que codifican epitopos de células T definidas a partir de proteinas no
estructurales del virus del papiloma (VP) para el efecto terapeutlco mientras que preserva la capacidad de la
proteina L1 para formar particulas similares a virus ( PSVs) . K

Los plasmidos se purificaron utilizando un kit Plasmid Mega de Qiagen (Qiagen, Chatsworth, California, EE.UU.) y se
disolvieron en solucioén salina tamponada con fosfato (STF) a una concentracion de 1 ug/ul.

Se detectd un anticuerpo conformacional contra HPV6b después de una Unica inmunizacién con pH6L1A (SEQ ID
NO: 9), se administré por via intracutanea en perlas de oro, y el titulo de anticuerpo aumentd después de una
inmunizacion adicional (véase la Figura 1a). También se observé un reactivo de anticuerpo con una proteina L1 de
HPV6b desnaturalizada, incluso un menor titulo que el reactivo de anticuerpo con PSVs a HPV6b (véase la Figura
1b). En contraste, no se encontrd6 un anticuerpo especifico para PSVs de HPV6b o para L1 de HPV6b
desnaturalizado después de la inmunizacion con el gen L1 modificado sin codones p6L1A (SEQ ID NO: 7) (Figuras
1a y 1b). De este modo, una vacuna de polinucleétido de L1 modificada con codones fue significativamente mas
inmunogénica que el gen nativo, y se indujo predominantemente anticuerpos a epitopos conformacionales del virus.
Se obtuvieron también datos similares con plasmidos nativos (SEQ ID NO: 3) y modificados con codones (SEQ ID
NO: 5) que expresan una proteina L1 de HPV6b de longitud completa.

Estudios anteriores con vacunas de polinucleétidos de L1 de VP han demostrado que las vacunas no modificadas de
codones son relativamente no inmunogénicas, conforme a los hallazgos actuales. La inmunizacion repetida
intranasal de IgG en sueros de ratones inducida por una vacuna de polinucleétidos de L1 de HPV16 y respuestas de
IgA vaginales estaban apenas por encima del antecedente, aunque se observé una cierta proliferacion celular T y
IlberaC|on de citoquinas T en los esplenocitos de animales inmunizados expuestos a particulas del antigeno de PSV
a L1"°. La inmunizacion intravaginal de conejos con ADN de L1 de HPV6b requirié que la toxina del cdlera indujera
algunos de los anticuerpos de IgA especificos de PSVs en las secreciones vaginales, mientras que los animales
inmunizados por via intramuscular con la misma construccidon no tenian anticuerpos especmcos de L1 en suero
detectable por ELISA y tenian anticuerpos con bajo titulo por inmunoelectrotransferencia™. Las vacunas de
polinucledtidos de L1 de CRPV son, en contraste con el VPH, inmunogénicas, ya sea administradas por inyeccion
im* o por via intradérmica. Mientras CRPV es generalmente similar en el uso de codones con respecto a otros
genes de VP, el gen L1 de CRPV es relativamente rico en GC con un contenido de GC que se acerca al consenso
del genoma de mamiferos (consenso humano 52,5 %; CRPV 47,7 %; HPV6 42,5 %), y varios codones relativamente
utilizados con poca frecuencia en los genes de mamiferos son significativamente menos comunes en L1 de CRPV
que en BPV1, HPV6 o HPV16 (Tabla 1). Presumiblemente, uno o mas de estos codones estan mal traducidos en los
tipos de células en los que se requiere la expresion de L1 para la induccién de anticuerpos in vivo. Adicionalmente,
las secuencias de ARN internas inhibidoras a la traduccion de genes L1 de VP 34 podrian ser menos inhibidoras en
CRPV que en otros genomas de VP.

EJEMPLO 6

Inmunidad humoral en ratones inmunizados con polinucleétidos hibridos L1-E7 quiméricos

Para inducir respuestas inmunitarias que podrian ser terapéuticas, asi como profilacticas para la infecciéon por VP,
las vacunas quiméricas de polinucleétidos se construyeron mediante la incorporacion del gen de la capside L1
(pH6L1A) (SEQ ID NO: 9) con segmentos de E7 (SEQ ID NO: 11 y 13), una proteina no estructural de VP
encontrada abundantemente en las células infectadas, se afadioé al extremo C-terminal. Los ratones inmunizados
con cada una de estas vacunas quiméricas de polinucleétidos de L1 modificadas con codones desarrollaron altos
niveles de anticuerpo especifico del virus (véase la Figura 1c y 1d). La induccion de la inmunidad especifica de E7
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por las vacunas quiméricas L1-E7 se sometié a ensayo utilizando células Cos-1 transfectadas con HPV6bE7 como
fuente de proteina E7 de HPV6b. La inmunorreactividad con una proteina de 14 kD, que se presupone que era E7,
se observo en ratones inmunizados con vacunas quiméricas de polinucleétido L1 que incorporaron la region N- o C-
terminal de HPV6bE7 (pH6L1E7.1 o pH6L1E7.2, SEQ ID NO: 11 y 13, respectivamente) (véase la Figura 1f). Como
era de esperar, no se aprecio6 reactividad con HPV6bE7 en el suero de ratones inmunizados con pH6L1A (SEQ ID
NO: 9), o de ratones no inmunizados.

EJEMPLO 7

Inmunidad mediada por células en ratones inmunizados con polinucledtidos hibridos L1-E7 quiméricos

Cuando la intervencién terapéutica para VP parece requerir respuestas inmunitarias mediadas por células a las
proteinas de VP, a continuacién, se midié la induccién de respuestas inmunitarias celulares por las vacunas de
polinucledétidos. En primer Iugar se examind la induccion de hipersensibilidad de tipo retardado (HTR) en la proteina
de la cap3|de L1. La reaccion HTR se ensay6 mediante una prueba de tumefaccion de la oreja, como se ha descrito
prewamente utilizando PSVs L1 de HPV6b purlflcadas como antigeno de desafio. Las respuestas HTR
especificas de L1 se observaron para inducirse por la inmunizacion con pH6L1A modificado de codones (SEQ ID
NO: 9), y también por las vacunas quiméricas L1 E7 modificadas de codones pH6L1E7.1 y pHEL1E7.2 (SEQ ID NO:
11 y 13, respectivamente), pero no por p6L1A no modificado de codones (SEQ ID NO: 7) o por el vector pPCDNA3
(véase la Figura 2a).

La respuesta de linfocito T citotdxico (LTC) inducida a un epitopo de LTC restringido por H-2° dominante de E7 de
HPV16, incorporado en la construccion quimérica modificada de codones pH6L1-16E7 (SEQ ID NO: 19), se
descubrié que era relativamente pobre (véase la Figura 2b).

EJEMPLO 8

La ubiquitinacion de 6L1 mejora la respuesta de LTC

Para determinar si la ubiquitinacion del producto del gen 6L1 modificado de codones podria mejorar la respuesta de
LTC, se fabricd una vacuna en la que se insert6 una Unica copia del gen de la ubiquitina, en el marco 5' al gen L1-E7
quimérico modificado de codones (SEQ ID NO: 17).

Los esplenocitos se prepararon a partir de animales inmunizados y la actividad de LTC se evalué después de una
reestimulacion in vitro de 3 dias con rlL-2 (Sigma), y el péptido RAHYNIVTF como se ha descrito prewamente Las
pruebas se realizaron por triplicado, y la liberacion espontanea 'Cr de los diversos objetivos no excedio el 15 %.

Una prueba de ELISPOT modificada®' se utilizd para detectar células T CD8+ especificas de E7 de HPV16. Las
placas de filtracion (96 pocillos) (Millipore, Bedford, Massachusetts, EE.UU.) se recubrieron con 10 yg/ ml de
anticuerpo rata anti-IFN-y de ratén (clon R4-6A2, Pharmingen, San Diego, California, EE.UU.) en 50 ul de TFS.
Después de la incubacién durante la noche a 4 °C, los pocillos se lavaron y se bloquearon con medio de cultivo que
contenia suero fetal bovino al 10 %. 1 x 10° células de bazo y de ganglios linfaticos aisladas frescas se afadieron al
pocillo, junto con 20 Ul/ml de IL-2. Las células se incubaron a 37 °C durante 24 horas con o sin 1 ug/ml de epitopo
de LTC H-2D" especifico de E7 de HPV16 E7 (E7, aminoacidos 49-57). Después del cultivo, la placa se lavé y luego
fue seguido de incubacion con 5 pg/ml de anticuerpo IFN-y biotinilado (clon XMG1.2, PharMingen, Franklin Lakes,
Nueva Jersey, EE.UU.) en 50 pl en TFS a 4 °C durante la noche. Después de lavarse seis veces, se afiadieron 1,25
pg/ml de avidina-fosfatasa alcalina (Sigma) en 50 pl de TFS y se incubé durante 2 horas a temperatura ambiente.
Después del lavado, se desarrollaron manchas mediante la adicién de 50 pl de soluciéon de 5-bromo-4-cloro-3-3-
indolilo fosfato/nitroazul de tetrazolio (Boehringer Manheim, Indianapolis, Indiana, EE.UU.) y se incubaron a
temperatura ambiente durante 1 hora. Las manchas se contaron utilizando un microscopio de diseccion.

La vacuna que contiene ubiquitina, en contraste con la construccion sin ubiquitina, indujo una respuesta de células T
CD8 especifica de E7 significativa (véase la Figura 2b).

EJEMPLO 9

La respuesta de LTC tras la ubiquitinacion es protectora del hospedador

Los ratones se estimularon con un tumor que expresa E7, con el fin de evaluar SI la respuesta LTC mejorada
observada fue protectora del hospedador. Los ratones se estimularon SC con 2 x 10° células/ células tumorales TC-
1 de raton*? deI pescuezo, y el peso tumoral se registré 10 dias después de la estimulacidon, como se ha descrito
prewamente

Como puede apreciarse en la Figura 2c, los ratones inmunizados con H6L1-16E7 conjugado con ubiquitina (SEQ ID

NO: 17) mostraron una reduccion significativa en el peso del tumor, en comparacion con los animales inmunizados
con la misma construccién sin ubiquitina. Estos datos confirmaron que la respuesta celular inducida fue, de hecho,
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protectora del hospedador. De interés, la construccion quimérica conjugada con ubiquitina indujo niveles
minimamente bajos de anticuerpos especificos de VPH (consulte la Figura 1e) en comparacion con la construccion
sin ubiquitina. Una vacuna de polinucleétido mixta que comprende L1-E7 modificado de codones con y sin ubiquitina
se fabricd, por lo tanto, para establecer si la mezcla transmitiria las propiedades de ambos inmundégenos. Los
ratones se inmunizaron con la mezcla adquirida tanto del anticuerpo conformacional como no conformacional de L1
(Figura 3 a, b) y desarrollaron células CD8" secretoras de IFN-y en los ganglios linfaticos y el bazo (Figura 3c), y se
protegieron contra la estimulacion del tumor (datos no mostrados), confirmando que la respuesta inmunitaria a la
vacuna de polinucleétido mixta era como seria de esperar de la respuesta en cada una de las dos partes.

EJEMPLO 10

La vacuna de polinucledtido HPV6bL 1 induce anticuerpos neutralizantes

Para confirmar que los diversas construcciones de vacuna L1 modificadas que inducen cada una un anticuerpo
neutralizante de VP, se sometieron a ensayo sueros en un ensayo de inhibicion de la hemaglutinacion (HAI)
mostrados para correlacionarse con la neutralizacién del virus'®. El método se utilizé como se ha descrito
previamente18. Los sueros de ratones inmunizados con cada una de las construcciones modificadas de codones y
quiméricas modificadas de codones mostraron una fuerte actividad HAI (véase la Figura 4), mientras que no se
encontré actividad HAI en los sueros de ratones inmunizados con el gen L1 no modificado.

EJEMPLO 11

Anticuerpos anti-BPVL2 en ratones inmunizados con una vacuna de polinucledtido L2

Para confirmar un gen de VP cuya inmunogenicidad de una vacuna de polinucleétido podria potenciarse por
modificacién de codones, se inmunizaron ratones con una vacuna de polinucleétido L2 de BPV1 modificada de
codones (SEQ ID NO: 23) o no modificada de codones (SEQ ID NO: 21), o con un gen de fusion L2-HPV16E7 de
BPV1, también modificado o sin modificado de codones.

Los ratones se inmunizaron con anticuerpos anti-BPVL2 desarrollados con HBL2 (SEQ ID NO: 23) y HBL2E7
modificados de codones, mientras que esto no ocurrié con los ratones inmunizados con un gen L2 no modificado de
codones (SEQ ID NO: 21) (véase la Figura 5), lo que confirma que la inmunogenicidad del gen L2 también se mejoré
por la modificacién de codones.

TABLAS

TABLA 1
Los codones se utilizaron significativamente con menos frecuencia en genes L1 de CRPV que en L1 de VP poco
inmunogénicos como vacunas de ADN.

Codon Ocurrencias en L1 Uso de consenso de
CRPV HPV6 BPV1 mamifero/1.000 codones’
TTG (Leu) 2 10 7 12,3
TTA (Leu) 3 14 8 7.2
AAT (Asn) 2 4 4 17,1
CGT (Arg) 1 4 2 4,6

1: Los codones que codifican Leu producen 98 de 1.000, Asn 37 de 1.000, y Arg 56 de 1.000 codones cuando se
promedian a través de la base de datos GenBank de mamiferos
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Tyr Gln Tyr Arg Val Phe Lys Val Val Leu Pro Asp Pro Asn Lys Phe
65 70 75 80

gca ttg cct gac tcg tct ctt ttc gat ccc aca aca caa cgt tta gta 288
Ala Leu Pro Asp Ser Ser Leu Phe Asp Pro Thr Thr Gln Arg Leu Val
85 90 95

tgg gca tgc aca ggc cta gag gtg ggc agg gga cag cca tta ggt gtg 336
Trp Ala Cys Thr Gly Leu Glu Val Gly Arg Gly Gln Pro Leu Gly Val
100 105 110

ggt gta agt gga cat cct ttc cta aat aaa tat gat gat gtt gaa aat 384

Gly Val Ser Gly His Pro Phe Leu Asn Lys Tyr Asp Asp Val Glu Asn
115 120 125

38



tea
Ser

atg
Met
145

ttg
Leu

cag
Gln

gat
Asp

ttg
Leu

tgt

Cys
225

aga
Arg

ok i o2
Phe

att
Ile

aac
Asn

aag
Lys
305

tgg
Trp

aac
Asn

tect
Ser

ttt
Phe

999
Gly
130

gat
Asp

ggc
Gly

gct
Ala

ggc
Gly

cag
Gln
210

aaa
Lys

tta
Leu

aac
Asn

aag
Lys

acc
Thr
290

cca

Pro

ggt
Gly

atg
Met

gat
Asp

att
Ile

agt
Ser

tat

gag
Glu

ggt
Gly

gat
Asp
195

ace
Thr

tat
Tyr

tEE
Phe

agg
Arg

ggt
Gly
275

ccg

Pro

tat

aat
Asn

aca
Thr

tat

Tyr
355

ttt
Phe

ggt
Gly

aaa
Lys

cat
His

gac
Asp
180

atg
Met

aat
Asn

cca
Pro

EtE
Phe

gct
Ala
260

agt

Ser

agc
Ser

tag

caa
Gln

tta
Leu
340

aaa

Lys

caa
Gln

ggt
Gly

caa
Gln

tgg
Trp
165

tgc
Cys

gtt
Val

aaa
Lys

gat
Asp

ttt
Phe
245

ggc
Gly

gga
Gly

ggc
Gly

cta
Leu

ctg
Leu
325

tgt
Cys

gag
Glu

tta
Leu

aac
Asn

aca
Thr
150

ggt
Gly

ccg
Pro

gac
Asp

tca
Ser
tat
230
cta

Leu

gag
Glu

aat
Asn

tect
Ser

caa
Gln
310

tte
Phe

gca
Ala

tac

Tyx

tgt
Cys
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cct
Pro
135

caa
Gln

aaa
Lys

cce
Pro

aca
Thr

gat
Asp
2315

tta
Leu

cgg
Arg

gtg
Val

cge
Arg

ttg
Leu
295

aaa

Lys

gtt
Val

tcc
Ser

atg
Met

agc
Ser

gga
Gly

tta
Leu

ggt
Gly

tta
Leu

ggc
Gly
200

gtt
Val

caa
Gln

aag
Lys

g99
Gly

acg
Thr
280

gtg
Val

gcc
Ala

act
Thr

gta
Val

cgt
Axg
360

att
Ile

cag
Gln

tgc
Cys

aaa
Lys

gaa
Glu
185

ttt
Phe

cct
Pro

atg
Met

gaa
Glu

gaa
Glu
265

tect
Ser

tce
Ser

cag
Gln

gtg
val

act
Thr
345

cat
His

aca
Thr

39

gat
Asp

atg
Met

cag
Gln
170

ctt
Leu

ggt
Gly

att
Ile

gct
Ala

caa
Gln
250

cct
Pro

gta
Val

tct
Ser

gga
Gly

gta
Val
330

aca
Thr

gtg
val

ttg
Leu

aac
Asn

gtt
val
155

tgt
Cys

att
Ile

gct
Ala

gac
Asp

gca
Ala
235

atg
Met

gtg
Val

999
Gly

gag
Glu

cat
His
315
gat
Asp

tct
Ser

gaa
Glu

tct
Ser

agg
Arg
140

gga
Gly

act
Thr

acc
Thr

atg
Met

ata
Ile
220

gac
Asp

ttt
Phe

cct
Pro

agt
Ser

gca
Ala
300

aac
Asn

acc

tce
Ser

gag
Glu

gct
Ala

gtt
val

tgt
Cys

aat
Asn

agt
Ser

aat
Asn
205

tgt
Cys

cca
Pro

gee
Ala

gat
Asp

agt
Ser
285

caa
Gln

aat
Asn

aca
Thr

aca
Thr

tat

Tyx
365

gaa
Glu

aat
Asn

gce
Ala

aca
Thr

gtt
val
190

ttt
Phe

ggc
Gly

tat

aga
Arg

aca
Thr
270
ata
Ile

ttg
Leu

ggt
Gly

cgc
Arg
tac
350
gat
Asp

gta
Val

gta
val

cce
Pro

aet
Pro
178

ata
Ile

gct
Ala

act

ggt
Gly

cat
His
255

ctt
Leu

tat
Tyr

ttt
Phe

att
Ile

agt
Ser
335

acc

Thr

tta
Leu

atg
Met

ggt
Gly

cct
Pro
160

gta
Val

cag
Gln

gat
Asp

aca

gat
Asp
240

ttt
Phe

ata
Ile

gtt
val

aat
Asn

tgt
Cys
320

acc
Thr

aat
Asn

caa
Gln

gce
Ala

432

480

528

576

624

672

720

768

8le

864

912

960

1008

1056

1104

1152



10

370

tat att

Tyr Ile
385

tta tcg
Leu Ser

cag tca
Gln Ser

cca gat
Pro Asp

aag ttt
Lys Phe
450

tta caa
Leu Gln
465

cge cct
Arg Pro

aaa act
Lys Thr

<210> 4
<211> 500
<212> PRT

cac
His

cct
Pro

cag
Gln

cce
Pro
435

tect

Ser

agt
Ser

gct
Ala

aaa
Lys

aca
Thr

ccc
Pro

gecc
Ala
420

tat
Tyr

agt
Ser

gga
Gly

gtt
val

agg
Arg
500

atg
Met

cca
Pro
405

att
Ile

aag
Lys

gaa
Glu

tat

tcc
Ser
485

taa

aat
Asn
390

aat
Asn

acc
Thr

aac
Asn

ttg
Leu

agg
Arg
470

aaa
Lys
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375

ccc
Pro

ggt
Gly

tgt
Cys

ctt
Leu

gat
Asp
455

gga
Gly

gce
Ala

<213> Papilomavirus humano de tipo 6b

<400> 4

Met

Val

Phe

Phe

Tyr
65

Trp

Ser

Ser

50

Gln

Arg Pro Ser Asp

5

tct
Ser

aca
Thr

caa
Gln

agt
Ser
440

cag
Gln

cgg9
Arg

e
Ser

Ser

Lys Val val Ala Thr

20

His Ala Ser Ser

35

Ile Lys Arg Ala

Tyr Arg Val Phe

70

Ser

Asn
55

Lys

gtt
Val

tta
Leu

aag
Lys
425

Tttt
Phe

tat
Tyr

tce
Ser

gct
Ala

Thr

Asp

Arg

40

Lys

Val

40

ttg
Leu

gaa
Glu
410
cee
Pro

tgg
Trp

cct
Pro

tct
Ser

gce
Ala
490

Val

Ala

25

Thr

Val

gaa
Glu
395

gat
Asp

act
Thr

gag
Glu

ttg
Leu

att
Ile
475

cct
Pro

Tyr

10

Tyr

Leu

Val

Leu

380

gac
Asp

acec
Thr

cct
Pro

gtt
val

gga
Gly
460

cgt
Arg

aaa
Lys

Val

val

Ala

Val

Pro
75

tgg
Trp

tat
Tyr

gaa
Glu

aat
Asn
445

cgce

Arg

aca
Thr

cgt
Arg

Pro

Thr

Val

Pro

60

Asp

aac
Asn

agg
Arg

aag
Lys
430

tta

Leu

aag
Lys

ggt
Gly

aag
Lys

Pro

Arg

Gly

45

Lys

Pro

ttt
Phe

tat

Tyr
415

gaa

Glu

aaa
Lys

ttt
Phe

gtt
Val

cgc
Arg
495

Pro

Thr

30

His

val

Asn

999
Gly
400

gtg

Val

aag
Lys

gaa
Glu

ttg
Leu

aag
Lys
480

gcc
Ala

Asn

15

Asn

Pro

Ser

Lys

Pro

Ile

Tyx

Gly

Phe
80

1200

1248

1296

1344

1392

1440

1488

1503



Ala

Trp

Gly

Ser

Met

145

Leu

Gln

Asp

Leu

Cys

225

Phe

Ile

Asn

Lys

305

Trp

Leu

Ala

val

Gly

130

Asp

Gly

Ala

Cly

Gln

210

Lys

Leu

Asn

Lys

Thr

280

Pro

Gly

Pro

Cys

Ser

115

Ser

Tyr

Glu

Gly

Asp

195

Thr

Tyr

Phe

Arg

Gly

275

Pro

Tyr

Asn

Asp

Thr

100

Gly

Gly

Lys

His

Asp

180

Met

Asn

Pro

Phe

Ala

260

Ser

Ser

Trp

Gln

Ser

85

Gly

His

Gly

Gln

Trp

165

Cys

Val

Lys

Asp

Phe

245

Gly

Gly

Gly

Leu

Leu
325
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Ser

Leu

Pro

Asn

Thr

150

Gly

Pro

Asp

Ser

230

Leu

Glu

Asn

Ser

Gln

310

Phe

Leu

Glu

Phe

Pro

135

Gln

Lys

Pro

Asp

215

Leu

Arg

Val

Arg

Leu

295

Lys

val

Phe

val

Leu

120

Gly

Leu

Gly

Leu

Gly

200

Val

Gln

Lys

Gly

280

Val

Ala

Thr

41

Asp

Gly

105

Asn

Gln

Lys

Glu

185

Phe

Pro

Met

Glu

Glu

265

Ser

Ser

Gln

Val

Pro

20

Arg

Lys

Asp

Met

Gln

170

Leu

Gly

Ile

Ala

Gln

250

Pro

Val

Ser

Gly

Val
330

Gly

Asn

val
155

Cys

Ile

Ala

Asp

Ala

235

Met

Val

Gly

Glu

His

315

Asp

Thr

Gln

Asp

Arg

140

Gly

Thr

Met

Ile

220

Asp

Phe

Pro

Ser

Ala

300

Asn

Thr

Gln

Pro

Asp

125

Val

Cys

Asn

Ser

Asn
205

Cys

Pro

Ala

Asp

Ser

285

Gln

Asn

Thr

Arg

Leu

110

val

Asn

Ala

vVal
190

Phe

Gly

Arg

Thr

270

Ile

Leu

Gly

Arg

Leu
95

Gly
Glu
val
Pro
Pro
175

Ile

Rla

Gly
His
255

Leu

Phe

Ile

Ser
335

Val

Val

Asn

Gly

Pro

160

val

Gln

Asp

Bsp

240

Phe

Ile

Val

Asn

Cys
320



10

15

Asn

Ser

Phe

385

Leu

Gln

Pro

Lys

Leu

465

Arg

Lys

<210>5
<211> 1503
<212> ADN

Met

Asp

Ile

370

Ile

Ser

Ser

AsSp

Phe

450

Gln

Pro

Thr

<213> Sintético

<220>
<221> CDS

<222> (1) .. (1503)

<223>

<400> 5

Thr

Tyr

355

Phe

His

Pro

Gln

Pro

435

Ser

Ser

Ala

Lys

Leu

340

Lys

Gln

Thr

Pro

Ala
420

Tyr

Ser

Gly

Val

Arg
500

Cys

Glu

Leu

Met

Pro
405

Ile

Lys

Glu

Tyr

Ser
485

ES 2 634 256 T3

Ala

Tyr

Cys

Asn

390

Asn

Thr

Asn

Leu

Arg

470

Lys

Ser

Met

Ser

375

Pro

Gly

Cys

Leu

Asp

455

Gly

Ala

Val

Arg

360

Tle

Ser

Thr

Gln

Ser

440

Gln

Arg

Ser

345

His

Val

Leu

Lys

425

Phe

Tyr

Ser

Thr

Val

Leu

Leu

Glu

410

Pro

Pro

Ser

Ala
490

Ser

Glu

Ser

Glu

395

Asp

Thr

Glu

Leu

Ile

475

Pro

Ser

Glu

Ala

380

Asp

Pro

Vval

Gly

460

Arg

Lys

365

Glu

Trp

Glu

Asn

445

Arg

Thr

Arg

350

Asp

val

Asn

Lys

430

Leu

Lys

Gly

Lys

Met

Phe

415

Glu

Lys

Phe

Val

495

atg tgg cgc cecc agc gac agce acc gtg tac gtg ccc cec ccc aac ccc
Met Trp Arg Pro Ser Asp Ser Thr Val Tyr Val Pro Pro Pro Asn Pro

1

5

42

10

15

Asn

Gln

Ala

Gly

400

Val

Lys

Glu

Leu

Lys

480

Ala

48



gtg
val

tte
Phe

tte
Phe

tac
Tyr
65

gee
Ala

tgg
Trp

ggc
Gly

tce
Ser

atg
Met
145

ctyg

Leu

cag
Gln

gac
Asp

ctg
Leu

tgt
Cys
225

agg

tte
Phe

tee
Ser

tac

Tyr

ttc
Phe
50

cag
Gln

ctyg
Leu

gece
Ala

gtg
Val

gg99
Gly
130

gac
Asp

tgc
Cys

gce
Ala

ggc
Gly

cag
Gln
210

aag
Lys

'ctg

Leu

aac
Asn

aag
Lys

cac
His
35

atc
Ile

tac

Tyr

cece
Pro

tgce
Cys

agc
Ser
115

agc
Ser

tac

Tyx

gag
Glu

ggc
Gly

gac
Asp
195

acc

Thr

tac
Tyr

ttc
Phe

agg
Arg

gtg
Val
20

gce
Ala

aag
Lys

agg

gac
Asp

acc
Thr
100

ggc
Gly

ggc
Gly

aag
Lys

cac
His

gac
Asp
180

atg
Met

aac
Asn

ccce
Pro

ttc
Phe

gcc
Ala

gtg
Val

agc
Ser

cgc
Arg

gtg
Val

tce
Ser
85

ggc
Gly

cac
His

ggc
Gly

cag
Gln

tag
Trp
165

tgc
Cys

gtg
val

aag
Lys

gac
Asp

ttc
Phe
245

ggc
CGly

gec
Ala

agc
Ser

gcc
Ala

ttc
Phe
70

tece

Ser

ctg
Leu

ccc
Pro

aac
Asn
acc

150

ggc
Gly

ccc
Pro

gac
Asp

teg
Ser

tac

Tyr
230

ctg

Leu

gag
Glu
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acc
Thr

tcec
Ser

aac
Asn
55

aag
Lys

ctg
Leu

gag
Glu

ttc
Phe

cee
Pro
135

cag
Gln

aag
Lys

cce
Pro

acc
Thr

gac
Asp
215

ctg
Leu

cge
Arg

gtg
Val

gac
Asp

agg
Arg
40

aag
Lys

gtg
val

tte
Phe

gtg
Val

ctg
Leu
120

ggc
Gly

ctg
Leu

ggc
Gly

ctg
Leu

ggc
Gly
200

gtg
Val

cag
Gln

aag
Lys

gg9
Gly

gcc
Ala
25

ctg
Leu

acc
Thr

gtg
val

gac
Asp

ggce
Gly
105

aac

Asn

cag
Gln

tge
Cys

aag
Lys

gag
Glu
185

tte
Phe

cce
Pro

atg
Met

gag
Glu

gag
Glu

43

tac

ctg
Leu

gtg
Val

ctg
Leu

ccc
Pro
90

agg
Arg

aag
Lys

gac
Asp

atg
Met

cag
Gln
170

ctg
Leu

ggc
Gly

atec
Ile

gce
Ala

cag
Gln
250

ccc
Pro

gtg
val

gece
Ala

gtg
Val

cce
Pro
75

acc
Thr

ggc
Gly

tac

Tyr

aac
Asn

gtg
Val
155

tgt
Cys

atc
Ile

gcce
Ala

gac
Asp

gce
Ala
235

atg
Met

gtg
Val

acc
Thr

gtg
Val

ccc
Pro
60

gac
Asp

acc
Thr

cag
Gln

gac
Asp

agg
Arg
140

gge
Gly

acc
Thr

acc
Thr

atg
Met

atc
Ile
220

gac

Asp

tte
Phe

ccce
Pro

cgc
Arg

ggc
Gly
45

aag
Lys

cce
Pro

cag
Gln

cecce
Pro

gac
Asp
125

gtg
val

tgt
Cys

aac
Asn

agc
Ser

aac
Asn
205

tgt
Cys

cce
Pro

gce
Ala

gac
Asp

acc
Thr
30

cac
His

gtg
val

aac
Asn

cge
Arg

ctg
Leu
110

gtg
Val

aac
Asn

gce
Ala

acc
Thr

gtg
Val
190

tte
Phe

ggc
Gly

tac
Tyx

agg

acc
Thr

aac
Asn

ccce
Pro

toa
Ser

aag
Lys

ctg
Leu
95

ggce
Gly

gag
Glu

gtg
Val

ccc
Pro

ccc
Pro
175

atc
Ile

gcec
Ala

acc
Thr

ggc
Gly

cac
His
255

ctg
Leu

atc
Ile

tac

Tyxr

ggc
Gly

tte
Phe
BO

gtg
Val

gtg
Val

aac
Asn

ggc
Gly

cce
Pro
160

gtg
Val

cag
Gln

gac
Asp

acc
Thr

gac
Asp
240

tte
Phe

atc
Ile

96

144

192

240

288

336

384

432

480

528

576

624

672

720

768

816



atc
Ile

aac
Asn

aag
Lys
305

tag
Trp

aac
Asn

tce
Ser

tte
Phe
tac
385
ctg

Leu

cag
Gln

ccc
Pro

aag
Lys

ctg
Leu
465

cgc

Arg

aag
Lys

aag
Lys

acc
Thr
250

cce
Pro

ggc
Gly

atg
Met

gac
Asp

atc
Ile
370

atc

Ile

tce
Ser

tce

Ser

gac
Asp

tte
Phe
450

cag
Gln

cce
Pro

acc
Thr

ggc
Gly
275

ccce
Pro

tac

Tyr

aac
Asn

acc
Thr

tac

Tyr
355

tte
Phe

cac
His

ccc
Pro

cag
Gln

cee
Pro
435

tco

Ser

agc
Ser

gce
Ala

aag
Lys

260

agc
Ser

agc
Ser

tgg
Trp

cag
Gln

ctg
Leu
340

aag
Lys

cag
Gln

acc
Thx

cce
Pro

gcec
Ala
420

tac
Tyr

age
Ser

ggc
Gly

gtg
val

agg
Arg
500

ggc
Gly

ggc
Gly

ctg
Leu

ctg
Leu
325

tgt
Cys

gag
Glu

ctg
Leu

atg
Met

cce
Pro
405

atc
Ile

aag
Lys

gag
Glu

tac

tec
Serx
485

taa

aac
Asn

tca
Ser

cag
Gln
310

tte
Phe

gce
Ala

tac

Tyr

tgt
Cys

aac
Asn
330

aac
Asn

acc
Thr

aac
Asn

ctyg
Leu

agg
Arg
470

aag
Lys
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cgc
Arg

ctg
Leu
295

aag
Lys

gtg
Val

tcc
Ser

atg
Met

age
Ser
375

ccc

Pro

ggc
Gly

tgt
Ccys

ctg
Leu

gac
Asp
455

ggc

acc
Thr
280

gtg
Val

gce
Ala

acc
Thr

gtg
Val

cge
Arg
360

atc

Ile

tee
Ser

acc
Thr

cag
Gln

agc
Ser
440

cag
Gln

cgc

Gly Arg

gce
Ala

tce
Ser

265

tce
Ser

tee
Ser

cag
Gln

gtg
Val

acc
Thr
345

cac

His

acc
Thr

gtg
Val

ctg
Leu

aag
Lys
425

tte
Phe

tac
Tyr

tce
Ser

gce
Ala

44

gtg
Val

teoe
Ser

ggc
Gly

gtg
Val
330

acc
Thr

gtg
Val

ctg
Leu

ctg
Leu

gag
Glu
410

cce
Pro

tgg
Trp

cee
Pro

tce
Ser

gcc
Ala
490

999
Gly

gag
Glu

cac
His
315

gac
Asp

tce
Ser

gag
Glu

tce
Ser

gag
Glu
395

gac
Asp

acc
Thr

gag
Glu

ctg
Leu

atc
Ile
475

cce
Pro

agc
Ser

gece
Ala
300

aac
Asn

acc
Thr

tece
Ser

gag
Glu

gcc
Ala
380

gac
Asp

acc
Thr

cce
Pro

gtg
Val

ggc
Gly
460

cgc

Arg

aag
Lys

age
Ser
285

cag
Gln

aac
Asn

acc
Thr

acc
Thx

tac

Tyr
365

gag
Glu

tgg
Trp

tac
Tyr

gag
Glu

aac
Asn
445

cgce
Arg

acc
Thr

cgc

270

atc
Ile

ctg
Leu

ggc
Gly

cge
Arg

tac

Tyr
350

gac
Asp

gtg
val

aac
Asn

agg
Arg

aag
Lys
430

ctg
Leu

aag
Lys

ggc
Gly

aag
Lys

tac

ttc
Phe

atc
Ile

agc
Ser
335

acc
Thr

ctg
Leu

atg
Met

tte
Phe

tac

Tyr
415

gag
Glu

aag
Lys

tte
Phe

gtg
Val

cgc
Arg
495

gtg
val

aac
Asn

tgt

Cys
320

acc
Thr

aac
Asn

cag
Gln

gce
Ala

gg99
Gly
400

gtg
Val

aag
Lys

gag
Glu

ctg
Leu

aag
Lys
480

gcc
Ala

864

912

960

1008

1056

1104

1152

1200

1248

1296

1344

1392

1440

1488

1503



<210>6

<211> 500
<212> PRT
<213> Sintético

<400> 6

Met

1

Val

Phe

Phe

Tyr

65

Ala

Trp

cly

Ser

Met

145

Leu

Gln

Leu

Trp

Ser

Tyr

Phe

50

Gln

Leu

Ala

val

Gly

130

Asp

Cys

Ala

Gly

Gln
210

Arg

Lys

His

35

Ile

Tyr

Pro

Cys

Ser

115

Ser

Tyx

Glu

Gly

Asp

195

Thr

Pro

Val

20

Ala

Lys

Arg

Asp

Thr

100

Gly

Gly

Lys

His

Asp

180

Met

Asn

Ser

Val

Ser

Arg

Val

Ser

85

Gly

His

Gly

Gln

Trp

165

Cys

Val

Lys

ES 2 634 256 T3

Asp

Ala

Ser

Ala

Phe

70

Ser

Leu

Pro

Asn

Thr

150

Gly

Pro

Asp

Ser

Ser

Thr

Ser

Asn

55

Lys

Leu

Glu

Phe

Pro

135

Gln

Lys

Pro

Thr

Asp
215

Thr

Asp

Arg

40

Lys

val

Phe

val

Leu

120

Gly

Leu

Gly

Leu

Gly

200

Val

45

val

Ala

25

Leu

Thr

Val

Asp

Gly

105

Asn

Gln

Cys

Lys

Glu

185

Phe

Pro

Tyr

10

Tyr

Leu

Val

Leu

Pro

90

Arg

Lys

Asp

Met

Gln

170

Leu

Gly

Ile

val

val

Ala

val

Pro

75

Thr

Gly

Tyr

Asn

Val
155

Cys

Ile

Ala

Asp

Pro

Thr

Val

Pro

60

Asp

Thr

Gln

Asp

Axrg

140

Gly

Thr

Thr

Met

Ile
220

Pro

Arg

Gly

45

Lys

Pro

Gln

Pro

Asp

125

Val

Cys

Asn

sSer

Asn
205

Cys

Pro

Thr

30

His

val

Asn

Arg

Leu

110

val

Asn

Ala

Thr

val

190

Phe

Gly

Asn

15

Asn

Pro

Ser

Lys

Leu

95

Gly

Glu

Val

Pro

Pro

175

Ile

Ala

Thr

Pro

Ile

Tyx

Gly

Phe

80

Val

Val

Agn

Gly

Pro

160

Val

Gln

Asp

Thr



Cys

225

Arg

Phe

Ile

Asn

Lys

305

Trp

Ser

Phe

Tyx

385

Leu

Gln

Pro

Lys

Lys

Leu

Asn

Lys

Thr

290

Pro

Gly

Met

Asp

Ile

370

Ile

Ser

Ser

Asp

Phe
450

Phe

Arg

Gly

275

Pro

Asn

Thr

Tyr

355

Phe

His

Pro

Gln

Pro

435

Ser

Pro

Phe

Ala

260

Ser

Ser

Trp

Gln

Leu

340

Lys

Gln

Thr

Pro

Ala
420

Tyr

Ser

Asp
Phe
245
Gly
Gly
CGly
Leu
Leu
325
Cys
Glu
Leu
Met
Pro
405
Ile

Lys

Glu

ES 2 634 256 T3

Tyr

230

Leu

Glu

Asn

Ser

Gln

310

Phe

Ala

Cys

Asn

390

Asn

Thr

Asn

Leu

Leu

Arg

val

Arg

Leu

295

Lys

val

Ser

Met

Ser

375

Pro

Gly

Leu

Asp
455

Gln

Lys

Gly

Thr

280

Val

Ala

Thr

Val

Arg

360

Ile

Ser

Thr

Gln

Ser

440

Gln

46

Met

Glu

Glu

265

Ser

Ser

Gln

val

Thr

345

His

Thr

Val

Leu

Lys

425

Phe

Tyr

Ala

Gln

250

Pro

val

Ser

Gly

val

330

Thr

Val

Leu

Leu

Glu

410

Pro

Trp

Pro

Ala

235

Met

Val

Gly

Glu

His

315

Asp

Ser

Glu

Ser

Glu

395

Asp

Thr

Glu

Leu

Asp

Phe

Pro

Ser

Ala

300

Asn

Thr

Ser

Glu

Ala

380

Asp

Thr

Pro

Val

Pro

Ala

Asp

Ser

285

Gln

Asn

Thr

Thr

Tyr

365

Glu

Tyr

Glu

Asn
445

Gly Arg

460

Tyr

Arg

Thr

270

Ile

Leu

Gly

Arg

Tyx

350

Asp

val

Asn

Arg

Lys

430

Leu

Lys

Gly

His

255

Leu

Phe

Ile

Ser

335

Thr

Leu

Met

Phe

TyE
415

Glu

Lys

Phe

Asp

240

Phe

Ile

Val

Asn

Cys

320

Thr

Asn

Gln

Ala

Gly

400

Val

Lys

Glu

Leu
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Leu Gln Ser Gly Tyr Arg Gly Arg Ser Ser Ile Arg Thr Gly Val Lys

465

Arg Pro Ala Val

Lys Thr Lys Arg

<210>7
<211> 1404
<212> ADN
<213> Sintético

<220>
<221> CDS
<2225 (1) .. (1404)
<223>

<400> 7

atg tgg cgg
Met Trp Arg
1

gta tcc aaa
Val Ser Lys

ttt tat cat
Phe Tyr His
35

ttt tcc ata
Phe Ser Ile
50

tat caa tac

Tyr Gln Tyr
65

gca ttg cct
Ala Leu Pro

tgg gca tgc
Trp Ala Cys

ggt gta agt
Gly Val Ser
115

tca ggg agt
Ser Gly Ser
130

atg gat tat
Met Asp Tyr

cct
Pro

gtt
Val
20

gcc
Ala

aaa
Lys

agg
Arg

gac
Asp

aca
Thr
100

gga
Gly

ggt
Gly

aaa
Lys

500

agc
Ser

gtt
Val

agc
Ser

cgg
Arg

gta
Val

tcg
Ser
85

ggc
Gly

cat
His

ggt
Gly

caa
Gln

Ser Lys Ala Ser Ala Ala Pro Lys Arg Lys Arg Ala

485

gac
Asp

gce
Ala

agt
Ser

gct
Ala

ttt
Phe
70

tct

Ser

cta
Leu

cct
Pro

aac
Asn

aca
Thr

470

agc
Ser

acg
Thr

tct
Ser

aac
Asn
55

aag
Lys

ctt
Leu

gag
Glu

ttec
Phe

cct
Pro
135

caa
Gln

aca
Thr

gat
Asp

aga
Arg
40

aaa
Lys

gtg
Val

ttc
Phe

gtg
vVal

cta
Leu
120

gga
Gly

tta
Leu

gta
Val

gct
Ala
25

ctt
Leu

act
Thr

gtg
Val

gat
Asp

ggc
Gly
105

aat
Asn

cag
Gln

tgc
Cys

47

490

tat gtg
Tyr Val
10

tat gtt
Tyr Val

ctt gca
Leu Ala

gtt gtg
val Val

tta cca
Leu Pro
75

cce aca
Pro Thr
a0

agg gga
Arg Gly

aaa tat
Lys Tyr

gat aac
Asp Asn

atg gtt
Met Val

475

cct cct
Pro Pro

act cgc
Thr Arg

gtg gga
Val Gly
45

cca aag
Pro Lys
60

gat cct
Asp Pro

aca caa
Thr Gln

cag cca
Gln Pro

gat gat
Asp Asp
125

agg gtt
Arg Val
140

gga tgt
Gly Cys

éckt
Pro

acc
Thr
30

cat
His

gtg
Val

aac
Asn

cgt
Arg

tta
Leu
110

gtt
Val

aat
Asn

gecc
Ala

aac
Asn
15

aac
Asn

cct
Pro

tca
Ser

aaa
Lys

tta
Leu
95

ggt
Gly

gaa
Glu

gta
Val

falnls:
Pro

495

cct
Pro

ata
Ile

tat
Tyr

gga
Gly

ttt
Phe
80

gta
Val

gtg
Val

aat
Asn

ggt

Gly

cct
Pro

4B0

48

96

144

192

240

288

336

384

432

480



145

ttg
Leu

cag
Gln

gat
Asp

ttg
Leu

tgt

Cys
225

aga

tEE
Phe

att
Ile

aac
Asn

aag
Lys
305

tgg
Trp

aac
Asn

tet
Ser

4 o o
Phe

tat
Tyr
385

ggc
Gly

gct
Ala

ggc
Gly

cag
Gln
210

aaa
Lys

tta
Leu

aac
Asn

aag
Lys

acc
Thr
290

ceca
Pro

ggt
Gly

atg
Met

gat
Asp

att
Ile
370

att
Ile

gag
Glu

ggt
Gly

gat
Asp
1985
acc
Thr

tat
Tyr

£EE
Phe

agg
Arg

ggt
Gly
275
ccg
Pro

tat
Tyr

aat
Asn

aca

tat
355
ttt
Phe

cac
His

cat
His

gac
Asp
180

atg
Met

aat
Asn

cca
Pro

ttt
Phe

gct
Ala
260

agt
Ser

agc
Ser

tgg
Trp

caa
Gln

tta
Leu
340

aaa

Lys

caa
Gln

aca
Thr

tgg
165

tgc
Cys

gtt
Val

aaa
Lys

gat
Asp

Ett
Phe
245

ggc
Gly

gga
Gly

ggc
Gly

cta
Leu

ctg
Leu
325

tgt
Cys

gag
Glu

tta
Leu

atg
Met

150

ggt
Gly

ccg
Pro

gac
Asp

tca
Ser
tat
230

cta
Leu

gag
Glu

aat
Asn

tct
Ser

caa
Gln
310

£ttt
Phe

gca
Ala

tac

tgt
Cys

aat
Asn
390
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aaa
Lys

ccc
Pro

aca
Thr

gat
Asp
215

tta
Leu

cgg

gtg
Val

cgc
Arg

ttg
Leu
295

aaa
Lys

gtt
Val

tcc
Ser

atg
Met

agc
Ser
375

cce
Pro

ggt
Gly

tta
Leu

ggc
Gly
200

gtt
val

caa
Gln

aag
Lys

999
Gly

acg
Thr
280

gtg
Val

gce
Ala

act

gta
Val
cgt
360
att

Ile

tct
Ser

aaa
Lys

gaa
Glu
185

Ett
Phe

cot
Pro

atg
Met

gaa
Glu

gaa
Glu
265

tct

Ser

tcec
Ser

cag
Gln

gtg
Val

act
Thr
345

cat
His

aca
Thr

gtt
val

48

cag
Gln
170

ctt
Leu

ggt
Gly

att
Ile

gct
Ala

caa
Gln
250

cct
Pro

gta
Val

tct
Ser

gga
Gly

gta
Val
330

aca

Thr

gtg
Val

ttg
Leu

ttg
Leu

155

tat
Cys

att
Ile

gct
Ala

gac
Asp

gca
Ala
235

atg
Met

gtg
Val

999
Gly

gag
Glu

cat
His
315

gat
Asp

tct
Ser

gaa
Glu

tet
Ser

gaa
Glu
395

act
Thr

acc
Thr

atg
Met

ata
Ile
220

gac
Asp

) 5k 5% o
Phe

cct
Pro

agt
Ser

gca
Ala
300

aac
Asn

acc
Thr

Lo
Ser

gag
Glu

get
Ala
380

gac
Asp

aat
Asn

agt
Ser

aat
Asn
205

tgt
Cys

cca
Pro

gce
Ala

gat
Asp

agt
Ser
285

caa
Gln

aat
Asn

aca
Thr

aca
Thr

tat

Tyr
365

gaa

Glu

tgyg
Trp

aca
Thr

gtt
Val
190

ettt
Phe

ggce
Gly

tat
Tyr

aga
Arg

aca
Thr
270

ata
Ile

ttg
Leu

ggt
Gly

cge
Arg

tac

Tyr
350

gat
Asp

gta
Val

aac
Asn

cct
Pro
175

ata
Ile

gct
Ala

act
Thr

ggt
Gly

cat
His
255

ctt
Leu

tat
Tyr

ttt
Phe

att
Ile

agt
Ser
335

acc

Thr

tta
Leu

atg
Met

ttt
Phe

160

gta
Val

cag
Gln

gat
Asp

aca
Thx

gat
Asp
240

ttt
Phe

ata
Ile

gtt
val

aat
Asn

tgt
Cys
320

ace
Thr

aat
Asn

caa
Gln

gee
Ala

gg9g9
Gly
400

528

576

624

672

720

768

816

864

912

960

1008

1056

1104

1152

1200



tta tecg
Leu Ser

cag tca
Gln Ser

cca gat
Pro Asp

aag ttt
Lys Phe
450

tta caa
Leu Gln
465

<210>8
<211> 467
<212> PRT

cct
Pro

cag
Gln

cce
Pro
435

tct

Ser

agt
Ser

<213> Sintético

<400> 8
Met
1
val

Phe

Phe

Tyr
65

Ala

Trp

Gly

Ser

Trp

Ser

Tyr

Ser

50

Gln

Leu

Ala

Val

Gly
130

ccce
Pro

gcc
Ala
420

tat

agt

Ser

taa

Arg

Lys

His

35

Tle

Tyr

Pro

Cys

Ser

115

Ser

cca
Pro
405

att
Ile

aag
Lys

gaa
Glu

Pro

val

20

Ala

Lys

Asp

Thr

100

Gly

Gly

aat
Asn

acc
Thr

aac
Asn

ttg
Leu

Ser

vVal

Ser

Arg

Val

Ser

85

Gly

His

Gly
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ggt
Gly

tgt
Cys

ctt
Leu

gat
Asp
455

Asp

Ser

Ala

Phe

70

Ser

Leu

Pro

Asn

aca
Thr

caa
Gln

agt
Ser
440

cag
Gln

Ser

Thr

Ser

Asn

55

Lys

Leu

Glu

Phe

Pro
135

tta gaa
Leu Glu
410

aag ccc
Lys Pro
425

ttt tgg
Phe Trp

tat cct
Tyr Pro

Thr Val Tyr

Asp Ala
25

Arg Leu
40

Lys Thr

Val Val

Phe Asp

Val Gly
105

Leu Asn
120

Gly Gln

49

gat
Asp

act

gag
Glu

ttg
Leu

10

Tyr

Leu

val

Leu

Pro

S0

Arg

Lys

Asp

acc
Thr

cct
Pro

gtt
Val

gga
Gly
460

Val

Val

Ala

val

Pro

75

Thr

Gly

Asn

tat
Tyr

gaa
Glu

aat
Asn
445

cgc
Arg

Pro

Thr

Val

Pro

60

Asp

Thr

Gln

Asp

Arg
140

agg
Arg

aag
Lys
430

tta

Leu

aag
Lys

Pro

Gly

45

Lys

Pro

Gln

Pro

Asp
125

val

tat
415
gaa

Glu

aaa
Lys

tte
Phe

Pro

His

val

Asn

Arg

Leu

110

vVal

Asn

gtg
Val

aag .

Lys

gaa
Glu

ttg
Leu

Asn

15

Asn

Pro

Ser

Lys

Leu

95

Gly

Glu

Val

Pro

Ile

Tyr

Gly

Phe

80

val

Val

Asn

Gly

1248

1296

1344

1392

1404



Met

145

Leu

Gln

Asp

Leu

Cys

225

Phe

Ile

Lys

305

Trp

Asn

Ser

Phe

Asp

Gly

Ala

Gly

Gln

210

Lys

Leu

Asn

Lys

290

Pro

Gly

Met

Ile
370

Glu

Gly

Asp

195

Thr

Tyr

Phe

Arg

Gly

275

Pro

Tyxr

Asm

Thr

Tyr
355

Phe

Lys

His

Asp

180

Met

Asn

Pro

Phe

Ala

260

Ser

Ser

Trp

Gln

Leu

340

Lys

Gln

Gln

Trp

165

Cys

val

Lys

Asp

Phe

245

Gly

Gly

Gly

Leu

Leu
325

Cys

Glu

Leu

ES 2 634 256 T3

Thr

150

Gly

Pro

Asp

Ser

Tyxr

230

Leu

Glu

Asn

Ser

Gln

310

Phe

Ala

Tyr

Cys

Gln

Lys

Pro

Asp

215

Leu

Arg

Val

Arg

Leu

295

Lys

Val

Ser

Met

Ser
375

Leu

Gly

Leu

Gly

200

val

Gln

Lys

Gly

Thr

280

Val

Ala

Thr

Val

Arg

360

Ile

50

Cys

Lys

Glu

185

Phe

Pro

Met

Glu

Glu

265

Ser

Ser

Gln

val

Thr

345

His

Thr

Met

Gln

170

Leu

Gly

Ile

Ala

Gln

250

Pro

val

Ser

Gly

Val

330

Thr

Val

Leu

val

1556

Cys

Ile

Ala

Asp

Ala

235

Met

Val

Gly

Glu

His

315

Asp

Ser

Glu

Ser

Gly

Thr

Met

Ile

220

Asp

Phe

Pro

Ser

Ala

300

Asn

Thr

Ser

Glu

Ala
380

Cys

Asn

Ser

Asmn

205

Pro

Ala

Asp

Ser

285

Gln

Asn

Thr

Thr

Tyr
365

Glu

Ala

Thr

Val

Pro

Pro
175

Ile

190

Phe

Gly

Tyr

Arg

Thr

270

Ile

Leu

Gly

Arg

Tyr

350

Asp

val

Ala

Thr

Gly

His

255

Leu

Phe

Ile

Ser

335

Thr

Leu

Met

Pro

160

Val

Gln

Asp

Thr

Asp

240

Phe

Ile

val

Asn

Cys

320

Thr

Asn

Gln

Ala
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<210>9

385

Leu

Gln

Pro

Lys

Leu
465

<211> 1404
<212> ADN
<213> Sintético

<220>

<221> CDS
<2225 (1) .. (1404)

<223>

<400> 9

atg
Met
1

gtg
Val

tte
Phe

tte
Phe

tac

Tyr
65

gcc

Ala

tgg
Trp

tgg
Trp

tee
Ser

tac
Tyr

teg
Phe
50

cag
Gln

ctg
Leu

gcc
Ala

Ile

Ser

Ser

Asp

Phe
450

Gln

cge
Arg

aag
Lys

cac
His
35

atc

Ile

tac
Tyxr

cce
Pro

tgc
Cys

His

Pro

Gln

Pro
435

Ser

Ser

ccc
Pro

gtg
val
20

gce

Ala

aag
Lys

agg
Arg

gac
Asp

acc
Thr

Thr

Pro

Ala
420

Tyx

Ser

agc
Ser

gtg
Val

agc
Ser

cge
Arg

gtg
Val

toe
Ser
85

ggc
Gly

Met

Pro
405

Ile

Lys

Glu

gac
Asp

gecc
Ala

agc
Ser

gce
Ala

ttc
Phe
70

tce
ser

ctg
Leu

ES 2 634 256 T3

Asn
390

Asn

Thr

Asn

Leu

agc
Ser

acc
Thr

tce
Ser

aac
Asn
55

aag

Lys

ctg
Leu

gag
Glu

Pro

Gly

Cys

Leu

Asp
455

acc
Thr

gac
Asp

agg
Arg
40

aag

Lys

gtg
Val

tte
Phe

gtg
Val

Ser

Thr

Gln

Ser
440

Gln

gtg
Val

gecc
Ala
25

ctg
Leu

acc
Thr

gty
Val

gac
Asp

ggc
Gly

51

val

Leu

Lys
425

Phe

tac
Tyr
10

tac
Tyr

ctg
Leu

gtg
Val

ctg
Leu

cce
Pro
S0

agg
Arg

Leu

Glu
410

Pro

Trp

Pro

gtg
val

gtg
Val

gcc
Ala

gtg
Val

cce
Pro
75

acc

Thr

ggc
Gly

Glu
385

Asp

Thr

Glu

Leu

ccc
Pro

acc
Thr

gtg
Val

ccc
Pro
60

gac

Asp

acc
Thr

cag
Gln

Asp

Thr

Pro

val

Gly
460

cce
Pro

cgc
Arg

ggc
Gly
45

aag

Lys

cccC
Pro

cag
Gln

ccc
Pro

Trp

Tyx

Glu

Asn
445

Arg

cce
Pro

ace
Thr
30

cac

His

gtg
Val

aac
Asn

cgc
Arg

ctg
Leu

Asn

Arg

Lys
430

Leu

Lys

aac
Asn
15

aac
Asn

cce
Pro

tce
Ser

aag
Lys

ctg
Leu
95

ggc
Gly

Phe

Tyr
415

Glu

Lys

Phe

ccc
Pro

atc
Ile

tac
Tyr

ggc
Gly

tte
Phe
80

gtg
Val

gtg
Val

Gly

400

Val

Lys

Glu

Leu

48

96

144

192

240

288

336



ggc
Gly

tee
Ser

atg
Met
145

ctg
Leu

cag
Gln

gac
Asp

ctg
Leu

tgt

Cys
225

agg

ttc
Phe

atc
Ile

aac
Asn

aag
Lys
305

Trp

aac
Asn

gtg
Val

999
Gly
130

gac
Asp

tgc
Cys

gce
Ala

ggc
Gly

cag
Gln
210

aag
Lys

ctg
Leu

aac
Asn

aag
Lys

acc
Thr
290

ccc

Pro

ggc
Gly

atg
Met

agc
Ser
115
agc
Ser

tac

gag
Glu

ggc
Gly

gac
Asp
195
acc
Thr

tac

tte
Phe

agg

ggc
Gly
275

ccc
Pro

tac
Tyxr

aac
Asn

acc

100

ggc
Gly

ggc
Gly

aag
Lys

cac
His

gac
Asp
180

atg
Met

aac
Asn

ccc
Pro

ttc
Phe

gce
Ala
260

agc
Ser

agc
Ser

tgg
Trp

cag
Gln

ctg
Leu
340

cac
His

gge
Gly

cag
Gln

tgg
165

tge
Cys

gtg
val

aag
Lys

gac
Asp

Ete
Phe
245

ggc
Gly

agc
Gly

ggc
Gly

ctg
Leu

ctg
Leu
325

tgt
Cys

gec
Pro

aac
Asn

acc
Thr
150

gge
Gly

ccc
Pro

gac
Asp

tece
Ser

tac
Tyxr
230

ctg
Leu

gag
Glu

aac
Asn

tee
Ser

cag
Gln
310

tte
Phe

gce
Ala

ES 2 634 256 T3

tte
Phe

cee
Pro
135

cag
Gln

aag
Lys

ccc
Pro

acc
Thr

gac
Asp
b B

ctg
Leu

cgc
Arg

gtg
Val

cge
Arg

ctg
Leu
295

aag

Lys

gtg
Val

tece
Ser

ctg
Leu
120

ggc
Gly

ctyg
Leu

ggc
Gly

ctg
Leu

ggce
Gly
200

gtg
Val

cag
Gln

aag
Lys

g99g
Gly

acc
Thr

280

gtg
Val

gcc
Ala

acc
Thr

gtg
Val

105

aac
Asn

cag
Gln

tge
Cys

aag
Lys

gag
Glu
185

tte
Phe

cece
Pro

atg
Met

gag
Glu

gag
Glu
265

tece

Ser

tee
Ser

cag
Gln

gtg
Val

acc
Thr
345

52

aag
Lys

gac
Asp

atg
Met

cag
Gln
170

ctg
Leu

ggc
Gly

atc
Ile

gcc
Ala

cag
Gln
250

cce
Pro

gtg
Val

tecc
Ser

gge
Gly

gtg
val
330

ace
Thr

tac
Tyr

aac
Asn

gtg
Val
155

tgt
Cys

atc
Ile

gece
Ala

gac
Asp

gecc
Ala
235

atg
Met

gtg
Val

999
Gly

gag
Glu

cac
His
315

gac

Asp

tece
Ser

gac
Asp

agg
Arg
140

ggc
Gly

ace
Thr

acc
Thr

atg
Met

atc
Ile
220

gac
Asp

tte
Phe

cce
Pro

age
Ser

gce
Ala
300

aac

Asn

acc
Thr

tcc
Ser

gac
Asp
125

gtg
Val

tgt
Cys

aac
Asn

agc
Ser

aac
Asn
205

tgt
Cys

cce
Pro

gcc
Ala

gac
Asp

agce
Ser
285

cag
Gln

aac
Asn

acc
Thr

acc

110

gtg
Val

aac
Asn

gce
Ala

acc
Thx

gtg
Val
190
ttc
Phe

ggc
Gly

tac

agg
Arg

acc
Thr
270
atc
Ile

ctg
Leu

ggc
aly

cgc

tac

350

gag
Glu

gtg
val

cecc
Pro

ccc
Pro
175

atc
Ile

gcc
Ala

acc
Thr

ggc
Gly

cac
His
255

ctg
Leu

tac

Tyr

tte
Phe

atc
Ile

agc
Ser
335

acc
Thr

aac
Asn

ggc
Gly

cce
Pro
160

gtg
Val

cag
Gln

gac
Asp

acc
Thr

gac
Asp
240

tte
Phe

atc
Ile

gtg
Val

aac
Asn

tgt
Cys
320

acc

Thr

aac
Asn

384

432

480

528

576

624

672

720

768

816

864

912

960

1008

1056



tcc gac
Ser Asp

ttec atc
Phe Ile
370

tac atc

Tyr Ile
385

ctg tcc
Leu Serx

cag tcc
Gln Ser

cce gac
Pro Asp

aag ttc
Lys Phe
450

ctg cag
Leu Gln
465

<210> 10
<211> 467
<212> PRT

tac

Tyr
355

ttc
Phe

cac
His

cce
Pro

cag
Gln

ccc
Pro
435

tcc

Ser

agc
Ser

<213> Sintético

<400> 10

Met
1

Val

Phe

Phe

Tyr
65

Ala

Trp

Ser

Tyxr

Phe

50

Gln

Leu

aag
Lys

cag
Gln

acc
Thr

cec
Pro

gcc
Ala
420

tac

agc

Ser

taa

Lys

His

35

Ile

Ty

Pro

gag
Glu

ctg
Leu

atg
Met

ccc
Pro
405

atc

Ile

aag
Lys

gag
Glu

Pro

val

20

Ala

Lys

Axrg

Asp

tac

tgt
Cys

aac
Asn
390

aac

Asn

acc
Thr

aac
Asn

ctg
Leu

Ser

Val

Ser

Arg

Val

Ser
85
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atg
Met

agc
Sexr
375

cee
Pro

ggc
Gly

tgt
Cys

ctg
Leu

gac
Asp
455

Asp

Ala

Ser

Ala

Phe

70

Ser

cgce
360
atc

Ile

tcc
Ser

acc

cag
Gln

agc
Ser
440

cag
Gln

Ser

Thr

Ser

Asn

55

Lys

Leu

cac
His

acc
Thr

gtg
Val

ctg
Leu

aag
Lys
425

ttce
Phe

tac
Tyr

Thr

Asp

Arg

40

Lys

val

Phe

53

gtg
Val

ctg
Leu

ctg
Leu

gag
Glu
410

ccc

Pro

tgg
Trp

ccc
Pro

Val

Ala

25

Leu

Thr

Val

Asp

gag
Glu

tcc
Ser

gag
Glu
395

gac

Asp

acc
Thr

gag
Glu

ctg
Leu

Tyr

10

Tyr

Leu

Val

Leu

Pro
90

gag
Glu

gce
Ala
380

gac

Asp

acc
Thr

ccc
Pro

gtg
Val

ggc
Gly
460

Vval

Val

Ala

vVal

Pro

75

Thr

tac

365
gag
Glu

tgg
Trp

tac

gag
Glu

aac
Asn
445

cge
Arg

Pro

Thr

Val

Pro

60

Asp

Thr

gac
Asp

gtg
vVal

aac
Asn

agg
Arg

aag
Lys
430

ctg
Leu

aag
Lys

Pro

Arg

Gly

45

Lys

Pro

Gln

ctg
Leu

atg
Met

tte
Phe

tac

Tyr
415

gag
Glu

aag
Lys

tte
Phe

Pro

Thr

30

His

Val

Asn

Arg

cag
Gln

gcc
Ala

999
Gly
400

gtg
val

aag
Lys

gag
Glu

ctg
Leu

Asn

i 53

Asn

Pro

Ser

Lys

Leu
95

Pro

Ile

Tyr

Phe
80

vVal

1104

1152

1200

1248

1296

1344

1392

1404



Trp

Gly

Ser

Met

145

Leu

Gln

Asp

Leu

Cys
225

Arg

Phe

Ile

Lys
305

Trp

Ala

val

Gly

130

Asp

Cys

Ala

Gly

Gln

210

Lys

Leu

Asn

Lys

Thr

290

Pro

Gly

Cys

Ser

115

Ser

Tyr

Glu

Gly

Asp

195

Thr

Tyr

Phe

Arg

Gly

275

Pro

Asn

Thr

100

Gly

Gly

Lys

Asp

180

Met

Asn

Pro

Phe

Ala

260

Ser

Ser

Trp

Gln

Gly

His

Gly

Gln

Trp

165

Cys

Val

Lys

Asp

Phe

245

Gly

Gly

Gly

Leu

Leu
325

ES 2 634 256 T3

Leu

Pro

Asn

Thr

150

Gly

Pro

Asp

Ser

230

Leu

Glu

Asn

Ser

Gln

310

Phe

Glu

Phe

Pro

135

Gln

Lys

Pro

Thr

Asp

215

Leu

Arg

Val

Arg

Leu

295

Lys

Val

val

Leu

120

Gly

Leu

Gly

Leu

Gly

200

val

Gln

Lys

Gly

Thr

280

Val

Ala

Thr

54

Gly

105

Asn

Gln

Cys

Lys

Glu

185

Phe

Pro

Met

Glu

Glu

265

Ser

Ser

Gln

Val

Axg

Lys

Asp

Met

Gln

170

Leu

Gly

Ile

Ala

Gln

250

Pro

Val

Ser

Gly

val
330

Gly

Asn

Val

155

Cys

Ile

Ala

Asp

Ala

235

Met

val

Gly

Glu

His

315

Asp

Gln

Asp

Arg

140

Gly

Thr

Met

Ile

220

Asp

Phe

Pro

Ser

Ala

300

Asn

Thr

Pro

Asp

125

val

Cys

Asn

Ser

Asn

205

Cys

Pro

Ala

Asp

Ser

285

Gln

Asn

Thr

Leu

110

Val

Asn

Ala

Thr

Val

190

Phe

Gly

Tyr

Arg

Thr

270

Ile

Leu

Gly

Arg

Gly Val

Glu

Val

Pro

Pro

175

Ile

Ala

Thr

Gly

His

255

Leu

Tyr

Phe

Ile

Ser
335

Asn

Gly

Pro

160

val

Gln

Asp

Thx

Asp

240

Phe

Ile

val

Asn

Cys
320

Thr



10

Asn

Ser

Phe

Tyxr

385

Leu

Gln

Pro

Lys

Leu
465

<210> 11

<211> 1554
<212> ADN
<213> Sintético

<220>

<221> CDS
<222> (1)..(1554)

<223>

<400> 11

atg
Met
i

gtg
val

tte
Phe

tte
Phe

tgg
Trp

tee
Ser

tac
Tyr

tte
Phe

Met

Asp

Ile
370

Ile

Ser

Ser

Asp

Phe
450

Gln

cgc
Arg

aag
Lys

cac
His
35

atc
Ile

Thr

Tyr
355

Phe

His

Pro

Gln

Pro
435

Ser

Ser

(o] w]a)
Pro

gtg
Val
20

gce

Ala

aag
Lys

Leu
340

Lys

Gln

Thr

Pro

Ala
420

Tyr

Serxr

agc
Ser

gtg
Val

age
Ser

cge
Arg

Cys

Glu

Leu

Met

Pro
405

Ile

Lys

Glu

gac
Agp

gce
Ala

agce
Ser

gece
Ala

ES 2 634 256 T3

Ala Ser

Tyr Met

Cys Ser
375

Asn Pro
390

Asn Gly

Thr Cys

Asn Leu

Leu Asp
455

agc acc
Ser Thr

acc gac
Thr Asp

tcc agg
Ser Arg
40

aac aag
Asn Lys

Val Thr
345

Arg His
360

Ile Thr

Ser Val

Thr Leu

Gln Lys
425

Ser Phe
440

Gln Tyrxr

gtg tac
Val Tyr
10

gee tac
Ala Tyr
25

ctg ctg
Leu Leu

acc gtg
Thr Val

55

Thr

Val

Leu

Leu

Glu
410

Pro

Trp

Pro

gtg
Val

gtg
val

gce
Ala

gty
Val

Ser

Glu

Ser

Glu
395

Asp

Thr

Glu

Leu

cce
Pro

ace
Thy

gtg
Val

ccc
Pro

Ser

Glu

Ala
380

Asp

Thr

Pro

Val

Gly
460

cce
Pro

cge
Arg

ggc
Gly
45

aag
Lys

Thr

Tyr
365

Glu

Trp

Tyr

Glu

Asn
445

Arg

cec
Pro

acc
Thr
30

cac

His

gtg
Vval

Tyr
350

Asp

val

Asn

Arg

Lys
430

Leu

Lys

aac
Asn
15

aac

Asn

cece
Pro

tce
Ser

Thr Asn

Leu Gln

Met Ala

Phe Gly
400

Tyr Val
415

Glu Lys

Lys Glu

Phe Leu

cce
Pro

ate
Ile

tac
Tyr

gge
Gly

48

96

144

192



tac
65
gcc

Ala

tgg
Trp

ggc
Gly

tcec
Ser

atg
Met
145

ctg
Leu

cag
Gln

gac
Asp

ctg
Leu

tgt
Cys
225

agg

tte
Phe

atc
Ile

aac

50
cag

Gln

ctg
Leu

gec
Ala

gtg
Val

g9g9
Gly
130

gac

Asp

tge
Cys

gcc
Ala

ggc
Gly

cag
Gln
210
aag
Lys

ctg
Leu

aac
Asn

aag
Lys

acc

290

tac

Tyr

cce
Pro

tgc
Cys

agc
Ser
115

agce
Ser

tac
Tyr

gag
Glu

ggc
Gly

gac
Asp
195

acc
Thr

tac

Tyr

tte
Phe

agg
Arg

ggc
Gly
275

cce
Pro

agg
Arg

gac
Asp

acc
Thr
100

ggc
Gly

ggc
Gly

aag
Lys

cac
His

gac
Asp
180

atg
Met

aac
Asn

cce
Pro

tte
Phe

gcc
Ala
260

agc

ser

agc
Ser

gtg
Val

tee
Ser
85

ggc
Gly

cac
His

ggc
Gly

cag
Gln

tgg
Trp
165

tgc
Cyse

gtg
Val

aag
Lys

gac
Asp

tte
Phe
245

ggc
Gly

ggc
Gly

ggc
Gly

ttc
Phe
70

tee
Ser

ctg
Leu

ccce
Pro

aac
Asn

acc
Thr
150

ggc
Gly

cce
Pro

gac
Asp

tce
Ser

tac

Tyr
230

ctg
Leu

gag
Glu

aac
Asn

tee
Ser
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55

aag
Lys

ctg
Leu

gag
Glu

ttc
Phe

cecec
Pro
135

cag
Gln

aag
Lys

cee
Pro

acc
Thr

gac
Asp
215

ctg
Leu

cgce
Arg

gtg
Val

cgc
Arg

ctyg
Leu
295

gtg
Val

tte
Phe

gtg
Val

ctg
Leu
120

ggc
Gly

ctg
Leu

ggc
Gly

ctg
Leu

ggc
Gly
200

gtg
val

cag
Gln

aag
Lys

999
Gly

ace

280

gtg
Val

gtg
Val

gac
Asp

ggc
Gly
105

aac
Asn

cag
Gln

tac
Cys

aag
Lys

gag
Glu
185

ttc
Phe

cecce
Pro

atg
Met

gag
Glu

gag
Glu
265

tcc
Ser

tecc
Ser

56

ctg
Leu

cce
Pro
90

agg
Arg

aag
Lys

gac
Asp

atg
Met

cag
Gln
170

ctg
Leu

ggc
Gly

atc
Ile

gece
Ala

cag
Gln
250

cceC

Pro

gtg
Val

tce
Ser

ccc
Pro
75

acc
Thr

ggc
Gly

tac
Tyr

aac
Asn

gtg
Val
155

tgt
Cys

atc
Ile

gcc
Ala

gac
Asp

gcc
Ala
235

atg
Met

gtg
Val

ggg
Gly

gag
Glu

60

gac
Asp

acce
Thr

cag
Gln

gac
Asp

agg

140

ggc
Gly

acc
Thr

acc
Thr

atg
Met

atc
Ile
220

gac
Asp

tte
Phe

coe
Pro

agce
Ser

gcc
Ala
300

céc
Pro

cag
Gln

cce
Pro

gac
Asp
125

gtg
Val

tgt
Cys

aac
Asn

age
Ser

aac
Asn
205

tgt
Cys

cce
Pro

gce
Ala

gac
Asp

agc
Ser
285

cag
Gln

aac
Asn

cgc
Axg

ctg
Leu
110

gtg
Val

aac
Asn

gcc
Ala

acc
Thr

gtg
Val
190

ttc
Phe

ggc
Gly

tac

Tyr

agg
Arg

ace
Thr
270

atc

Ile

ctg
Leu

aag
Lys

ctg
Leu
95

ggc
Gly

gag
Glu

gtg
Val

cce
Pro

cce
Pro
175

atc

Ile

gcc
Ala

acc
Thr

ggc
Gly

cac
His
255

ctg
Leu

tac

ttc
Phe

tte
Phe
80

gtg
Val

gtg
Val

aac
Asn

ggc
Gly

cec
Pro
160

gtg
val

cag
Gln

gac
Asp

acc
Thr

gac
Asp
240

tte
Phe

ate
Ile

gtg
Val

aac
Asn

240

288

336

384

432

480

528

576

624

672

720

768

816

864

912



aag
Lys
305

tgg
Trp

aac
Asn

tcc
Ser

tte
Phe

tac

Tyxr
385

ctg
Leu

cag
Gln

cee
Pro

aag
Lys

ctg
Leu
465

ctg
Leu

gac
Asp

(o]ala]
Pro

cocce
Pro

ggc
Gly

atg
Met

gac
Asp

ate
Ile
370

atc
Ile

toc
Ser

tce
Ser

gac
Asp

ey ol =
Phe
450

cag
Gln

cag
Gln

agce
Ser

ctg
Leu

<210> 12

<211> 517
<212> PRT
<213> Sintético

tac

aac
Asn

acc
Thr

tac

Tyr
355

EES
Phe

cac
His

(a0l a]
Pro

cag
Gln

cce
Pro
435

tcc
Ser

agec
Ser

cce
Pro

tee
Ser

aag
Lys
515

tgg
Trp

cag
Gln

ctg
Leu
340

aag
Lys

cag
Gln

acc
Thr

ccc
Pro

gcc
Ala
420

tac
Tyr

age
Ser

cat
His

coe
Pro

gag
Glu
500

cag
Gln

ctg
Leu

ctg
Leu
325

tgt
Cys

gag
Glu

ctg
Leu

atg
Met

ccc
Pro
405

atc
Ile

aag
Lys

gag
Glu

ggce
Gly

gac
Asp
485

gac
Asp

cac
His

cag
Gln
310

tte
Phe

gcc
Ala

tac
Tyr

tgt
Cys

aac
Asn
390

aac

Asn

acc
Thr

aac
Asn

ctyg
Leu

agy
Arg
470

cce
Pro

gag
Glu

taa
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aag
Lys

gtg
Val

tece
Ser

atg
Met

agc
Ser
375

ccc
Pro

ggc
Gly

tgt
Cys

ctg
Leu

gac
Asp
455

acc

Thr

gty
Val

gtg
val

gcc
Ala

acc
Thr

gtg
Val

cgc
Arg
360

atce
Ile

tee
Ser

acc
Thr

cag
Gln

agc
Ser
440

cag

Gln

gtg
Val

999
Gly

gac
Agp

cag
Gln

gtg
Val

acec
Thr
345

cac
His

acc
Thr

gtg
Val

ctg
Leu

aag
Lys
425

tte
Phe

tac

Tyr

acc
Thr

ctg
Leu

gag
Glu
505

57

ggc
Gly

gtg
Val
330

acc
Thr

gtg
Val

ctg
Leu

ctg
Leu

gag
Glu
410

ccc
Pro

tag
Trp

cec
Pro

ctg
Leu

cac
His
490

gtg
Val

cac
His
315

gac
Asp

tceo
Ser

gag
Glu

tece
Ser

gag
Glu
395

gac
Asp

acc
Thr

gag
Glu

ctg
Leu

aag
Lys
475

tge
Cys

gac
Asp

aac
Asn

acc
Thx

toce
Ser

gag
Glu

gce
Ala
380

gac
Asp

acc
Thr

oce
Pro

gtg
Val

ggc
Gly
460

gac

Asp

tac
Tyr

ggc
Gly

aac
Asn

acc
Thr

acc
Thr

tac

Tyr
365

gag
Glu

tgg
Trp

tac

Tyr

gag
Glu

aac
Asn
445

cga

Arg

atc
Ile

gag
Glu

cag
Gln

ggc
Gly

cgc
Arg

tac
Tyr
350

gac

Asp

gtg
Val

aac
Asn

agg
Arg

aag
Lys

430.

ctg
Leu

aag
Lys

gtg
Val

cag
Gln

gac
Agp
510

atc
Ile

agc
Ser
335

acc
Thr

ctg
Leu

atg
Met

tte
Phe

tac
Tyr
415

gag
Glu

aag
Lys

tte
Phe

ctg
Leu

ctg
Leu
495

tece
Ser

tgt

Cys
320

acc
Thr

aac
Asn

cag
Gln

gce
Ala

999
Gly
400

gtg
Val

aag
Lys

gag
Glu

ctg
Leu

gac
Asp
480

gtg
Val

cag
Gln

960

1008

1056

1104

1152

1200

1248

1296

1344

1392

1440

1488

1536

1554



<400> 12
Met

1

Val

Phe

Phe

Ala

Trp

Ser

Phe
50

Gln

Leu

Trp Ala

Gly

Ser

Met

145

Leu

Gln

Asp

Leu

Cys
225

Val

Gly

130

Asp

Cys

Ala

Gly

Gln

210

Lys

Lys

His

35

Ile

Pro

Cys

Ser

115

Ser

Tyr

Glu

Gly

Asp

195

Thr

Pro

Val

20

Ala

Lys

Asp

100

Gly

Gly

Lys

His

Asp

180

Met

Asn

Pro

Ser

Val

Ser

Axrg

vVal

Ser

85

Gly

His

Gly

Gln

Trp

165

Cys

val

Lys

Asp

ES 2 634 256 T3

Asp

aAla

Ser

Ala

Phe

70

Ser

Leu

Pro

Asn

Thr

150

Gly

Pro

Asp

Ser

Tyr
230

Ser

Thr

Ser

Asn

55

Lys

Leu

Glu

Phe

Pro

135

Gln

Lys

Pro

Thx

Asp

215

Leu

Thr

Asp

40

Lys

val

Phe

Val

Leu

120

Gly

Leu

Gly

Leu

Gly

200

Val

Gln

58

Val

Ala

25

Leu

Thr

val

Asp

Gly

105

Asn

Gln

Cys

Lys

Glu

185

Phe

Pro

Met

Tyr

10

Tyr

Leu

val

Leu

Pro

90

Arg

Lys

Asp

Met

Gln

170

Leu

CGly

Ile

Ala

Val

Val

Ala

val

Pro

75

Thr

Gly

Tyr

Asn

Val

155

Cys

Ile

Ala

Asp

Ala
235

Pro

Thr

Vval

Pro

60

Asp

Thr

Gln

Asp

Arg

140

Gly

Thr

Thr

Met

Ile

220

Asp

Pro

Arg

Gly

45

Lys

Pro

Gln

Pro

Bsp

125

val

Cys

Asn

Ser

Asn

205

Cys

Pro

Pro

Thr

30

His

Val

Asn

Arg

Leu

110

Val

Asn

Ala

Thr

Val

190

Phe

Gly

15

Asmn

Pro

Ser

Lys

Leu

95

Gly

Glu

val

Pro

Pro

175

Ile

Ala

Thr

Gly

Pro

Ile

Tyr

Gly

Phe

80

Val

Val

Asn

Gly

Pro

160

val

Gln

Asp

Thr

Asp
240



Phe

Ile

Asn

Lys

305

Trp

Asn

Ser

Phe

385

Leu

Gln

Pro

Lys

Leu

465

Leu

Leu

Asn

Lys

Thr

290

Pro

Gly

Met

Asp

Ile

370

Ile

Ser

Ser

Asp

Phe

450

Gln

Gln

Phe

Arg

Gly

275

Pro

Asn

Thr

Tyr

355

Phe

Pro

Gln

Pro

435

Ser

Ser

Pro

Phe

Ala

260

Ser

Ser

Trp

Gln

Leu

340

Lys

Gln

Thr

Pro

Ala
420

Tyr

Ser

His

Pro

ES 2 634 256 T3

Phe Leu
245

Gly Glu

Gly Asn

Gly Ser

Leu Gln
310

Leu Phe
325

Cys Ala

Glu Tyr

Leu Cys

Met Asn
390

Pro Asn
405

Ile Thr

Lys Asn

Glu Leu

Gly Arg

470

Asp Pro
485

Arg

val

Arg

Leu

295

Lys

Val

Ser

Met

Ser

375

Pro

Gly

Cys

Leu

Asp

455

Thr

Val

Lys
Gly
Thr
280
Vval
Ala
Thr
val
Arg
360
Ile
Ser
Thr
Gln
Ser
440
Gln
Val

Gly

59

Glu

Glu

265

Ser

Ser

Gln

Val

Thr

345

His

Thr

Val

Leu

Lys

425

Phe

Leu

Gln

250

Pro

Val

Ser

Gly

val

330

Thr

Val

Leu

Leu

Glu

410

Pro

Trp

Pro

Leu

His
490

Met

val

Gly

Glu

His

315

Asp

Ser

Glu

Ser

Glu

395

Asp

Thr

Glu

Leu

Lys

475

Cys

Phe

Pro

Ser

Ala

300

Asn

Thr

Ser

Glu

Ala

380

Asp

Thr

Pro

Val

Gly

460

Asp

Tyr

Ala

Asp

Ser

285

Gln

Asn

Thr

Thr

Tyr

365

Glu

Trp

Tyr

Glu

445

Arg

Ile

Glu

Arg

Thr

270

Ile

Leu

Gly

Arg

Tyr

350

Asp

Val

Asn

Arg

Lys

430

Leu

Lys

Val

Gln

His

255

Leu

Tyxr

Phe

Ile

Ser

335

Thr

Leu

Met

Phe

Tyr

415

Glu

Lys

Phe

Leu

Leu
495

Phe

Ile

Val

Asn

Cys

320

Thr

Asn

Gln

Ala

Gly

400

Val

Lys

Glu

Leu

Asp

480

Val
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15

Asp Ser Ser Glu Asp Glu Val Asp Glu Val Asp Gly Gln Asp Ser Gln

Pro Leu Lys Gln His

<210> 13

<211> 1554
<212> ADN
<213> Sintético

<220>

<221> CDS
<222> (1)..(1554)

<223>

<400> 13

atg
Met
1

gtg
Val

tte
Phe

ttc
Phe

tac

Tyr
65

gce
Ala

tgg
Trp

ggc
Gly

tece
Ser

atg
Met
145

tgg
Trp

tce
Ser

tac

tte
Phe
50

cag

Gln

ctg
Leu

gcc
Ala

gtg
val

g99
Gly
130

gac

cge
Axrg

aag
Lys

cac
His
35

atc

Ile

tac
Tyr

cce
Pro

tgc
Cys

agc
Ser
115

agc
Ser

tac

515

ccc
Pro

gtg
Val
20

gcc
Ala

aag
Lys

agg
Arg

gac
Asp

acc
Thr
100

ggc
Gly

ggc
Gly

aag
Lys

500

agc
Ser

gtg
val

agc
Ser

cgc
Arg

gtg
Val

tce
Ser
85

ggc
Gly

cac
His

ggc
Gly

cag
Gln

gac
Asp

gcc
Ala

agc
Ser

gce
Ala

tte
Phe
70

tce
Ser

ctg
Leu

cce
Pro

aac
Asn

acc
Thr
150

ES 2 634 256 T3

agc
Ser

acc
Thr

tecec
Ser

aac
Asn
55

aag
Lys

ctg
Leu

gag
Glu

o4 of o
Phe

ccce
Pro
135

cag
Gln

acc

gac
Asp

agg
40
aag

Lys

gtg
Val

ttc
Phe

gtg
Val

ctg
Leu
120

ggc
Gly

ctg
Leu

gtg
Val

gcec
Ala
2D

ctg

Leu

acc

gtg
val

gac
Asp

ggc
Gly
105

aac
Asn

cag
Gln

tge
Cys

60

505

tac

Tyr
10

tac
Tyx

ctg
Leu

gtg
Val

ctg
Leu

ccc
Pro
90

agg
Arg

aag
Lys

gac
Asp

atg
Met

gtg ccc
Val Pro

gtg acc
Val Thr

gcc gtg
Ala Val

gtg ccc
Val Pro
60

cce gac
Pro Asp
75

acc acc
Thr Thr

ggc cag
Gly Gln

tac gac
Tyr Asp

aac agg
Asn Arg
140

gtg ggc
Val Gly
155

ccce
Pro

cgce

ggc
Gly
45

aag
Lys

cce
Pro

cag
Gln

ccc
Pro

gac
Asp
125

gtg
val

tgt
Cys

ccc
Pro

acc
Thr
30

cac
His

gtg
Val

aac
Asn

cgce
Arg

ctg
Leu
110

gtg
Val

aac
Asn

gcc
Ala

510

aac
Asn
15

aac
Asn

ccc
Pro

tce
Ser

aag
Lys

ctg
Leu
95

ggc
Gly

gag
Glu

gtg
val

cce
Pro

oce
Pro

atc
Ile

tac

ggce
Gly

tte
Phe
80

gtg
Val

gtg
vVal

aac
Asn

ggc
Gly

(eo]o:
Pro
160

48

96

144

192

240

288

336

384

432

480



ctg
Leu

cag
Gln

gac
Asp

ctg
Leu

tgt
Cys
225

agg
Arg

tte
Phe

atc
Ile

aac
Asn

aag
Lys
305

tgg
Trp

aac
Asn

tee
Ser

tte
Phe

tac
Tyr
385

ctg
Leu

tgc
Cys

gee
Ala

gge
Gly

cag
Gln
210

aag
Lys

ctg
Leu

aac
Asn

aag
Lys

acc
Thr
280

cee
Pro

ggc
Gly

atg
Met

gac
Asp

atc
Ile
370

atc
Ile

ted
Ser

gag
Glu

ggc
Gly

gac
Asp
185

ace
Thr

tac
Tyr

tte
Phe

agg
Arg

gge
Gly
275

ccc
Pro

tac

Tyr

aac
Asn

acc
Thr

tac

Tyr
355

tte
Phe

cac
His

ccc
Pro

cac
His

gac
180
atg

Met

aac
Asn

cce
Pro

ttc
Phe

gec
Ala
260

agc
Ser

agc
Ser

tgg
Trp

cag
Gln

ctg
Leu
340

aag

Lys

cag
Gln

acc
Thr

ccc
Pro

tag
Trp
165

tgc
Cys

gtg
val

aag
Lys

gac
Asp

ttc
Phe
245

ggc
Gly

ggc
Gly

ggc
Gly

ctg
Leu

ctg
Leu
325

tgt
Cys

gag
Glu

ctg
Leu

atg
Met

cccC
Pro

ggc
Gly

ccc
Pro

gac
Asp

tce
Ser

tac
Tyr
230

ctg
Leu

gag
Glu

aac
Asn

tecc
Ser

cag
Gln
310

tte
Phe

gce
Ala

tac

tgt
Cys

aac
Asn
330

aac
Asn

ES 2 634 256 T3

aag
Lys

ccc
Pro

acc

gac
Asp
215

ctg
Leu

cge
Arg

gtg
Val

cgc
Arg

ctg
Leu
295

aag
Lys

gtg
val

tce
Ser

atg
Met

agc
Ser
375

ccc

Pro

ggc
Gly

gge
Gly

ctg
Leu

ggc
Gly
200

gtg
Val

cag
Gln

aag
Lys

ggg
Gly

acc
Thr
280

gtg
Val

gcc
Ala

acc
Thr

gtg
Val

cgc
Arg
360

atc
Ile

tce
Ser

acc
Thr

aag
Lys

gag
Glu
185

ttc
Phe

ccc
Pro

atg
Met

gag
Glu

gag
Glu
265

tecc

Ser

tcc
Ser

cag
Gln

gtg
Val

acc
Thr
345

gtg
Val

ctg
Leu

61

cag
Gln
170

ctg
Leu

ggc
Gly

ate
Ile

gcc
Ala

cag
Gln
250

ccc
Pro

gtg
Val

tece
Ser

ggc
Gly

gtg
Val
330

acc

Thr

gtg
val

ctg
Leu

ctg
Leu

gag
Glu

tgt
Cys

atc
Ile

gce
Ala

gac
Asp

gce
Ala
235

atg
Met

gtg
Val

999
Gly

gag
Glu

cac
His
315

gac
Asp

tce
Ser

gag
Glu

tce
Ser

gag
Glu
395

gac
Asp

acc
Thr

acc

atg
Met

atc
Ile
220

gac
Asp

tte
Phe

cecc
Pro

agc
Ser

gcc
Ala
300

aac
Asn

acc
Thr

tce
Ser

gag
Glu

gce
Ala
380

gac

Asp

acc
Thy

aac
Asn

agc
Ser

aac
Asn
208

tgt
Cys

ccce
Pro

gece
Ala

gac
Asp

agc
Ser
285
cag
Gln

aac
Asn

acc
Thx

acc
Thr

tac
365
gag
Glu

tgg
Trp

tac

Tyr

acc
Thr

gtg
Val
180

tte
Phe

ggc
Gly

tac

agg
Arg

acc
Thr
270

atc
Ile

ctg
Leu

ggc
Gly

cge
Arg

tac

Tyr
350

gac

Asp

gtg
Val

aac
Asn

agg
Axrg

ccc
Pro
175

atc
Ile

gec
Ala

acc
Thr

gge
Gly

cac
His
255
ctg

Leu

tac

ttc
Phe

ate
Ile

agc
Ser
335

acc

Thr

ctg
Leu

atg
Met

tte
Phe

tac

Tyr

gtg
Val

cag
Gln

gac
Asp

acc
Thr

gac
Asp
240

tte
Phe

atc
Ile

gtg
val

aac
Asn

tgt
Cys
320

acc
Thr

aac
Asn

cag
Gln

gcc
Ala

gg9
Gly
400

gtg
Val

528

576

624

672

720

768

816

864

912

960

1008

1056

1104

1152

1200

1248



10

cag
Gln

cce
Pro

aag
Lys

ctg
Leu
465

gac

Asp

gag
Glu

tgc
Cys

tce
Ser

gac
Asp

ttc
Phe
450

cag

Gln

agc
Ser

gtg
Val

gcc
Ala

<210> 14

<211> 517
<212> PRT
<213> Sintético

<400> 14

Met

Val

Phe

Phe

Ala

cag
Gln

(o] ol o ]
Pro
435

tece

Ser

agc
Ser

aac
Asn

cag
Gln

cce
Pro
515

Trp

Ser

Tyr

Phe

50

Gln

Leu

gce
Ala
£20

tac

agc
Ser

cat
His

gtg
Val

cag
Gln
500

aag
Lys

Lys

His

35

Ile

Pro

405

atc
Ile

aag
Lys

gag
Glu

g99
Gly

cgc
Arg
485

ctg

Leu

acc
Thr

Pro

Val

20

Ala

Lys

Asp

acc
Thr

aac
Asn

ctg
Leu

cac
His
470

ctg
Leu

ctg
Leu

taa

Ser

val

Ser

Arg

Val

Serxr
85

ES 2 634 256 T3

tgt
Cys

ctg
Leu

gac
Asp
455

ttc
Phe

gtg
Val

ctg
Leu

Bsp

Ala

Ser

Ala

Phe

70

Ser

cag
Gln

agc
Ser
440

cag

Gln

cag
Gln

gtg
Val

ggc
Gly

Ser

Thr

Ser

Asn

55

Lys

Leu

aag
Lys
425

tte
Phe

tac

atce
Tle

cag
Gln

acc
Thr
505

Thr

Asp

Arg

40

Lys

Val

Phe

62

410

ccc
Pro

tgg
Trp

coe
Pro

gtg
Val

tgt

Cys
490

ctg
Leu

Val

Ala

25

Leu

Thr

Val

Asp

acc

gag
Glu

ctg
Leu

acc
Thr
475

acc
Thr

aac
Asn

Tyr

10

Tyr

Leu

val

Leu

Pro
90

ccc
Pro

gtg
Val

ggc
Gly
460

tgt
Cys

gag
Glu

atc
Ile

Val

Vval

Ala

Val

Pro

75

Thr

gag
Glu

aac
Asn
445

cge

Arg

tgc
Cys

acc
Thr

gtg
val

Pro

Thr

val

Pro

60

Asp

Thr

aag
Lys
430

ctg

Leu

aag
Lys

tgt
Cys

gac
Asp

tgt
Cys
510

Pro

Arg

Gly

45

Lys

Pro

Gln

415
gag
Glu

aag
Lys

tte
Phe

ggc
Gly

atc
Ile
495

ccc
Pro

Pro

Thr

30

His

Val

Asn

Arg

aag
Lys

gag
Glu

ctg
Leu

tgt
Cys
480

agg
Arg

atc
Ile

Agn

15

Asn

Pro

Ser

Lys

Leu
95

Pro

Ile

Tyr

Gly

Phe

80

Val

1296

1344

1392

1440

1488

1536

1554



Trp ARla Cys

Gly

Ser

Met

145

Leu

Gln

Asp

Leu

Cys

225

Phe

Ile

Asn

Lys

305

Trp

Val

Gly

130

Asp

Cys

Ala

Gly

Gln

210

Lys

Leu

Asn

Lys

Thr

290

Pro

Gly

Met

Ser
115

Ser

Glu

Gly

Asp

195

Thr

Phe

Arg

Gly

275

Pro

Tyr

Asn

Thr

100

Gly

Gly

Lys

His

Asp

180

Met

Asn

Pro

Phe

Ala

260

Ser

Ser

Trp

Gln

Leu
340

Gly

His

Gly

Gln

Trp

165

Cys

Val

Lys

Asp

Phe
245

Gly

Gly

Gly

Leu

Leu
325

Cys

ES 2 634 256 T3

Leu

Pro

Asn

Thr

150

Gly

Pro

Asp

Ser

Tyr

230

Leu

Glu

Asn

Ser

Gln

310

Phe

Ala

Glu

Phe

BPro

135

Gln

Lys

Pro

Thr

Asp

215

Leu

Arg

val

Axrg

Leu

295

Lys

Val

Ser

Val

Leu

120

Gly

Leu

Gly

Leu

Gly

200

Val

Gln

Lys

Gly

Thr

280

Val

Ala

Thr

Val

63

Gly

105

Asn

Gln

Cys

Lys

Glu

185

Phe

Pro

Met

Glu

Glu

265

Ser

Ser

Gln

val

Thr
345

Arg

Lys

Asp

Met

Gln

170

Leu

Gly

Ile

Ala

Gln

250

Pro

val

Ser

Gly

Val

330

Thr

Gly

Tyr

Asn

Val
155

Cys

Ile

Ala

Asp

RAla

235

Met

Val

Gly

Glu

His

315

Asp

Ser

Gln

Asp

Arg

140

Gly

Thr

Thr

Met

Ile

220

Asp

Phe

Pro

Ser

Ala

300

Asn

Thr

Ser

Pro

Asp

125

val

Cys

Asn

Ser

Asn
205

Cys

Pro

Ala

Asp

Ser

285

Gln

Asn

Thr

Thr

Leu
110

val

Asn

Thr
Val
190

Phe

Gly

Arg
Thr
270
Ile
Leu
Gly

Arg

Tyr
350

Gly
Glu
val
Pro
Pro
175
Ile
Ala
Thr
Gly
His

255

Leu

Tyr

Phe

Ile

Ser

335

Thr

val

Asn

Gly

Pro

160

Val

Gln

Asp

Thr

Asp

240

Phe

Ile

val

Asn

Cys

320

Thr

Asn
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15

Ser Asp

Phe Ile
370

Tyr Ile
385

Leu Ser

Gln Ser

Pro Asp

Lys Phe
450

Leu Gln
465

Asp Ser

Glu val

Cys Ala

<210> 15
<211> 1728
<212> ADN
<213> Sintético

<220>

<221> CDS
<222> (1) .. 1728)
<223>

<400> 15

Tyr

355

Phe

His

Pro

Gln

Pro

435

Ser

Ser

Asn

Gln

Pro
515

Lys

Gln

Thr

Pro

Ala
420

Tyr

Ser

His

Val

Gln

500

Lys

Glu

Leu

Met

Pro

405

Ile

Lys

Glu

Gly

Arg

485

Leu

Thr

ES 2 634 256 T3

Cys

Asn

390

Asn

Thr

Leu

His

470

Leu

Leu

Met

Ser

375

Pro

Gly

Leu

Asp

455

Phe

Val

Leu

Arg

360

Tle

Ser

Thr

Gln

Ser

440

Gln

Gln

vVal

Gly

His

Thr

Val

Leu

Lys

425

Phe

Ile

Gln

Thr
505

Val

Leu

Leu

Glu

410

Pro

Trp

Pro

val

Cys
490

Leu

Glu

Ser

Glu

395

Asp

Thr

Glu

Leu

Thr

475

Thr

Asn

Glu Tyr Asp

Ala
380

Asp

Pro

Val

Gly

460

Cys

Glu

Ile

365

Glu

Trp

Glu

445

Arg

Cys

Thr

Val

Val

Asn

Lys
430

Leu

Lys

Cys

Asp

Cys
510

Leu

Met

Phe

415

Glu

Lys

Phe

Gly

Ile

495

Pro

atg cag atc ttc gtg aag acc ctg acc ggg aag acc atc acc ctg gag
Met Gln Ile Phe Val Lys Thr Leu Thr Gly Lys Thr Ile Thr Leu Glu

1

5

64

10

15

Gln

Ala

Gly

400

Val

Lys

Glu

Leu

Cys
480

Arg

Ile

48



gtg
Val

aag
Lys

cag
Gln

teec
Ser
65

gac
Asp

gee
Ala

agce
Ser

gee
Ala

tte
Bhe
145

tcec
Ser

ctg
Leu

ccc
Pro

aac
Asn

acc
Thr
225

ggc
Gly

cce
Pro

gag
Glu

gag
Glu

ctg
Leu
50

acc
Thr

age
Ser

acc
Thr

tee
Ser

aac
Asn
130

aag
Lys

ctg
Leu

gag
Glu

ttc
Phe

cce
Pro
210

cag

Gln

aag
Lys

cece
Pro

cce
Pro

ggc
Gly
35

gag
Glu

ctg
Leu

acc
Thr

gac
Asp

agg
Arg
115

aag
Lys

gtg
val

ttc
Phe

gtg
Val

ctg
Leu
195

ggc
Gly

ctg
Leu

ggc
Gly

ctg
Leu

tcc
Ser
20

atc
Ile

gac
Asp

cac
His

gtg
Val

gce
Ala
100

ctg
Leu

acc
Thr

gtg
Val

gac
Asp

ggc
Gly
180

aac
Asn

cag
Gln

tge
Cys

aag
Lys

gag
Glu

gac
Asp

ccc
Pro

ggc
Gly

ctg
Leu

tac
Tyr
85

tac

Tyr

ctg
Leu

gtg
val

ctg
Leu

oce
Pro
165

agg
Arg

aag
Lys

gac
Asp

atg
Met

cag
Gln
245

ctg
Leu

acc

ccc
Pro

cgc
Arg

gtg
Val
70

gtg
val

gtg
val

gcc
Ala

gtg
vVal

cce
Pro
150

acc
Thr

ggc
Gly

tac

aac
Asn

gtg
Val
230

tgt
Cys

atc
Ile
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ate
Ile

gac
Asp

acc
Thy
55

ctg
Leu

ccc
Pro

acc
Thr

gtg
Val

ccc
Pro
135

gac
Asp

acc
Thr

cag
Gln

gac
Asp

agg
Arg
215

ggc
Gly

acc
Thr

acc
Thr

gag
Glu

cag
Gln
40

ctg
Leu

aggd
Arg

cce
Pro

cge
Arg

ggc
Gly
120

aag
Lys

cce
Pro

cag
Gln

cca
Pro

gac
Asp
200

gtg
Val

tgt
Cys

aac
Asn

agc
Ser

aac
Asn
25

cag
Gln

tcc
Ser

cta
Leu

cce
Pro

acc
Thr
105

cac

His

gtg
Val

aac
Asn

cgc
Arg

ctg
Leu
185

gtg
Val

aac
Asn

gce
Ala

acc
Thr

gtg
vVal

65

gtg
val

agg
Arg

gac
Asp

cgc
Arg

aac
Asn
90

aac
Asn

cce
Pro

tce
Ser

aag
Lys

ctg
Leu
170

ggc
Gly

gag
Glu

gtg
Val

cce
Pro

cece
Pro
250

atc
Ile

aag
Lys

ctg
Leu

tac

Tyr

ggc
Gly
75

ccc
Pro

atc
Ile

tac

ggc
Gly

tte
Phe
155

gtg
Val

gtg
Val

aac
Asn

ggc
Gly

ccc
Pro
235

gtg
Val

cag
Gln

gce
Ala

ate
Ile

aac
Asn
60

gcc
Ala

gtg
Val

tte
Phe

tte
Phe

tac

Tyr
140

gec
Ala

tgg
Trp

ggc
Gly

tcc
Ser

atg
Met
220

ctg
Leu

cag
Gln

gac
Asp

aag
Lys

tte
Phe
45

atc
Ile

tgg
Trp

tce
Ser

tac

Tyr

tte
Phe
125

cag
Gln

ctg
Leu

gce
Ala

gtg
Val

999
Gly
205

gac

Asp

tge
Cys

gce
Ala

ggc
Gly

ate
Ile
30

gcc
Ala

cag
Gln

cgc
Arg

aag
Lys

cac
His
110

atec

Ile

tac

cce
Pro

tgc
Cys

agc
Ser
190

agc

Ser

tac

Tyr

gag
Glu

ggec
Gly

gac
Asp

cag
Gln

ggce
Gly

aag
Lys

cce
Pro

gtg
Val
95

gce
Ala

aag
Lys

agg
Arg

gac
Asp

acc
Thr
175

ggc
Gly

ggc
Gly

aag
Lys

cac
His

gac
Asp
255

atg
Met

gac
Asp

aag
Lys

gag
Glu

agce
Ser
80

gtg
Val

agc
Ser

cge

gtg
Val

tec
Ser
160

ggc
Gly

cac
His

gge
Gly

cag
Gln

tag
Txp
240

tgce
Cys

gtg
Val

96

144

192

240

288

336

384

432

480

528

576

624

672

720

768

816



gac

tcc
Ser

tac
305
ctg

Leu

gag
Glu

aac
Asn

tcc
Ser

cag
Gln
385

tte
Phe

gce
Ala

tac

tgt
Cys

aac
Asn
465

aac

Asn

acc
Thr

acc

gac
Asp
290

ctg
Leu

cgc
Arg

gtg
Val

cge

ctg
Leu
370

aag
Lys

gtg
Val

tce
Ser

atg
Met

agc
Ser
450

ccc

Pro

ggc
Gly

tgt
Cys

ggc
Gly
275

gtg
Val

cag
Gln

aag
Lys

g99
Gly

acc
Thr
355

gtg
Val

gce
Ala

acc
Thr

gty
Val

cge
Arg
435

atc

Ile

oo
Ser

acc
Thr

cag
Gln

260

tte
Phe

cce
Pro

atg
Met

gag
Glu

gag
Glu
340

tec
Ser

tee
Ser

cag
Gln

gtg
Val

ace
Thr
420

cac
His

acc
Thr

gtg
Val

ctg
Leu

aag
Lys
500

ggc
Gly

ate
Ile

gee
Ala

cag
Gln
325

cece
Pro

gtg
Val

Eece
Ser

gge
Gly

gtg
Val
4085

acc
Thr

gtg
Val

ctg
Leu

ctg
Leu

gag
Glu
485

ccc
Pro

gcc
Ala

gac
Asp

gce
Ala
310

atg
Met

gtg
Val

999
Gly

gag
Glu

cac
His
390

gac
Asp

tce
Ser

gag
Glu

teoo
Ser

gag
Glu
470

gac

Asp

acc
Thr
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atg
Met

atc
Ile
295

gac
Asp

tte
Phe

cce
Pro

age
Ser

gcc
Ala
375

aac
Asn

acc
Thr

tce
Ser

gag
Glu

gceo
Ala
455

gac
Asp

acc
Thr

ccCcC
Pro

aac
Asn
280

tgt
Cys

ccc
Pro

gee
Ala

gac
Asp

agc
Ser
360

cag
Gln

aac
Asn

acc
Thr

acc
Thr

tac
Tyxr
440

gag
Glu

tgg
Trp

tac

Tyr

gag
Glu

265

¥te
Phe

ggc
Gly

tac

agg
Arg

acg
Thr
345

atc
Ile

ctg
Leu

ggc
Gly

cgc
Arg

tac
Tyxr
425

gac

Asp

gtg
Val

aac
Asn

agg
Arg

aag
Lys
505

66

gcec
Ala

acc
Thr

ggc
Gly

cac
His
330
ctg
Leu

tac

tte
Phe

atc
Ile

agc
Ser
410
acc
Thr

ctyg
Leu

atg
Met

tte
Phe

tac

490

gag
Glu

gac
Asp

acc
Thr

gac
Asp
315

tte
Phe

atc
Ile

gtg
val

aac
Asn

tgt
Cys
395

acc
Thr

aac
Asn

cag
Gln

gcc
Ala

999
Gly
475

gtg
Val

aag
Lys

ctg
Leu

tgt
Cys
300

agg
Arg

ttc
Phe

atc
Ile

aac
Asn

aag
Lys
380

tgg
Trp

aac
Asn

tce
Ser

tte
Phe
tac
460
ctg

Leu

cag
Gln

ccc
Pro

cag
Gln
285

aag
Lys

ctg
Leu

aac
Asn

aag
Lys

acc
Thr
365

ccc
Pro

ggc
Gly

atg
Met

gac
Asp

ate
Ile
445

atc
Ile

tcc
Ser

tce
Sexr

gac
Asp

270

acc

tac

tte
Phe

agg
Arg

ggc
Gly
350

ccc

Pro

tac

Tyr

aac
Asn

acc
Thr

tac
430
ttc

Phe

cac
His

ccc
Pro

cag
Gln

ccc
Pro
510

aac

cee
Pro

ttc
Phe

gce
Ala
335

agc
Ser

agc
Ser

tgg
Trp

cag
Gln

ctg
Leu
415

aag
Lys

cag
Gln

acc
Thr

ccce
Pro

gcce
Ala
495

tac

Tyr

aag
Lys

gac
Asp

ttc
Phe
320

ggc
Gly

ggce
Gly

ggc
Gly

ctg
Leu

ctg
Leu
400

tgt
Cys

gag
Glu

ctg
Leu

atg
Met

cce
Pro
480

atc

Ile

aag
Lys

864

912

960

1008

1056

1104

1152

1200

1248

1296

1344

1392

1440

1488

1536



aac ctg
Asn Leu

ctg gac
Leu Asp
530

agg ggc
Arg Gly
545

aag gcc
Lys Ala

<210> 16
<211> 575
<212> PRT

agc
Ser
515

cag
Gln

cgc

tcc
Ser

<213> Sintético

<400> 16
Met

1

Val

Lys

Gln

Ser

65

Asp

Ala

Ser

Ala

Phe
145

Gln
G%u
Glu
Leu
50

Thr
Ser
Thr
Ser
Asn

130

Lys

ttc
Phe

tac

tce
Ser

gcc
Ala

Ile

Pro

Gly

3%

Glu

Leu

Thr

Asp

Arg

115

Lys

val

tag
Trp

cccC
Pro

tcc
Ser

gcc
Ala
565

Phe

Ser

20

Ile

Asp

His

Val

Ala

100

Leu

Thr

val

gag
Glu

ctg
Leu

atc
Ile
550

ccce
Pro

Val

Asp

Pro

Gly

Leu

Tyr

B85

Tyr

Leu

val

Leu
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gtg
Val

ggce
Gly
535

cgc

aag
Lys

Lys

Thr

Pro

Arg

Val

70

Val

Val

Ala

val

Pro
150

aac ctg
Asn Leu
520

cgc aag

Arg Lys

acc ggc
Thr Gly

cgc aag
Arg Lys

Thr Leu

Ile Glu

Asp Gln
40

Thr Leu
55

Leu Arg

Pro Pro

Thr Arg

Val Gly
120

Pro Lys
135

Asp Pro

67

aag
Lys

ttec
Phe

gtg
Val

cgc
Arg
570

Thr

Asn

25

Gln

Ser

Leu

Pro

105

His

Val

Asn

gag
Glu

ctg
Leu

aag
Lys
555

gcc
Ala

Gly

10

Val

Arg

Asp

Arg

Asn

90

Asn

Pro

Ser

Lys

aag
Lys

ctg
Leu
540

cgc

aag
Lys

Lys

Lys

Leu

Gly

75

Pro

Ile

Tyxr

Gly

Phe
155

tte
Phe
525

cag

Gln

cce
Pro

acc
Thr

Thr

Ala

Ile

Asn

60

Ala

Val

Phe

Phe

Tyx

140

Ala

tce
Ser

agc
Ser

gcc
Ala

aag
Lys

Ile

Lys

Phe

45

Ile

Trp

Ser

Tyr

Phe

125

Gln

Leu

agc
Ser

ggc
Gly

gtg
val

agg
Arg
575

Thr

Ile

30

Ala

Gln

Arg

Lys

His

110

Ile

Tyxr

Pro

gag
Glu

tac
Tyr

tee
Ser
560

taa

Leu

15

Gln

Gly

Lys

Pro

val

95

Ala

Lys

Arg

Asp

Glu

Asp

Lys

Glu

Ser

80

val

Ser

Arg

Val

Ser
160

1584

1632

1680

1728



Ser

Leu

Pro

Thr

225

Gly

Pro

Asp

Ser

305

Leu

Glu

Ser

Gln
385

Leu

Glu

Phe

Pro

210

Gln

Lys

Pro

Thr

Asp

290

Leu

Arg

Val

Arg

Leu

370

Lys

Phe
val
Leu
195
Gly
Leu
Gly
Leu
Gly
275
Val
Gln
Lys
Gly
Thr

355

Val

Asp

Gly

180

Asn

Gln

Cys

Lys

Glu

260

Phe

Pro

Met

Glu

Glu

340

Ser

Ser

Gln

Pro

165

Arg

Lys

Asp

Met

Gln

245

Leu

Gly

Ile

Ala

Gln

325

Pro

val

Ser

Gly
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Thr

Gly

Val

230

Ile

Ala

Asp

Ala

310

Met

val

Gly

Glu

His
380

Thr

Gln

Asp

Arg

215

Gly

Thr

Thr

Met

Ile

295

Asp

Phe

Pro

Ser

Ala

375

Asn

Gln

Pro

Asp

200

Val

Cys

Asn

Ser

Asn
280

Cys

Pro

Ala

Asp

Ser

360

Gln

Asn

68

Arg

Leu

185

Val

Asn

Ala

Val
265

Phe

Gly

Arg

Thr

345

Ile

Leu

Gly

Leu

170

Gly

Glu

val

Pro

Pro

250

Ile

Thr

Gly

His

330

Leu

Phe

Ile

val

val

Asn

Gly

Pro

235

Val

Gln

Asp

Thr

Asp

315

Phe

Ile

Val

Asn

Cys
395

Trp

Gly

Ser

Met

220

Leu

Gln

Asp

Leu

Cys

300

Arg

Phe

Ile

Asn

Lys

380

Trp

Ala
val
Gly
205

Asp

Ala
Gly
Gln
285
Lys
Leu
Asn
Lys
Thr
365

Pro

Gly

Ser
190

Ser

Glu

Gly

Asp

270

Thr

Tyr

Phe

Arg

Gly

350

Pro

Tyr

Asn

Thr

175

Gly

Gly

Lys

His

Asp

255

Met

Asn

Pro

Phe

Ala

335

Ser

Ser

Trp

Gln

Gly

His

Gly

Gln

Trp

240

Cys

val

Lys

Asp

Phe

320

Gly

Gly

Gly

Leu

Leu
400



10

Phe

Ala

Tyr

Cys

Asn

465

Asn

Thr

Leu

Arg
545

Lys

<210> 17
<211> 1677
<212> ADN

Val

Ser

Met

Ser

450

Pro

Gly

Cys

Leu

Asp

530

Gly

Ala

<213> Sintético

<220>
<221> CDS

<222> (1) .. (1677)

<223>

<400> 17
atg cag
Met Gln
1

gtg gag
Val Glu

atc
Ile

ccce
Pro

Thr val

Val Thr
420

Arg His
435

Ile Thr

Ser Val

Thr Leu

Gln Lys

500

Ser Phe

515

Gln Tyr

Arg Ser

Ser Ala

val

405

Thr

val

Leu

Leu

Glu

485

Pro

Trp

Pro

Ser

Ala
565
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Asp

Ser

Glu

Serx

Glu

470

Asp

Thr

Glu

Leu

Ile

550

Pro

Thr
Ser
Glu
Ala
455
Asp
Thr
Pro
val
Gly
535

Arg

Lys

Thr

Thr

Tyr

440

Glu

Trp

Glu

Asn
520

Arg

Arg

Arg

Tyr

425

Asp

val

Asn

Arg

Lys

505

Leu

Lys

Gly

Lys

Ser

410

Thr

Leu

Met

Phe

Tyx

490

Glu

Lys

Phe

Val

Arg
570

Thr

Asn

Gln

Ala

Gly

475

Val

Lys

Glu

Leu

Lys

555

Ala

Asn

Ser

Phe

Tyr

460

Leu

Gln

Pro

Lys

Leu

540

Arg

Lys

Met

Asp

Ile

445

Ile

Ser

Ser

Asp

Phe

525

Gln

Pro

Thr

Thr

430

Phe

His

Pro

Gln

Pro

510

Ser

Ser

Ala

Lys

Leu

415

Lys

Gln

Thr

Pro

Ala

495

Ser

Gly

vVal

Arg
575

ttc gtg aag acc ctg ace ggg aag acc atc acc ctg gag
Phe Val Lys Thr Leu Thr Gly Lys Thr Ile Thr Leu Glu

5

10

15

tcec gac acc atc gag aac gtg aag gcc aag atc cag gac
Ser Asp Thr Ile Glu Asn Val Lys Ala Lys Ile Gln Asp

69

Cys

Glu

Leu

Met

Pro

480

Ile

Lys

Glu

Sexr
560

48

96



aag
Lys

cag
Gln

tce
Ser
65

gac
Asp

gce
Ala

agc
Ser

gce
Ala

tte
Phe
145

toe
Ser

ctg
Leu

ccc
Pro

aac
Asn

acc
Thr
225

ggc
Gly

ccce
Pro

gag
Glu

ctg
Leu
50

acc
Thr

agc
Ser

ace
Thr

tece
Ser

aac
Asn
130

aag
Lys

ctg
Leu

gag
Glu

Bt
Phe

cce
Pro
210

cag

Gln

aag
Lys

ccc
Pro

ggc
Gly
35

gag
Glu

ctg
Leu

acc
Thr

gac
Asp

agg
Arg
115

aag
Lys

gtg
Val

tte
Phe

gtg
val

ctyg
Leu
195

ggc
Gly

ctg
Leu

ggc
Gly

ctg
Leu

20

atce
Ile

gac
Asp

cac
His

gtg
Val

gece
Ala
100

ctg
Leu

acc

gtg
val

gac
Asp

ggce
Gly
180

aac
Asn

cag
Gln

tgc
Cys

aag
Lys

gag
Glu
260

ccc
Pro

ggc
Gly

ctg
Leu

tac
85
tac

Tyr

ctg
Leu

gtg
Val

ctg
Leu

cce
Pro
165

agg
Arg

aag
Lys

gac
Asp

atg
Met

cag
Gln
245

ctg
Leu

cce
Pro

cge
Arg

gtg
Val
70

gtg
Val

gtg
Val

gcce
Ala

gtg
Val

cce
Pro
150

acc
Thr

ggc
Gly

tac
Tyr

aac
Asn

gtg
val
230

tgt
Cys

atc
Ile
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gac
Asp

acc
Thr
55

ctg
Leu

ccc
Pro

acc
Thr

gtg
Val

cee
Pro
135

gac
Asp

acc
Thr

cag
Gln

gac
Asp

agg
Axg
215

gge
Gly

acc
Thxr

acc
Thr

cag
Gln
40

ctg
Leu

agg

ccc
Pro

cgc
Rxg

ggc
Gly
120

aag
Lys

cce
Pro

cag
Gln

cece
Pro

gac
Asp
200

gtg
Val

tgt
Cys

aac
Asn

agc
Ser

25

cag
Gln

tece
Ser

ctg
Leu

cCccC
Pro

acc
Thr
105

cac
His

gtg
Val

aac
Asn

cge
Arg

ctg
Leu
185

gtg
Val

aac
Asn

gece
Ala

acc
Thr

gtg
Val
265

70

agg
Arg

gac
Asp

cgc

aac
Asn
80

aac
Asn

ccc
Pro

tecc
Ser

aag
Lys

ctg
Leu
170

ggec
Gly

gag
Glu

gtg
val

cce
Pro

cce
Pro
250

atc
Ile

ctg
Leu

tac

ggc
Gly

ccc
Pro

atc
Ile

tac

ggc
Gly

tte
Phe
155

gtg
Val

gtg
Val

aac
Asn

gge
Gly

ccc
Pro
235

gtg
val

cag
Gln

ate
Ile

aac
Asn
60

gce
Ala

gtg
Val

tio
Phe

tte
Phe
tac
140

gcc
Ala

tgg
Trp

gge
aly

tece
Ser

atg
Met
220

ctg
Leu

cag
Gln

gac
Asp

tte
Phe
45

atc
Ile

tag

30

gcc
Ala

cag
Gln

cgc

Trp Arg

tecc
Ser

tac

Tyr

tte
Phe
125

cag

Gln

ctg
Leu

gce
Ala

gtg
Val

999
Gly
205

gac
Asp

tgc
Cys

gcc
Ala

ggc

aag
Lys

cac
His
110
atc

Ile

tac

cce
Pro

tgc
Cys

agc
Ser
150

agc
Ser

tac

Tyr

gag
Glu

ggc
Gly

gac

Gly Asp

270

ggc
Gly

aag
Lys

ccce
Pro

gtg
Val
95

gce
Ala

aag
Lys

agg
Arg

gac
Asp

acc
Thr
175

ggc
Gly

ggc
Gly

aag
Lys

cac
His

gac
Asp
255

atg
Met

aag
Lys

gag
Glu

agc
Ser
80

gtg
Val

agc
Ser

cgc
Arg

gtg
Val

tcc
Ber
160

ggc
Gly

cac
His

ggc
Gly

cag
Gln

tgg
Trp
240

tgc
Cys

gtg
Val

144

192

24C

28E

33¢

384

432

480

52€

57¢€

624

672

72C

768

B1l€



gac
Asp

tec
Ser

tac
Tyr
305
ctg
Leu

gag
Glu

aac

tece
Ser

cag
Gln
385
ttc
Phe

gce
Ala

tac

tgt
Cys

aac
Asn
465

aac
Asn

acc

aac

acc
Thr

gac
Asp
290

ctg
Leu

cge
Arg

gtg
Val

cgc
Arg

ctg
Leu
370

aag
Lys

gtg
Val

tece
Ser

atg
Met

agc
Ser
450

ccc

Pro

ggc
Gly

tgt
Cys

ctg
Leu

ggc
Gly
275

gtg
val

cag
Gln

aag
Lys

gg99
Gly

acc
Thr
355

gtg
Val

gcc
Ala

acc
Thr

gtg
Val

cge
Arg
435

atc
Ile

tcc
Ser

acc

cag
Gln

agc
Ser

j 2% 3 o]
Phe

ccc
Pro

atg
Met

gag
Glu

gag
Glu
340

tcc
Ser

tee
Ser

cag
Gln

gtg
Val

acc
Thr
420

cac
His

acc
Thr

gtg
Val

ctg
Leu

aag
Lys
500

ttc
Phe

ggc
Gly

atc
Ile

gcc
Ala

cag
Gln
325

ccc
Pro

gtg
vVal

tee
Ser

ggc
Gly

gtg
Val
405

acc
Thr

gtg
Val

ctg
Leu

ctg
Leu

gag
Glu
485

ccc
Pro

tgg

gee
Ala

gac
Asp

gcc
Ala
310

atg
Met

gtg
val

gg99
Gly

gag
Glu

cac
His
390

gac
Asp

tcec
Ser

gag
Glu

tee
Ser

gag
Glu
£70

gac

Asp

acc
Thr

gag
Glu
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atg
Met

atc
Ile
295

gac
Asp

ttc
Phe

ccc
Pro

agc
Ser

gcc
Ala
375

aac

Asn

acc
Thr

tce
Ser

gag
Glu

gcc
Ala
455

gac
Asp

acc

ccc
Pro

gtg
val

aac
Asn
280
tat
Cys

ccc
Pro

gcc
Ala

gac
Asp

agc
Ser
360
cag
Gln

aac
Asn

acc

acc
Thr

tac
440

gag
Glu

tgg
Txp

tac

gag
Glu

aac
Asn

tte
Phe

ggc
Gly

tac

agg
Arg

acc
Thr
345

atc
Ile

ctg
Leu

ggc
Gly

cgc
Arg
tac
425
gac

Asp

gtg
Val

aac
Asn

agg
Arg

aag
Lys
505

ctg
Leu

71

gcc
Ala

acc

ggc
Gly

cac
His
330
ctg
Leu

tac

ttc
Phe

atc
Ile

agc
Ser
410
acc
Thr

ctg
Leu

atg
Met

ttc
Phe

tac
490
gag
Glu

aag
Lys

gac
Asp

acc
Thr

gac
Asp
315

ttc
Phe

atc
Ile

gtg
val

aac
Asn

tgt
Cys
395

acc
Thr

aac
Asn

cag
Gln

gcc
Ala

gg99
Gly
475

gtg
val

aag
Lys

gag
Glu

ctg
Leu

tgt

Cys
300

agg
Axg

ttc
Phe

atce
Ile

aac
Asn

aag
Lys
380

tgg
Trp

aac
Asn

tcc
Ser

tte
Phe

tac

Tyr
460

ctyg

Leu

cag
Gln

cce
Pro

aag
Lys

cag
Gln
285

aag
Lys

ctyg
Leu

aac
Asn

aag
Lys

acc
Thr
365

cee
Pro

ggc
Gly

atg
Met

gac
Asp

ate
Tle
445

atc
Ile

teo
Ser

tcec
Ser

gac
Asp

tte
Phe

acce
Thr

tac

Tyr

tte
Phe

agg
Arg

ggc
Gly
350

ccc
Pro

tac

Tyx

aac
Asn

acc
Thr

tac
Tyx
430

tte
Phe

cac
His

ccc
Pro

cag
Gln

ccc
Pro
510

tce
Ser

aac
Asn

cccec
Pro

tto
Phe

gce
Ala
335

age
Ser

agc
Ser

tag
Trp

cag
Gln

ctg
Leu
415

aag

Lys

cag
Gln

ace
Thr

cece
Pro

gce
Ala
495

tac

agc
Ber

aag
Lys

gac
Asp

tte
Phe
320

ggc
Gly

ggce
Gly

ggc
Gly

ctg
Leu

ctg
Leu
400

tgt
Cys

gag
Glu

ctg
Leu

atg
Met

cce
Pro
480

atc

Ile

aag
Lys

gag
Glu

864

912

960

1008

1056

1104

1152

1200

1248

1296

1344

1392

1440

1488

1536

1584
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ctg gac
Leu Asp
530

gag ccc
Glu Pro
545

<210> 18
<211> 558
<212> PRT

515
cag

Gln

gac
Asp

<213> Sintético

<400> 18

Met
1

Val

Lys

Gln

Ser
65

Asp

Ala

Ser

Ala

Phe

145

Ser

Gln

Glu

Glu

Leu

50

Thr

Ser

Thr

Ser

Asn

130

Lys

Leu

tac

Tyr

cge
Arg

Ile

Pro

Gly

35

Glu

Leu

Thr

Asp

Arg

115

Lys

val

Phe

cce
Pro

gcc
Ala

Phe

Ser

20

Ile

Asp

His

val

Ala

100

Leu

Thr

val

Asp

ctg
Leu

cac
His
550

Val

Asp

Pro

Gly

Leu

Tyr

85

Tyr

Leu

val

Leu
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520

ggc cgc
Gly Arg

535

tac aac

Tyr Asn

Lys

Thr

Pro

Arg

Val

70

Val

Val

Ala

Vval

Pro

. 150

Pro
165

Thr

Thr

Ile

Asp

Thr

55

Leu

Pro

Thr

Val

Pro

135

Rsp

Thr

aag
Lys

atc
Ile

Leu

Glu

Gln

40

Leu

Arg

Pro

Arg

Gly

120

Lys

Pro

Gln

72

tte ctg
Phe Leu

gtec acc
Val Thr
555

Thr Gly
10

Asn Val
25 .

Gln Arg

Ser Asp

Leu Arg

Pro Asn

90

Thr Asn

105

His Pro

Val Ser

Asn Lys

Arg Leu
170

ctg
Leu
540

ttc
Phe

Lys

Lys

Leu

Tyr

Gly

75

Pro

Tle

Tyr

Gly

Phe

155

Val

525

cag
Gln

aaa
Lys

Thr

Ala

Ile

Asn

60

Ala

Val

Phe

Phe

Tyxr

140

Ala

Trp

agc
Ser

aaa
Lys

Ile

Lys

Phe

45

Ile

Trp

Ser

Tyr

Phe

125

Gln

Leu

Ala

cag gcc
Gln Ala

taa

Thr

Ile

30

Ala

Gln

Arg

Lys

His

110

Ile

Tyxr

Pro

Cys

Leu

15

Gln

Gly

Lys

Pro

val

95

Ala

Lys

Arg

Lsp

Thr
175

Glu

Asp

Lys

Glu

Ser

80

val

Ser

Axrg

Val

Ser

160

Gly

1632

1677



Leu

Pro

Thr

225

Gly

Pro

Asp

Ser

305

Glu

Ser

Gln
385

Phe

Glu

Phe

Pro

210

Gln

Lys

Pro

Thr

Asp

290

Leu

Arg

val

Arg

Leu

370

Lys

Val

Ser

Val

Leu

195

Gly

Leu

Gly

Leu

Gly

275

Val

Gln

Lys

Gly

355

Val

Ala

Val

Gly

180

Asn

Gln

Cys

Lys

Glu

260

Phe

Pro

Met

Glu

Glu

340

Ser

Ser

Gln

val

Thr
420

Arg

Lys

Asp

Met

Gln

245

Leu

Gly

Ile

Ala

Gln

325

Pro

Vval

Ser

Gly

val
405
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Gly

Asn

Val
230

Cys

Ile

Ala

Asp

Ala

310

Met

val

Gly

Glu

His

390

Asp

Ser

Gln

Asp

Arg

215

Gly

Thr

Met

Ile

295

Asp

Phe

Pro

Ser

Ala

375

Asn

Ser

Pro

Asp

200

Val

Cys

Asn

Ser

Asn

280

Cys

Pro

Ala

Asp

Ser

360

Gln

Asn

Thr

73

Leu

185

Val

Asn

ala

Val
265

Phe

Gly

Arg

Thr

345

Ile

Leu

Gly

425

Gly

Glu

val

Pro

Pro

250

Ile

Ala

Gly

His

330

Leu

Phe

Ile

Ser
410

Val

Asn

Gly

Pro

235

val

Gln

Asp

Asp

315

Phe

Ile

Vval

Asn

Cys

395

Thr

Asn

Gly

Ser

Met

220

Leu

Gln

Asp

Leu

Cys

300

Arg

Phe

Ile

Asn

Lys

380

Trp

Asn

Ser

Val

Gly

205

Asp

Cys

Ala

Gly

Gln

285

Lys

Leu

Asn

Lys

Thx

365

Pro

Gly

Met

Asp

Ser
190

Ser

Tyr

Glu

Gly

Asp

270

Thr

Phe

Arg

Gly

350

Pro

Asn

Thr

Tyr
430

Gly

Gly

Lys

His

Asp

255

Met

Asn

Pro

Phe

Ala

335

Ser

Ser

Gln

Leu
415

Lys

His

Gly

Gln

240

Val

Lys

Asp

Phe

320

Gly

Gly

Gly

Leu

Leu
400

Cys

Glu
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15

Tyr

Cys

Asn
465

Asn

Thr

Asn

Leu

Glu
545

<210>19
<211> 1452
<212> ADN

Met

Ser

450

Pro

Gly

Cys

Leu

Asp

530

Pro

<213> Sintético

<220>
<221> CDS

<2225 (1) .. (1452)

<223>

<400> 19

atg tgg
Met Trp
1

gktg tcc
Val Ser

tte tac
Phe Tyr

tte tte
Phe Phe
50

cge
Arg

aag
Lys

cac
Hisg
35

atc
Ile

Arg
435

Ile

Ser

Thr

Gln

Sexr
515

Gln

Asp

cece
Pro

gtg
Val
20

gcc

Ala

aag
Lys

His

Thr

val

Leu

Lys
500

Phe

Tyr

agc
Ser

gtg
Val

age
Ser

cgc
Arg

Val

Leu

Leu

Glu
485

Pro

Trp

Pro

Ala

gac
Asp

gce
Ala

agc
Ser

gce
Ala
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Glu

Ser

Glu
470

Asp

Thr

Glu

Leu

His
550

agc
Ser

acc
Thr

too
Ser

aac
Asn
55

Glu

Ala
455

Asp

Thr

Pro

val

Gly
535

Tyr

acc
Thr

gac
Asp

agg
Arg
40

aag
Lys

Tyr
440

Glu

Txp

Tyr

Glu

Asn
520

Arg

Asn

gtg
Val

gee
Ala
25

ctg
Leu

acc
Thr

74

Asp

Val

Asn

Arg

Lys
505

Leu

Lys

Ile

tac

Tyr
10

tac

Tyr

ctg
Leu

gtg
Val

Leu

Met

Phe

Tyr
490

Glu

Lys

Phe

Val

gtg
Val

gtg
val

gcc
Ala

gtg
val

Gln

Ala

Gly
475

val

Lys

Glu

Leu

Thr
555

ceco
Pro

acc
Thr

gtg
Val

ccec
Pro
60

Phe

Tyr
460

Leu

Gln

Pro

Lys

Leu
540

Phe

cce
Pro

cge
Arg

ggc
Gly
45

aag
Lys

Ile
445

Ile

Ser

Ser

Asp

Phe
525

Gln

Lys

cce
Pro

acc
Thr
30

cac

His

gtg
Val

Phe

His

Pro

Gln

Pro
510

Ser

Ser

Lys

aac
Asn
15

aac
Asn

cce
Pro

tce
Ser

Gln

Thr

Pro

Ala
495

Tyr

Ser

Gln

cce
Pro

ate
Ile

tac

Tyxr

ggc
Gly

Leu

Met

Pro

480

Ile

Lys

Glu

Ala

48

926

144

192



tac

Tyxr
65

gecc
Ala

tgg
Trp

ggc
Gly

tecc
Ser

atg
Met
145

ctg
Leu

cag
Gln

gac
Asp

ctg
Leu

tgt

Cys
225

agg

tte
Phe

atc
Ile

aac
Asn

aag
Lys

cag
Gln

ctg
Leu

gce
Ala

gtg
val

999
Gly
130

gac

Asp

tge
Cys

gcc
Ala

ggc
Gly

cag
Gln
210
aag
Lys

ctg
Leu

aac
Asn

aag
Lys
acc
280

ccc
Pro

tac

ccc
Pro

tgc

agc
Ser
115
agc
Ser

tac

gag
Glu

ggc
Gly

gac
Asp
195
acc
Thr

tac

ttc
Phe

agg

ggc
Gly
275

ccc
Pro

tac

agg
Axg

gac
Asp

acc
Thr
100

ggc
Gly

ggc
Gly

aag
Lys

cac
His

gac
Asp
180

atg
Met

aac
Asn

ccc
Pro

71 7 o
Phe

gcc
Ala
260

agc

Ser

agc
Ser

tgg
Trp

gtg
val

tcec
Ser
85

ggc
Gly

cac
His

ggc
Gly

cag
Gln

tgg
Trp
165

tgc
Cys

gtg
val

aag
Lys

gac
Asp

tte
Phe
245

ggc
Gly

ggc
Gly

ggc
Gly

ctg
Leu

ttc
Phe
70

tcc

Ser

ctg
Leu

cccC
Pro

aac
Asn

acc
Thr
150

ggc
Gly

cce
Pro

gac
Asp

tcc
Ser
tac
230
ctg

Leu

gag
Glu

aac
Asn

teco
Ser

cag
Gln
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aag
Lys

ctg
Leu

gag
Glu

tte
Phe

ccc
Pro
135

cag
Gln

aag
Lys

ccc
Pro

acc
Thr

gac
Asp
215

ctg
Leu

cac
Arg

gtg
val

cgc
Arg

ctg
Leu
295

aag
Lys

gtg
Val

tte
Phe

gtg
Val

ctg
Leu
120

ggc
Gly

ctg
Leu

ggc
Gly

ctg
Leu

ggc
Gly
200

gtg
Val

cag
Gln

aag
Lys

999
Gly

acc

280

gtg
Val

gcc
Rla

gtg
Val

gac
Asp

ggc
Gly
105

aac
Asn

cag
Gln

tgc
Cys

aag
Lys

gag
Glu
i85

tte
Phe

cCcC
Pro

atg
Met

gag
Glu

gag
Glu
265

tce
Ser

tcc
Ser

cag
Gln

75

ctg
Leu

cce
Pro
20

agg
Arg

aag
Lys

gac
Asp

atg
Met

cag
Gln
170

ctg
Leu

ggc
Gly

atc
Ile

gcec
Ala

cag
Gln
250

ccc
Pro

gtg
Val

tce
Ser

ggc
Gly

cce
Pro
75

acc
Thr

ggc
Gly

tac

Tyr

aac
Asn

gtg
val
155

tgt
Cys

atc
Ile

gcc
Ala

gac
Asp

gce
Ala
235

atg
Met

gtg
Val

999
Gly

gag
Glu

cac
His

gac
Asp

acc
Thr

cag
Gln

gac
Asp

agg
Arg
140

ggc
Gly

acc

acc
Thr

atg
Met

atc
Ile
220

gac

ttc
Phe

cce
Pro

agc
Ser

gce
Ala
300

aac
Asn

ccc
Pro

cag
Gln

cce
Pro

gac
Asp
125

gtg
Val

tgt
Cys

aac
Asn

agce
Ser

aac
Asn
205

tgt
Cys

cee
Pro

gcce
Ala

gac
Asp

agc
Ser
285

cag
Gln

aac
Asn

aac
Asn

cge
Arg

ctg
Leu
110

gtg
val

aac
Asn

gcc
Ala

acc
Thr

gtg
Val
190

tte
Phe

ggc
Gly

tac
Tyr

agg
Arg

acc
Thr
270

atc

Ile

ctg
Leu

ggc
Gly

aag
Lys

ctg
Leu
95

ggc
Gly

gag
Glu

gtg
Val

ceoe
Pro

cce
Pro
175

ate
Ile

gee
Ala

ace
Thr

gge
Gly

cac
His
255

ctg
Leu

tac

tte
Phe

atc
Ile

tte
Phe
80

gtg
Val

gtg
Val

aac
Asn

ggc
Gly

cece
Pro
160

gtg
Val

cag
Gln

gac
Asp

acc
Thr

gac
Asp
240

tte
Phe

atc
Ile

gtg
Val

aac
Asn

tgt
Cys

240

288

336

384

432

480

528

576

624

672

720

768

g8le

864

812

960
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305

tgg
Trp

aac
Asn

tcc
Ser

ttc
Phe

tac

Tyr
385

ctg
Leu

cag
Gln

cCccC
Pro

aag
Lys

ctg
Leu
465

tte
Phe

ggc
Gly

atg
Met

gac
Asp

ate
Ile
370

atc
Ile

taog
Ser

tcc
Ser

gac
Asp

tte
Phe
450

cag
Gln

aaa
Lys

<210> 20

<211> 483
<212> PRT
<213> Sintético

<400> 20

Met Trp Arg Pro Ser Asp Ser Thr Val Tyr Val Pro Pro Pro Asn Pro

1

Val Ser Lys Val Val Ala Thr Asp Ala Tyr Val Thr Arg Thr Asn Ile

aac
Asn

acc
Thr

tac

Tyx
355

tte
Phe

cac
His

ccc
Pro

cag
Gln

ccc
Pro
435

tce

Ser

agce
Ser

aaa
Lys

cag
Gln

ctg
Leu
340

aag

Lys

cag
Gln

acc
Thr

coo
Pro

gcc
Ala
420

tac

Tyx

agc
Ser

cag
Gln

taa

ctg
Leu
325

tgt
Cys

gag
Glu

ctg
Leu

atg
Met

cac
Pro
405

atc
Ile

aag
Lys

gag
Glu

gecce
Ala

20

310

ttc
Phe

gcc
Ala

tac
Tyr

tgt
Cys

aac
Asn
390

aac
Asn

acc
Thr

aac
Asn

ctg
Leu

gag
Glu
470

5
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gtg
Val

tee
Ser

atg
Met

age
Ser
375

cce
Pro

ggc
Gly

tgt
Cys

ctg
Leu

gac
Asp
455

ccce
Pro

acc
Thr

gtg
Val

cgc
Arg
360

atc
Ile

tec
Ser

acc
Thr

cag
Gln

agce
Ser
440

cag

Gln

gac
Asp

gtg
Val

acc
Thr
345

cac

His

acc
Thr

gtg
Val

ctg
Leu

aag
Lys
425

tte
Phe

tac

Tyr

cgc
Arg

76

gtg
Val
330

acc
Thr

gtg
Val

ctg
Leu

ctg
Leu

gag
Glu
410

ccc
Pro

tgg
Trp

ccc
Pro

gcc
Ala

25

315

gac
Asp

tce
Ser

gag
Glu

tec
Ser

gag
Glu
395

gac

Asp

acc
Thr

gag
Glu

ctg
Leu

cac
His
475

10

acc
Thr

tce
Ser

gag
Glu

gcc
Ala
380

gac
Asp

acc
Thr

cece
Pro

gtg
val

ggc
Gly
460

tac

Tyr

acc
Thr

acc
Thr

tac

Tyr
365

gag
Glu

tgg
Trp

tac

Tyr

gag
Glu

aac
Asn
445

cgc

aac
Asn

cgc
Arg
tac
350

gac
Asp

gtg
vVal

aac
Asn

agg
Arg

aag
Lys
430

ctg

Leu

aag
Lys

atc
Ile

agc
Ser
335
acc
Thr

ctg
Leu

atg
Met

ttc
Phe

tac

415

gag
Glu

aag
Lys

ttc
Phe

gtc
Val

30

320

acc
Thr

aac
Asn

cag
Gln

gcc
Ala

999
Gly
400

gtg
Val

aag
Lys

gag
Glu

ctg
Leu

acc
Thr
480

15

1008

1056

1104

1152

1200

1248

1296

1344

1392

1440

1452



Phe

Phe

Tyx
65

Ala

Trp

Gly

Ser

Met

145

Leu

Gln

Asp

Leu

Cys

225

Arg

Phe

Ile

Tyr

Phe

50

Gln

Leu

Ala

Val

Gly

130

Asp

Cys

Ala

Gly

Gln

210

Lys

Leu

Asn

Lys

His
35

Ile

Tyr

Pro

Cys

Ser

1315

Ser

Tyr

Glu

Gly

Asp

195

Thr

Tyr

Phe

Arg

Gly
275

Ala

Lys

Arg

Asp

Thr

100

Gly

Gly

Lys

His

Asp

180

Met

Asn

Pro

Phe

Ala

260

Ser

Ser

Arg

Val

Ser

85

Gly

Gly

Gln

Trp

165

Cys

Val

Lys

Asp

Phe

245

Gly

Gly
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Ser

Ala

Phe

70

Ser

Leu

Pro

Asn

Thr

150

Gly

Pro

Asp

Ser

Tyr

230

Leu

Glu

Asn

Ser

Asn

55

Lys

Leu

Glu

Phe

Pro

135

Gln

Lys

Pro

Thr

Asp

215

Leu

Arg

Val

Arg

Arg

40

Lys

Val

Phe

Val

Leu

120

Gly

Leu

Gly

Leu

Gly

200

Val

Gln

Lys

Gly

Thr
280

77

Leu

Thr

Val

Asp

Gly

108

Asn

Gln

Cys

Lys

Glu

185

Phe

Pro

Met

Glu

Glu

265

Ser

Leu

Val

Leu

Pro

90

Arg

Lys

Asp

Met

Gln

170

Leu

Gly

Ile

Ala

Gln

250

Pro

Val

Ala

Val

Pro

75

Thr

Gly

Tyr

Asn

Val
155

Cys

Ile

Ala

Asp

Ala

235

Met

Val

Gly

Val

Pro

60

Asp

Thr

Gln

Asp

Arg

140

Gly

Thr

Thr

Met

Ile

220

Asp

Phe

Pro

Ser

Gly

45

Lys

Pro

Gln

Pro

Asp

125

Val

Asn

Ser

Asn

205

Cys

PLo

Ala

Asp

Ser
285

His

Val

Arg

Leu

110

Val

Asn

Ala

Thr

Val

190

Phe

Gly

Tyr

Arg

Thr

270

Ile

Pro

Ser

Lys

Leu

95

Gly

Glu

Val

Pro

Pro

175

Ile

Ala

Thr

Gly

His

255

Leu

Tyrxr

Gly

Phe

80

val

Val

Asn

Gly

Pro

160

Val

Gln

Asp

Thr

Asp

240

Phe

Ile

Val
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Asn Thr Pro
290

Lys Pro Tyr
305

Trp Gly Asn

Asn Met Thr

Ser Asp Tyr
355

Phe Ile Phe
370

Tyr Ile His
385

Leu Ser Pro

Gln Ser Gln

Pro Asp Pro
435

Lys Phe Ser
450

Leu Gln Ser
465

Phe Lys Lys

<210> 21
<211> 1404
<212> ADN

Ser

Trp

Gln

Leu

340

Lys

Gln

Thr

Pro

Ala

420

Tyr

Sexr

Gln

Gly

Leu

Leu

325

Cys

Glu

Leu

Met

Pro

405

Ile

Lys

Glu

Ala

<213> Papilomavirus bovino de tipo 1

<220>
<221> CDS
<2225 (1) .. (1404)
<223>

ES 2 634 256 T3

Ser

Gln

310

Phe

Ala

Tyr

Cys

Asn

390

Asn

Thr

Asn

Leu

Glu
470

Leu
2958
Lys
Val
Ser
Met
Ser
375
Pro
Gly
Cys
Leu
Asp
455

Pro

Val

Ala

Thr

Val

Arg

360

Ile

Ser

Thr

Gln

Ser

440

Gln

Asp

78

ser

Gln

Val

Thr

345

His

Thr

Val

Leu

Lys

425

Phe

Tyr

Ser

Gly

Val

330

Thr

Val

Leu

Leu

Glu

410

Pro

Trp

Pro

Ala

Glu

His

315

Asp

Ser

Glu

Ser

Glu

395

Asp

Thr

Glu

Leu

His
475

Ala

300

Asn

Thr

Sexr

Glu

Ala

380

Asp

Thr

Pro

Val

Gly
460

Tyr

Gln

Asn

Thr

Thr

Tyr

365

Glu

Trp

Tyr

Glu

Asn

445

Arg

Asn

Leu

Gly

Arg

Tyx

350

Asp

Val

Asn

Arg

Lys

430

Leu

Lys

Ile

Phe

Ile

Ser

335

Thr

Leu

Met

Phe

Tyr

415

Glu

Lys

Phe

Val

Asn

Cys

320

Thr

Asn

Gln

Ala

Gly

400

Val

Lys

Glu

Leu

Thr
480



<400> 21

atg
Met
1

agg
Arg

gta
val

gca
Ala

gtg
Val
65

tee
Ser

ggc
Gly

att
Ile

gceo
Ala

gat
Asp
145

ttg

Leu

cet
Pro

tct
Ser

tat
Ser

ggc
Gly

agt
Ser

act
Thr

gaa
Glu

att
Ile
50

gct
Ala

act
Thr

act
Thr

g9g
Gly

cect
Pro
130

ggc
Gly

tta
Leu

cta
Leu

gca
Ala

gga
Gly
210

gga
Gly

gca
Ala

tge
Cys

ggt
Gly
35

tat
Tyx

gca
Ala

aca
Thr

cgc
Arg

get
Ala
115

gct
Ala

att
Leu

gag
clu

gac
Asp

tac
Tyr
195

cta

Leu

gag
Glu

cga
Arg

aag
Lys
20

gac
Asp

ctg
Leu

gga
Gly

agc
Ser

agc
Ser
100

ctt
Leu

att
Ile

tet
Ser

cct
Pro

cat
His
180

cac

His

gaa
Glu

aac
Asn

aaa
Lys

caa
Gln

act
Thr

999
Gly

gga
Gly

ctg
Leu
85

agc
Ser

cgt
Arg

gte
Val

ata
Ile

gag
Glu
165

gca

Ala

gce
Ala

aat
Asn

ata
Ile

agg
Arg

geg
Ala

ata
Ile

gge
Gly

tea
Ser
70

gca
Ala

atc
Ile

cct
Pro

ace
Thr

ggc
Gly
150

ggt
Gly

aat
Asn

cct
Pro

att
Ile

gag
Glu

ES 2 634 256 T3

gtg
Val

gge
Gly

gca
Ala

cta
Leu
55

cct
Pro

tet
Sexr

aca
Thr

gga
Gly

cet
Pro
135

act
Thr

cct
Pro

tagg
Trp

ctg
Leu

ttt
Phe
215

cte
Leu

aaa
Lys

ace
Thr

gac
Asp
40

ggt
Gly

agg
Arg

gta
Val

gga
Cly

gct
Ala
120

gat
Asp

gac
Asp

gaa
Glu

caa
Gln

cag
Gln
200

gta
val

aca
Thr

cgt

tgt
Cys
25

aag

Lys

att
Ile

tat

gga
Gly

atc
Ile
105

tat
Tyx

gct
Ala

tet
Ser

gac
Asp

gtt
Val
185

ctg
Leu

gga
Gly

ttt
Phe

79

gca
Ala
10

cca
Pro

att
Ile

gga
Gly

gta
Val

tce
Ser
90

cee
Pro

gaa
Glu

gta
Val

tce
Ser

gtg
Val
170

agc

Ser

cag
Gln

999
Gly

Lttt
Phe

aat
Asn

ceca
Pro

tta
Leu

aca
Thr

coo
Pro
75

agg
Arg

etk
Leu

gac
Asp

cct
Pro

act
Thr
155

gca

Ala

aat
Asn

teec
Ser

gct
Ala

ggt
Gly

gte
val

gat
Asp

aaa
Lys

tgg
Trp
60

tta
Leu

gct
Ala

gac
Asp

act
Thr

dgcg
Ala
140

gaa
Glu

gte
Val

get
Ala

tag
Ser

999
Gly
220

tece
ser

tat
Tyr

gtg
Val

tta
Leu
45

tet
Ser

aga
Axg

ggt
Gly

acc
Thr

atg
Val
125

gac
Asp

act
Thr

tta
Leu

gtt
Val

att
Ile
205

tta

Leu

cca
Pro

gac
Asp

ata
Ile
30

gga
Gly

aca
Thr

acc
Thr

gca
Ala

cta
Leu
110

cte
Leu

aca
Thr

tta
Leu

gag
Glu

cat
His
190

gca

Ala

g99
Gly

cge
Arg

ctg
Leu
15

cct
Pro

gge
Gly

gga
Gly

tct
Ser

gce
Ala
95

gaa
Glu

cca
Pro

gg9
Gly

atc
Ile

ctg
Leu
178

cag
Gln

gaa
Glu

gat
Asp

aca
Thr

tac
Tyr

aag
Lys

ctt
Leu

aga
Arg

gga
Gly
80

act
Thr

act
Thr

gag
Glu

ata
Ile

aca
Thr
160

caa

Gln

ggc
Gly

aca
Thr

aca
Thr

agt
Ser

48

26

144

192

240

288

336

384

432

480

528

576

624

672

720



225

acc
Thr

agc
Ser

tca
Ser

cta
Leu

gac
Asp
305

gte
val

ata
Ile

gaa
Glu

gag
Glu

gtt
Val
385

aca

gtt
val

aca
Thr

aat
Asn

aaa
Lys
465

cee
Pro

aaa
Lys

tca
Ser

aaa
Lys
290

tat

agg

gca
Ala

gaa
Glu

cac
His
370
cgt
Arg

ggt
Gly

ggc
Gly

aca

aac
Asn
450

cat
His

cgt
Arg

aga
Arg

cag
Gln
278

ggt
Gly

att
Ile

tac

gtt
val

cca
Pro
355

gcce
Ala

agg
Arg

gtg
Val

cct
Pro

cca
Pro
435

tat
Tyr

gce
Ala

aac
Asn
tac
260
aca

Thr

ccc
Pro

gaa
Glu

teo
Ser

gat
Asp
340

999
Gly

ttg
Leu

gcg
Ala

gta
Val
gac
420

ata
Ile

agc
Ser

taa

ctg
Leu
245

tac

Tyr

ttt
Phe

agt
Ser

aca
Thr

tta
Leu
325
gaa
Glu

gac
Asp

cte
Leu

ctc
Leu

acc
405
tecg

Ser

atc
Ile

ttg
Leu

230

cct
Pro

aca
Thr

tca
Ser

ggc
Gly

cgg
Arg
310

agc

Ser

gac
Asp

tte
Phe

ccce
Pro

att
Ile
390

tat

aca
Thr

att
Ile

cat
His

ES 2 634 256 T3

caa
Gln

caa
Gln

aac
Asn

cgt
Arg
295

ggt
Gly

act

aca
Thr

gaa
Glu

aag
Lys
375

cca
Pro

ggc
Gly

tcc
Ser

att
Ile

cece
Pro
455

act
Thr

ata
Ile

cca
Pro
280

gtg
val

gg9g9
Gly

atc
Ile

caa
Gln

gaa
Glu
360

tca
Ser

ggt
Gly

tca
Ser

cct
Pro

gat
Asp
440

tecc
Ser

gca
Ala

cce
Pro
265

gtg
Val

g99
Gly

ggt
Gly

aca
Thr

999
Gly
345

att
Ile

tet
Ser

caa
Gln

cet
Pro

agc
Ser
425

ggc
Gly

ttg
Leu

80

cgyg
Arg
250

aca
Thr

tat
Tyr

cta
Leu

cag
Gln

gaa
Glu
330

cta
Leu

gag
Glu

act
Thr

ggc
Gly

gac
Asp
410

cta
Leu

cac
His

ttg
Leu

235

ggc
Gly

gaa
Glu

gat
Asp

agc
Ser

gtg
Val
315

gat
Asp

gca
Ala

cta
Leu

gca
Ala

tte
Phe
395

atg
Met

gtt
Val

aca
Thr

agg

atc
Ile

gac
Asp

cct
Pro

caa
Gln
300

gge
Gly

gtg
Val

bk
Phe

gat
Asp

cct
Pro
380

agt
Ser

tac

Tyr

att
Ile

gtg
val

aaa
Lys
460

ttg
Leu

cct
Pro

gag
Glu
285

gtg
Val

cca
Pro

gaa
Glu

ctt
Leu

gat
Asp
365

att
Ile

gea
Ala

eck
Pro

gat
Asp

gat
Asp
445

aga
Arg

aac
Asn

gat
Asp
270

cat
Pro

tat
Tyr

cag
Gln

gcc
Ala

ook
Pro
350

tta
Leu

ggt
Gly

aca
Thr

gct
Ala

gac
Asp
430

ctg
Leu

aaa
Lys

tgg
255
gte
val

gca
Ala

agg

ctg
Leu

ata
Ile
335

tta
Leu

ggt
Gly

agt
Ser

cgg
Arg

agc
Ser
415

aac
Asn

tat

aaa
Lys

240

| 4 ok o
Phe

et
Phe

gty
Val

cct
Pro

cat
His
320

cct
Pro

cat
His

gaa
Glu

gga
Gly

cee
Pro
400

cct

Pro

aca
Thr

agc
Ser

cgg
Arg

768

816

864

512

960

1008

1056

1104

1152

1200

1248

1296

1344

1392

1404



<210> 22
<211> 467
<212> PRT

<213> Papilomavirus bovino de tipo 1

<400> 22

Met Ser Ala Arg Lys

1

Arg

Val

Ala

Val

65

Ser

Gly

Ile

Ala

Asp

145

Leu

Pro

Ser

Ser

Thr

Glu

Ile

50

Ala

Thr

THE

Gly

Pro

130

Gly

Leu

Leu

Ala

Gly
210

Cys

Gly

35

Ala

Thxr

Ala
115

Ala

Leu

Glu

Asp

Tyr
195

Leu

Lys

20

Asp

Leu

Gly

Ser

Ser

100

Leu

Tle

Ser

Pro

His

180

His

Glu

5

Gln

Thr

Gly

Gly

Leu

85

Ser

Arg

Val

Ile

Glu

165

Ala

Ala

Asn

ES 2 634 256 T3

Arg

Ala

Ile

Gly

Ser

70

Ala

Ile

Pro

Thr

Gly

150

Gly

Asn

Pro

ile

Val
Gly
Ala
Leu
55

Pro
Ser
Thr
Gly
Pro
135
Thr
Pro
Trp

Leu

Phe
215

Lys

Thr

Asp

40

Gly

Arg

Val

Gly

Ala

120

Asp

Asp

Glu

Gln

Gln

200

Val

81

Arg

cys

25

Lys

Ile

Tyr

Gly

Ile
105

Tyr

Ala

Ser

Asp

Val

185

Leu

Gly

Ala

10

Pro

Ile

Gly

Val

Ser

90

Pro

Glu

Val

Ser

Val

170

Ser

Gln

Gly

Asn

Pro

Leu

Thr

Pro

75

Arg

Leu

Asp

Pro

Thr

155

Ala

Asn

Ser

Ala

Val

Asp

Lys

Trp

60

Leu

Ala

Asp

Thr

Ala

140

Glu

Val

Ala

Ser

Gly
220

Tyr Asp

Vval

Leu

45

Ser

Arg

Gly

Thr

Val

125

Asp

Thr

Leu

Val

Ile

205

Leu

Ile

30

Gly

Thr

Thr

Ala

Leu

110

Leu

Thr

Leu

Glu

His

150

Ala

Gly

Leu

15

Pro

Gly

Gly

Ser

Ala

95

Glu

Pro

Gly

Ile

Leu

175

Gln

Glu

Asp

Lys

Leu

Arg

Gly

80

Thr

Thr

Glu

Ile

Thr

160

Gln

Gly

'Thr

Thr



Gly

225

Thr

Ser

Ser

Leu

Asp

305

Val

Ile

Glu

Glu

Val

385

Thr

val

Thr

Asn

Gly

Pro

Lys

Ser

Lys

290

Tyr

Ala

Glu

His

370

Arg

Gly

Gly

Thr

Asn
450

Glu

Arg

Arg

Gln

b

Gly

Ile

Tyr

Val

Pro

355

Ala

Arg

Val

Pro

Pro
435

Tyr

Asn

Asn

Tyr

260

Thr

Pro

Glu

Ser

Asp

340

Gly

Leu

Ala

Val

Asp

420

Ile

Ser

Ile

Leu

245

Tyr

?he

Ser

Thr

Leu

325

Glu

Asp

Leu

Leu

Thr

405

Ser

Ile

Leu

ES 2 634 256 T3

Glu

230

Pro

Thr

Ser

Gly

Arg

310

Ser

Asp

Phe

Pro

Ile
390

Tyr

Thr

Ile

Leu

Gln

Gln

Asn

Arg

295

Gly

Thr

Thr

Glu

Lys

375

Pro

Gly

Ser

Ile

Pro
455

Thr

Thr

Ile

Pro

280

Val

Gly

Ile

Gln

Glu

360

Ser

Gly

Ser

Pro

Asp

440

Ser

82

Phe

Ala

Pro

265

Val

Gly

Gly

Thr

Gly

345

Ile

Ser

Gln

Pro

Ser

425

Gly

Leu

Phe

Arg

250

Thr

TyT

Leu

Gln

Glu

330

Leu

Glu

Thr

Gly

Asp

410

Leu

Leu

Gly

235

Gly

Glu

Asp

Serxr

Val

315

Asp

Ala

Leu

Ala

Phe

395

Met

Vval

Thr

Rrg

Ser

Ile

Asp

Pro

Gln

300

Gly

Val

Phe

Asp

Pro

380

Ser

Tyr

Ile

val

Lys
460

Pro

Leu

Pro

Glu

285

Val

Pro

Glu

Leu

Asp

365

Ile

Ala

Pro

Asp

Asp

445

Arg

Arg

Asn

Asp

270

Pro

Tyr

Gln

Ala

Pro

350

Leu

Gly

Thr

Ala

Asp

430

Leu

Lys

Thr

Trp

255

Val

Ala

Arg

Leu

Ile

335

Leu

Gly

Ser

Arg

Serxr

415

Asn

Tyr

Lys

Ser

240

Phe

Phe

Val

Pro

His

320

Pro

Glu

Gly

Pro

400

Pro

Thr

Ser

Arg
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<210> 23

<211> 1410
<212> ADN
<213> Sintético

<220>

<221> CDS
<2225 (1)..(1410)

<223>

<400> 23

atg
Met
1

agg
Arg

gtg
Val

gce
Ala

gtg
Val
65

tce
Ser

acc
Thr

ctt
Leu

gcc
Ala

gac
Asp
145

ctg

Leu

ccc
Pro

agc
Ser

acc
Thr

gag
Glu

atc
Ile
50

gce
Ala

acc
Thr

cgc
Arg

g99
Gly

cct
Pro
130

gce
Ala

ctg
Leu

ctg
Leu

gce
Ala

tgce
Cys

gge
Gly
35

tac

Tyx

gcc
Ala

tce
Ser

o ela
Pro

gcc
Ala
115

gcc

Ala

ctg
Leu

gag
Glu

gac
Asp

cgc
Arg

aag
Lys
20

gac
Asp

ctg
Leu

ggc
Gly

tae
Ser

toce
Ser
100

ctg
Leu

atc
Ile

teoe
Ser

cct
Pro

cgc
Arg

aag
Lys

cag
Gln

acc
Thr

ggc
Gly

ggc
Gly

ctg
Leu
85

ate
Ile

cgc
Arg

gtg
Val

atc
Ile

gag
Glu
165

cca
Pro

aga
Arg

gcc
Ala

atc
Ile

ggc
Gly

tca
Ser
70

gcc

Ala

ggc
Gly

cct
Pro

acc
Thr

ggc
Gly
150

ggc
Gly

acc

ES 2 634 256 T3

gtg
Val

ggc
Gly

gce
Ala

ctg
Leu
55

cca
Pro

tce
Ser

gcg
Ala

ggc
Gly

cct
Pro
135

aca
Thr

cee
Pro

tgg
Trp

Lys His Ala
465

aag
Lys

aca
Thr

gac
Asp

ggc
Gly

agg
Arg

atce
Ile

ggc
Gly

gtg
Val
120

gac

Asp

gac
Asp

gaa
Glu

cag
Gln

cgc
Arg

tgt
Cys
25

aag
Lys

atc
Ile

tac
Tyr

gga
Gly

ate
Ile
105

tac

gcc
Ala

teo
Ser

gac
Asp

gtg
Val

83

gcc
Ala
10

cca
Pro

atc
Ile

gga
Gly

acc
Thr

tce
Ser
90

cct
Pro

gag
Glu

gtg
Val

tcc
Ser

ata
Ile
170

age
Ser

agc
Ser

cca
Pro

ctg
Leu

aca

cca
Pro
75

aga
Arg

ctg
Leu

gac
Asp

cct
Pro

acc
Thr
155

gcc

Ala

aat
Asn

gcc
Ala

gat
Asp

aag
Lys

tagg
Trp
60

ctg
Leu

gce
Ala

gac
Asp

acc
Thr

gca
Ala
140

gag
Glu

gtg
Val

gct
Ala

tac

gtg
vVal

tte
Phe
45

tet
Ser

cgc
Arg

gtg
Val

acc
Thr

gtg
Val
125

gac
Asp

acc
Thr

ctg
Leu

gtg
Val

gac
Asp

atc
Ile
30

ggc
Gly

acc
Thr

acc
Thr

acc
Thr

ctg
Leu
110

ctg
Leu

tcc
Ser

ctg
Leu

gaa
Glu

cac
His

ctg
Leu
15

cga
Arg

ggc
Gly

gge
Gly

gcc
Ala

gcc
Ala
95

gaa
Glu

cce
Pro

ggc
Gly

atc
Ile

ctc
Leu
175

cag
Gln

tac

aag
Lys

ctg
Leu

agg
Arg

ggc
Gly
80

gg99
Gly

act
Thr

gaa
Glu

ctg
Leu

acc
Thr
160

cag

Gln

tece
Ser

48

96

144

192

240

288

336

384

432

480

528

576



tet
Ser

tct
Ser

ggc
Gly
225

acc

agc
Ser

tce
Ser

ctg
Leu

gat
Asp
305

gtg
Val

tac
Tyr

gag
Glu

acc
Thr

ggc
Gly
385

et

Pro

cco
Pro

gce
Ala

ggt
Gly
210

ggc
Gly

ccc
Pro

aag
Lys

teco
Ser

aag
Lys
290

acc
Thr

agg
Arg

acc
Thr

gag
Glu

cat
His
370

gtg
Val

acc
Thr

gtg
Val

tac

Tyr
195

tta
Leu

gag
Glu

cgc
Arg

cgg
Arg

cag
Gln
275

ggc
Gly

ctg
Leu

tac

gtg
Val

cag
Gln
355

cge

Arg

cge
Arg

ggc
Gly

acc
Thr

180
cac

His

gaa
Glu

aac
Asn

tcc
Ser

tac
260
acc

Thr

cct
Pro

acc

tcec
Ser

gat
Asp
340

gecc
Ala

ctg
Leu

aga
Axrg

gtg
Val

gac
Asp
420

gcc
Ala

aat
Asn

atc
Ile

atc
Ile
245

tac

Tyr

tte
Phe

agc
Ser

aca
Thr

ctg
Leu
325

gag
Glu

ggc
Gly

ctg
Leu

agc
Ser

gtg
Val

405

cct
Pro

cct
Pro

att
Ile

gag
Glu
230

gcc
Ala

acc
Thr

gcce
Ala

ggc
Gly

cgt
Arg
310

tce
Ser

aac
Asn

tte
Phe

cce
Pro

ctg
Leu
390

acc

Thr

gat
Asp
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ctc
Leu

ttt
Phe
215

ctg

Leu

tce
Ser

cag
Gln

aac
Asn

cgc
Arg
295
agc
Ser

acc

acc

gag
Glu

cag
Gln
37%

atc
Ile

tac

tct
Ser

cag
Gln
200

gta
val

acc
Thr

aag
Lys

gtg
Val

cce
Pro
280

gtg
Val

ggc
Gly

atc
Ile

cag
Gln

gag
Glu
360

aac
Asn

cet
Pro

ggc
Gly

acc

185

ctg
Leu

gga
Gly

tac

Tyr

tcc
Ser

cce
Pro
265

ctg

Leu

ggc
Gly

aca

cat
His

ggc
Gly
345

atc

Ile

acc
Thr

acc
Thr

tcc
Ser

tct
Ser
425

84

caa
Gln

ggce
Gly

ttc
Phe

cgce
Arg
250

accg
Thr

tac
Tyr

ctg
Leu

gag
Glu

gag
Glu
330

ctg
Leu

gag
Glu

tce
Ser

cga
Arg

cce
Pro
410

cct
Pro

tce
Ser

tecg
Ser

ggc
Gly
235

ggc
Gly

gaa
Glu

gag
Glu

tce
Ser

gtg
Val
315

gat
Asp

gcc
Ala

ctc
Leu

tece
Ser

gag
Glu
395

gac

Asp

agc
Ser

tcc
Ser

ggt
Gly
220

 af oo
Ser

atc
Ile

gat
Asp

gcc
Ala

cag
Gln
300

ggc
Gly

gtg
Val

ttc
Phe

gac
Asp

acc
Thr
380

tte
Phe

acc
Thr

ctg
Leu

atc
Ile
205

tta
Leu

cecce
Pro

ctg
Leu

cecce
Pro

gag
Glu
285

gtg
val

cee
Pro

gag
Glu

gtg
Val

gat
Asp
365

ccce
Pro

agc
Ser

tac

gtg
Val

190

gcc
Ala

999
Gly

cgc
Arg

aac
Asn

gaa
Glu
270

cce
Pro

tac

Tyr

cag
Gln

gct
Ala

ccce
Pro
350

tte
Phe

gtg
val

gcc
Ala

tcc
Ser

atc
Ile
430

gag
Glu

gat
Asp

acc

tgg

255

gtg
Val

gce
Ala

aag
Lys

ctg
Leu

atc
Ile
335

ctg
Leu

agc
Ser

gge
Gly

acc
Thr

gct
Ala
415

gac
Asp

aca

acc

agc
Sex
240

ttc
Phe

tte
Phe

gtg
val

cct
Pro

cat
His
320

cce
Pro

cat
His

gag
Glu

agc
Ser

cgg
Arg
400

agc

Ser

gac
Asp

624

672

720

768

816

B64

912

960

1008

1056

1104

1152

1200

1248

1296
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tac agc
Tyr Ser
450

aag cgc
Lys Arg
465

<210> 24
<211> 469
<212> PRT

acc
Thr
435

agc

Ser

aag
Lys

<213> Sintético

<400> 24

Met

1

Arg

Val

Ala

Val
65

Ser

Thx

Leu

Ala

Asp

145

Leu

Ser

Thr

Glu

Ile

50

Ala

Thr

Arg

Gly

Pro

130

Ala

Leu

acc
Thr

aac
Asn

cat
His

Ala

Cys

Gly
35

Tyr

Ala

Ser

Pro

Ala

115

Ala

Leu

Glu

ccce
Pro

tac

Tyr

gcc
Ala

Arg

Lys

20

Asp

Leu

Gly

Ser

Ser

100

Leu

Ile

Ser

Pro

atc
Ile

acc
Thr

taa

Lys

Gln

Thr

Gly

Gly

Leu

85

Ile

Arg

Val

Ile

Glu
165
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ate atec atec gac ggc cac aca gtg gat ctg
Ile Ile Ile Asp Gly His Thr Val Asp Leu

440

445

ctg cat ccc tecc ctg ctg agg aag cgc aag
Leu His Pro Ser Leu Leu Arg Lys Arg Lys

455

Arg

Ala

Ile

Gly

Ser

70

Gly

Pro

Gly
150

Gly

val

Gly

Ala

Leu

55

Pro

Ser

Ala

Gly

Pro

135

Thr

Pro

Lys

Thx

Asp

40

Gly

Arg

Ile

Gly

Val

120

Asp

Asp

Glu

85

Arg Ala

Cys

25

Lys

Ile

Tyx

Gly

Ile

105

Ala

Ser

Asp

10

Pro

Tle

Gly

Ser

90

Pro

Glu

Val

Ser

Ile
170

460

Ser

Pro

Leu

Thr

Pro

75

Arg

Leu

Asp

Pro

Thr

155

Ala

Ala

Asp

Lys

60

Leun

Ala

Asp

Thr

Ala

140

Glu

val

Tyr

val

Phe

45

Ser

Arg

val

Thxr

val

125

Asp

Thr

Leu

Asp

Ile

30

Gly

Thr

Thr

Thr

Leu

110

Leu

Ser

Leu

Glu

Leu

15

Axrg

Gly

Gly

Ala

Ala

95

Glu

Pro

Gly

Ile

Leu
175

Lys

Leu

Arg

Gly

80

Gly

Thr

Glu

Leu

Thr

160

Gln

1344

1392

1410
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Ser

Ser

Gly
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Thr

Ser

Ser

Leu

Asp

305

Val

Glu

Thr

Gly

385

Pro

Leu

Ala

Gly

210

Gly

Pro

Lys

Ser

Lys

2380

Thr

Thr

Glu

His

370

val

Thr

Asp

Tyr

195

Leu

Glu

Arg

Arg

Gln

275

Gly

Leu

Val

Gln

355

Arg

Arg

Gly

Axg

180

His

Glu

Asn

Ser

Tyr

260

Thr

Pro

Thr

Ser

Asp

340

Ala

Leu

Axrg

Val

Pro

Ala

Asn

Ile

Ile

245

Tyr

Phe

Ser

Thr

Leu

325

Glu

Gly

Leu

Ser

Val
405
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Thr

Pro

Ile

Glu

230

Ala

Thr

Ala

Gly

Arg

310

Ser

Asn

Phe

Pro

Leu

390

Thr

Trp

Leu

Phe

215

Leu

Ser

Gln

Asn

Arg

295

Ser

Thr

Thr

Glu

Gln

375

Ile

Tyr

Gln

Gln

200

Val

Thr

Lys

val

Pro

280

Val

Gly

Ile

Gln

Glu

360

Asn

Pro

Gly

86

val
185
Leu
Gly
Tyr
Ser
Pro
265
Leu
Gly
Thr
His
Gly
345
Ile
Thr

Thr

Ser

Ser

Gln

Gly

Phe

Arg

250

Thr

Tyr

Leu

Glu

Glu

330

Leu

Glu

Ser

Pro
410

Asn

Ser

Ser

Gly

235

Gly

Glu

Glu

Ser

Val

315

Asp

Ala

Leu

Ser

Glu

385

Asp

Ala

Ser

Gly

220

Ser

Ile

Asp

Ala

Gln

300

Gly

Val

Phe

Asp

Thr

380

Phe

Thr

Val

Ile

205

Leu

Pro

Leu

Pro

Glu

285

Val

Pro

Glu

val

Asp

365

Pro

Ser

His

190

Ala

Gly

Arg

Asn

Glu

270

Pro

Tyr

Gln

Ala

Pro

350

Phe

Val

Ala

Ser

Gln

Glu

Asp

Thr

Trp

255

val

Ala

Lys

Leu

Ile

335

Leu

Ser
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Thr

Ala
415

Ser

Ser

240

Phe

Phe
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Pro
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320

Pro
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Glu
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Pro Val Thr Asp Pro Asp Ser Thr Ser Pro Ser Leu Val Ile Asp Asp
420 425 430

Thr Thr Thr Thr Pro Ile Ile Ile Ile Asp Gly His Thr Val Asp Leu
435 440 445

Tyr Ser Ser Asn Tyr Thr Leu His Pro Ser Leu Leu Arg Lys Arg Lys

10

15

20

25

30

35

40

45

450 455 460

Lys Arg Lys His Ala
465

<210> 25

<211>5

<212> PRT

<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> Motivo pentapeptidico hidréfobo de ornitina descarboxilasa

<400> 25

Ala Arg Ile Asn Val
1 5

<210> 26

<211> 11

<212> PRT

<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> Motivo hidréfobo hallado en marcadores C terminales de polipéptidos aberrantes

<400> 26

Ala Ala Asn Asp Glu Asn Tyr Ala Leu Ala Ala
1 5 10

<210> 27

<211>9

<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Motivo de degradacion intracelular rapida

<220>

<221> MISC_FEATURE
<222>(2) .. (2)

<223> X= cualquier aminoacido

<220>

<221> MISC_FEATURE

<222> (6) .. (6)

<223> X= cualquier aminoacido

<220>

<221> MISC_FEATURE

<222> (8) .. (8)

<223> X= cualquier aminoacido
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<400> 27
Arg Xaa Ala Leu Gly Xaa Ile Xaa Asn
1 5
5 <210> 28
<211>10
<212> PRT

<213> Secuencia Atrtificial

10 <220>
<223> Degradacion intracelular rapida de ciclina

<400> 28

Lys Thr Lys Arg Asn Tyr Ser RAla Arg Asp

15 1 5 10
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REIVINDICACIONES

1. Una composicién que comprende un primer antigeno que corresponde a un antigeno diana o un polinucleétido a
partir del cual se expresa el primer antigeno, junto con un segundo antigeno que corresponde a una forma
modificada del antigeno diana y que es un derivado del primer antigeno, en la que la velocidad de degradacion
proteolitica intracelular del segundo antigeno se aumenta, potencia o de otro modo eleva en relacion con el primer
antigeno, o un polinucledtido a partir del cual se expresa el segundo antigeno, en la que el segundo antigeno
comprende una sefial de degradacion intracelular que comprende una ubiquitina o un fragmento biolégicamente
activo de la misma, en la que el primer antigeno es adecuado para provocar una respuesta inmunitaria humoral al
antigeno diana, en la que el segundo antigeno es adecuado para provocar una respuesta inmunitaria celular al
antigeno diana, y en la que dicha composicion es adecuada para provocar una respuesta inmunitaria humoral y
celular contra el antigeno diana.

2. La composicion de la reivindicacion 1, en la que dicha ubiquitina o fragmento biolégicamente activo de la misma
se fusiona, o de otro modo conjuga, con dicho segundo antigeno.

3. La composicion de la reivindicacion 1 o 2, en la que dicho primer antigeno conserva mas de aproximadamente el
50 % de su estructura terciaria después de aproximadamente 3 minutos en condiciones intracelulares o similares a
intracelulares.

4. La composicién de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3, en la que la semivida intracelular de dicho primer
antigeno es superior a aproximadamente 3 minutos.

5. La composicion de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 4, en la que la semivida intracelular de dicho
segundo antigeno es inferior a aproximadamente 3 minutos.

6. La composicion de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 5, en la que el nivel de degradacion proteolitica de
dicho segundo antigeno es al menos aproximadamente 5 % superior al de dicho primer antigeno.

7. La composicién de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 6, en la que dicho antigeno diana corresponde a al
menos una porcion de una proteina estructural.

8. La composicion de la reivindicacion 7, en la que dicha proteina estructural es una proteina estructural de un
organismo patégeno.

9. La composicion de la reivindicaciéon 7, en la que dicha proteina estructural es una proteina virica.

10. La composicion de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 9, en la que dicho antigeno diana corresponde a al
menos una porcion de una proteina de la capside virica.

11. La composicién de la reivindicacion 10, en la que dicha proteina de la capside virica es resultado de un virus
cristalino.

12. La composicion de la reivindicaciéon 10, en la que dicha proteina de la capside virica se selecciona entre las
proteinas L1 y/o L2 del virus del papiloma, VP 1-3 de poliomavirus, VP 1-6 del virus de la lengua azul, antigeno de
superficie de la hepatitis B, antigeno de superficie de la hepatitis C, las proteinas de la capside de parvovirus, las
proteinas de la capside de particulas de levadura Ty, las proteinas de la capside de retrovirus, las proteinas de la
capside de rotavirus, las proteinas de la capside de coronavirus o las proteinas de la capside de adenovirus.

13. La composicion de la reivindicacion 10, en la que dicha proteina de la capside virica es una proteina de la
capside del virus del papiloma.

14. La composicion de la reivindicaciéon 13, en la que dicha proteina de la capside virica se selecciona entre las
proteinas de la capside L1 y L2 de un virus del papiloma.

15. La composicion de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 14, que comprende ademas un adyuvante.

16. La composicion de la reivindicacion 15, en la que dicho adyuvante administra dicho segundo antigeno a la via
del complejo mayor de histocompatibilidad (CMH) clase |.

17. La composiciéon de la reivindicacion 15, en la que dicho adyuvante es un ISCOM, una listeriolisina o una
citolisina, que media la administracion de los antigenos al citosol de una célula diana.

18. La composicién de la reivindicacion 17, en la que dicha citolisina se vincula o asocia de otro modo con uno o con
los dos de dichos antigenos.
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19. La composicion de la reivindicacion 1, en la que dicha composicion comprende:

- un primer polinucleétido que codifica dicho primer antigeno;

y
- un segundo polinucleétido que codifica dicho segundo antigeno;

en la que dicho primer polinucleétido y dicho segundo polinucleétido se vinculan operativamente a un polinucleétido
regulador comun o a diferentes polinucledtidos reguladores.

20. La composiciéon de la reivindicacion 19, en la que dicho segundo polinucleétido comprende una primera
secuencia de acidos nucleicos que codifica un antigeno que corresponde al antigeno diana y que se vincula en el
marco de lectura con una segunda secuencia de acidos nucleicos que codifica una ubiquitina o un fragmento
bioldgicamente activo de la misma.

21. La composicion de la reivindicacion 19 o 20, en la que dicho segundo polinucleétido comprende una primera
secuencia de acidos nucleicos que codifica un antigeno que corresponde al antigeno diana y que se vincula cadena
abajo y en el marco de lectura con una segunda secuencia de acidos nucleicos que codifica una ubiquitina o un
fragmento biolégicamente activo de la misma.

22. La composicion de la reivindicacion 19 o 20, en la que dicho segundo polinucleétido comprende una primera
secuencia de acidos nucleicos que codifica un antigeno que corresponde al antigeno diana y que se vincula cadena
arriba y en el marco de lectura con una segunda secuencia de acidos nucleicos que codifica una ubiquitina o un
fragmento biolégicamente activo de la misma.

23. La composicion de una cualquiera de las reivindicaciones 19 a 22, en la que dicho primer polinucleétido y/o dicho
segundo polinucledtido se optimiza por codones para permitir una expresion potenciada de un antigeno asi
codificado en una célula diana.

24. La composicion de una cualquiera de las reivindicaciones 19 a 23, en la que dicho primer polinucleétido y/o dicho
segundo polinucledtido se optimiza por codones para permitir una expresion superior del antigeno asi codificado en
una célula diana que en otra célula.

25. La composicién de una cualquiera de las reivindicaciones 19 a 24, en la que dicho primer polinucleétido y dicho
segundo polinucledtido estan presentes en al menos una construccion sintética.

26. La composicién de una cualquiera de las reivindicaciones 19 a 25, en la que dicho primer polinucleétido y dicho
segundo polinucledtido estan presentes en la misma construccion sintética.

27. La composicion de una cualquiera de las reivindicaciones 19 a 25, en la que dicho primer polinucleétido y dicho
segundo polinucledtido estan presentes en diferentes construcciones sintéticas.

28. La composicion de una cualquiera de las reivindicaciones 19 a 27, que comprende ademas un portador y/o un
diluyente farmacéuticamente aceptable.

29. La composicion de una cualquiera de las reivindicaciones 19 a 28, que comprende ademas un adyuvante.
30. Una célula hospedadora que comprende la composiciéon de una cualquiera de las reivindicaciones 25 a 27.

31. Un método de producciéon de una composicion para provocar una respuesta inmunitaria humoral y celular contra
un antigeno diana, comprendiendo el método la combinacion

de un primer antigeno correspondiente al antigeno diana o un polinucleoétido a partir del cual se expresa el primer
antigeno,

con

un segundo antigeno o un polinucleétido a partir del cual se expresa el segundo antigeno, en el que el segundo
antigeno corresponde a una forma modificada del antigeno diana y es un derivado del primer antigeno y en el
que el segundo antigeno comprende una ubiquitina o un fragmento biolégicamente activo de la misma,

en el que el primer antigeno es adecuado para provocar una respuesta inmunitaria humoral al antigeno diana y el
segundo antigeno es adecuado para provocar una respuesta inmunitaria celular al antigeno diana.

32. El método de la reivindicacién 31, que comprende ademas la optimizacion de la composicién de codones de un
polinucledtido parental que codifica un antigeno seleccionado entre el grupo que consiste en el primer antigeno y el
segundo antigeno para construir un polinucleétido optimizado por codones, mediante el cual la expresion del
antigeno a partir del polinucleétido optimizado por codones en dicha al menos una célula receptora se aumenta,
potencia o de otro modo eleva con relacién a la de dicho polinucleétido parental.
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33. El método de la reivindicacion 32, en el que dicha optimizacién se realiza:

- seleccionando un primer coddn del polinucleétido parental para reemplazarlo con un codén sinénimo, en el que
el primer codoén se selecciona sobre la base de que tiene una eficacia de traduccion superior a la de dicho codén
sinénimo en al menos dicha célula receptora, y

- reemplazando dicho primer codén con dicho coddn sinénimo para construir dicho polinucleétido optimizado por
codones.

34. El método de la reivindicacion 32 o 33, en el que dicha optimizacién se realiza:

- seleccionando un primer coddn del polinucleétido parental para reemplazarlo con un codén sinénimo que tiene
una eficacia de traduccion superior en dicha célula receptora que en otra célula; y

- reemplazando dicho primer codén con dicho codén sinénimo para formar dicho polinucleétido optimizado por
codones.

35. El método de una cualquiera de las reivindicaciones 31 a 34, que comprende ademas poner en contacto las
células presentadoras de antigeno con el primer antigeno o con el polinucleétido a partir del cual se expresa el
primer antigeno, y con el segundo antigeno o con el polinucledtido a partir del cual se expresa el segundo antigeno,
durante un tiempo y en condiciones suficientes para expresar una forma procesada del primer antigeno y una forma
procesada del segundo antigeno para su presentacion a las células T y modulacion de las mismas.

36. El método de la reivindicacion 35, en el que las células presentadoras de antigeno se seleccionan entre las
células dendriticas, macréfagos y células B.

37. El método de la reivindicacion 35, en el que las células presentadoras de antigeno son células dendriticas.

38. El método de la reivindicacion 35, que comprende ademas combinar el primer antigeno o polinucleétido a partir
del cual se expresa el primer antigeno y el segundo antigeno o polinucleétido a partir del cual se expresa el segundo
antigeno con un portador y/o un diluyente farmacéuticamente aceptable.

39. El método de la reivindicacion 35, que comprende ademas combinar el primer antigeno o polinucleétido a partir
del cual se expresa el primer antigeno y el segundo antigeno o polinucleétido a partir del cual se expresa el segundo
antigeno con un adyuvante.

40. El método de la reivindicacion 35, en el que dichas células T son linfocitos T citotdxicos (LTC).

41. El método de la reivindicacion 35, que comprende ademas el aislamiento de células presentadoras de antigeno
de una poblacion heterogénea de células.

42. Una composicidon segun se define en una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 29 para su uso como
medicamento.

43. Una composicion segun se define en una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 29 para su uso en la provocacion
de una respuesta inmunitaria humoral y celular contra un antigeno diana.

44. Uso de una composicion segun una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 29, en la fabricacion de un
medicamento para provocar una respuesta inmunitaria humoral y celular contra un antigeno diana o modular una
respuesta inmunitaria, por lo que, tras la administracion, dicho primer antigeno y dicho segundo antigeno se
expresan conjuntamente en la misma célula receptora o se expresan por separado en diferentes células receptoras.

45, El uso de la reivindicacion 44, en el que dicha célula o células receptoras se seleccionan entre una célula
dendritica, un macrofago o una célula B.

46. Uso de un primer antigeno segun se define en la reivindicacion 1 o un polinucleétido a partir del cual se expresa
dicho primer antigeno en la fabricacion de un medicamento para provocar una respuesta inmunitaria humoral y
celular contra dicho antigeno diana, en el que dicho medicamento se coadministra con un segundo antigeno segun
se define en la reivindicacion 1 o un polinucleétido a partir del cual se expresa dicho segundo antigeno.

47. Uso de un segundo antigeno segun se define en la reivindicacion 1 o un polinucledtido a partir del cual se
expresa dicho segundo antigeno en la fabricacion de un medicamento para provocar una respuesta inmunitaria
humoral y celular contra dicho antigeno diana, en el que dicho medicamento se coadminstra con un primer antigeno
segun se define en la reivindicacion 1 o un polinucleétido a partir del cual se expresa dicho primer antigeno.

48. Uso de una composicién de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 29 en la fabricacién de un medicamento
para provocar una respuesta humoral y celular contra un antigeno diana.
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