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DESCRIPCION
Vacunas.

Campo de lainvencién

La presente invencion se refiere a construcciones de acido nucleico, a células huésped que comprenden dichas
construcciones y a su uso en vacunas de acido nucleico. La invencion también se refiere a formulaciones de vacuna
que comprenden dichas construcciones y al uso de dichas formulaciones en medicina. En particular, la invencion se
refiere a vacunas de ADN que son utiles en la profilaxis y tratamiento de infecciones por VIH, mas particularmente
cuando se administran mediante liberacion mediada por particula.

Antecedentes de lainvencion

El VIH-1 es la causa principal del sindrome de inmunodeficiencia adquirida (SIDA), que se considera uno de los
mayores problemas de salud en todo el mundo. Aunque se han realizado exhaustivas y extensas investigaciones en
todo el mundo para producir una vacuna, hasta ahora dichos esfuerzos no han tenido éxito.

Se han descrito proteinas que no pertenecen a la cubierta del VIH-1 e incluyen, por ejemplo, proteinas de la
estructura interna, tales como los productos de los genes gag y pol y otras proteinas estructurales tales como Rev,
Nef, Vif y Tat (Green y col., New England J. Med, 324, 5, 308 y sig. (1991) y Bryant y col. (Ed. Pizzo), Pediatr. Infect.
Dis. J., 11, 5, 390 y sig. (1992)).

El gen gag se traduce a partir del ARN de longitud completa para dar una poliproteina precursora que después se
fragmenta en 3-5 proteinas de la capside; la proteina de la matriz, la proteina de la capside y la proteina de unién a
acido nucleico y proteasa. (1. Fundamental Virology, Fields BN, Knipe DM and Howley M 1996 2. Fields Virology vol
2 1996).

El gen gag da lugar a la proteina precursora Gag de 55 kilodalton (kDa), también denominada p55, que se expresa a
partir del ARNm viral sin ayustar. Durante la traduccion, el extremo N-terminal de p55 se miristoila, desencadenando
su asociacién con el lado citoplasmico de las membranas celulares. La poliproteina Gag asociada con la membrana
recluta dos copias del ARN gendmico viral junto con otras proteinas virales y celulares que desencadenan la
gemacion de la particula viral a partir de la superficie de una célula infectada. Tras la gemacion, la p55 es
fragmentada por la proteasa codificada por el virus (un producto del gen pol) durante el proceso de la maduracién
viral en cuatro proteinas mas pequefias denominadas MA (matriz [p17]), CA (capside [p24]), NC (nucleocapside [p9])

y p6. (4)

Ademas de las 3 proteinas Gag principales, todos los precursores de Gag contienen otras varias regiones que se
fragmentan y permanecen en el viribn como péptidos de varios tamafios. Estas proteinas tienen diferentes
funciones, por ejemplo la proteina p2 tiene un papel propuesto en la regulacion de la actividad de la proteasa y
contribuye a la correcta cronologia del procesamiento proteolitico.

El polipéptido MA deriva del extremo miristolado en N terminal de p55. La mayoria de las moléculas de MA
permanecen unidas a la superficie interna de la bicapa lipidica del virion, estabilizando la particula. Una
subpoblacién de MA es reclutada en el interior de las capas mas profundas del viriéon, donde pasa a formar parte del
complejo que escolta al ADN viral al nucleo. (5) Estas moléculas de MA facilitan el transporte nuclear del genoma
viral porque la maquinaria de importacioén nuclear de la célula reconoce una sefial cariofilica en MA. Este fenédmeno
permite que el VIH infecte las células que no estan en division, una propiedad inusual para un retrovirus.

La proteina p24 (CA) forma el nucleo coénico de las particulas viricas. Se ha demostrado con la ciclofilina A
interacciona con la regién p24 de p55, lo que conduce a su incorporacion en las particulas de VIH. La interaccion
entre Gag y ciclofilina A es esencial porque la rotura de esta interaccion por la ciclosporina A inhibe la replicacion
viral.

La region NC de Gag es responsable de reconocer especificamente la asi llamada sefial de empaquetamiento del
VIH. La sefial de empaquetamiento consiste en cuatro estructuras en bucle troncales localizadas cerca del extremo
5 del ARN viral y es suficiente para mediar en la incorporacion de un ARN heterdlogo en viriones del VIH-1. NC se
une a la sefal de empaquetamiento a través de interacciones mediadas por dos motivos en dedo de cinc. NC
también facilita la transcripcion reversa.

La regioén del polipéptido p6 media las interacciones entre Gag p55 y la proteina accesoria Vpr, lo que conduce a la
incorporacion de Vpr en los viriones en ensamblaje. La regién p6 también contiene un asi llamado dominio tardio
que es necesario para la liberacion eficiente de los viriones en gemacion de una célula infectada.

El gen pol codifica dos proteinas que contienen las dos actividades necesarias por el virus en la infeccion temprana,
la RT y la proteina integrasa necesaria para la integraciéon del ADN del virus en el ADN de la célula. El producto
principal de Pol es escindido por la proteasa del virion para dar el péptido RT amino terminal que contiene
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actividades necesarias para la sintesis de ADN (ADN polimerasa dirigida por ARN y por ADN, ribonucleasa H) y la
proteina integrasa en carboxi terminal.

La RT del VIH es un heterodimero de RT de longitud completa (p66) y un producto de escision (p51) que carece del
dominio integrasa de ARNasa carboxi-terminal.

La RT es una de las proteinas mas altamente conservadas codificadas por el genoma del retrovirus. Dos actividades
principales de la RT son la ADN Pol y la ribonucleasa H. La actividad ADN Pol de la RT usa ARN y ADN como
moldes de forma intercambiable y, como todas las ADN polimerasas conocidas no puede iniciar la sintesis de ADN
de novo, requiere una molécula preexistente que sirva como cebador (ARN).

La actividad ARNasa H inherente a todas las proteinas RT desempefia el papel esencial temprano en la replicacion
de eliminar el genoma de ARN a medida que progresa la sintesis de ADN. Degrada selectivamente el ARN de todas
las moléculas hibridas de ARN-ADN. Estructuralmente, la polimerasa y la ribo H ocupan dominios separados no
solapantes, con el Pol abarcando los dos tercios amino de la Pol.

La subunidad catalitica de p66 se pliega en 5 subdominios distintos. Los 23 amino terminales de éstos tienen la
parte de la actividad RT. EL extremo carboxi de éstos es el dominio de ARNasa H.

Tras la infeccién de la célula huésped, el genoma de ARN retroviral se copia en el ADN ds lineal por la transcriptasa
inversa que esta presente en la particula infectante. La integrasa (revisada en Skalka AM "99 Adv in Virus Res 52
271-273) reconoce los extremos del ADN viral, los recorta y acompana al ADN viral a un sitio cromosémico del
huésped para catalizar la integracion. Muchos Sitios en el ADN huésped pueden ser dianas para la integracion.
Aunque la integrasa es suficiente para catalizar la integracion in vitro, no es la Unica proteina asociada con el ADN
viral in vivo, el complejo grande proteina-ADN viral aislado de las células infectadas se ha denotado complejo de
preintegracion. Esto facilita la adquisicion de los genes de la célula huésped por los genomas virales de la progenie.

La integrasa esta formada por 3 dominios distintos, el dominio N terminal, el ndcleo catalitico y el dominio C terminal.
El dominio central catalitico contiene todos los requisitos para la quimica de la transferencia de polinucleotidilos.

Se sabe que la proteina Nef produce la eliminacion de CD4, el receptor del VIH, de la superficie celular, pero la
importancia bioldgica de esta funcion es objeto de debate. Adicionalmente, la Nef interacciona con la via de
sefializacion de las células T e induce un estado activo, que, a su vez, puede estimular una expresion génica mas
eficiente. Algunos aislados de VIH presentan mutaciones en esta regiéon, que hacen que no codifiquen proteina
funcional y que estén gravemente comprometidos en su replicacion y patogénesis in vivo.

Las vacunas de ADN usualmente consisten en un vector plasmidico bacteriano en el que se inserta un promotor
fuerte, el gen de interés que codifica un péptido antigénico y secuencias de poliadenilaciéon/terminacion de la
transcripcion. El gen de interés puede codificar una proteina completa o, simplemente, una secuencia peptidica
antigénica relacionada con el patégeno, tumor u otro agente contra el que se quiera proteger. El plasmido se puede
cultivar en bacterias, tales como, por ejemplo, E. coli y después puede aislarse y prepararse en un medio adecuado,
dependiendo de la via de administracion prevista, antes de su administraciéon al huésped. Tras la administracion, el
plasmido es captado por las células del huésped, donde el péptido codificado se produce. Preferentemente, el vector
plasmidico se elaborara sin un origen de replicacion que sea funcional en células eucariotas para evitar la
replicacién del plasmido en el mamifero huésped y la integracién dentro del ADN cromosoémico del animal afectado.

Hay un numero de ventajas de la vacunacién con ADN con respecto a las técnicas de vacunacion tradicionales. En
primer lugar, se predice que dado que las proteinas que estan codificadas por la secuencia de ADN se sintetizan en
el huésped, la estructura o conformacién de la proteina sera similar a la de la proteina nativa asociada con el estado
de enfermedad. También es probable que la vacunacion con ADN ofrezca proteccion contra diferentes cepas de un
virus, generando una respuesta de linfocitos T citotoxicos que reconozcan epitopos de proteinas conservadas.
Ademas, dado que los plasmidos son captados por las células huésped donde se puede producir la proteina
antigénica, se producira una respuesta inmunitaria duradera. La tecnologia también ofrece la posibilidad de
combinar diversos inmunogenes en una unica preparacion para facilitar la inmunizacién simultanea en relacion con
una serie de estados morbosos.

En Donnelly y col. "DNA vaccines" Ann. Rev Immunol. 1997 15: 617-648, cuya divulgacién se incluye en el presente
documento en su totalidad por medio de referencia, se proporciona informacién de antecedentes util en relacién con
la vacunacién con ADN.

Se describen vacunas de politopos de ADN politopos contra VIH en Woodberry y col., Journal of virology, 1999, vol.
73, No. 7, p. 5320-5325.

Sumario de lainvencién

La presente invencion proporciona construcciones novedosas para usar en vacunas de acidos nucleicos para la
profilaxis y tratamiento de infecciones por VIH y SIDA, segun se define en las reivindicaciones.
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Se divulga una molécula de acido nucleico que comprende una secuencia de nucleétidos que codifica la proteina
gag del VIH o un fragmento de la misma unida a una secuencia de nucleétidos que codifica un antigeno adicional del
VIH, o un fragmento del mismo y se une de forma operable a un promotor heterdlogo. El fragmento de dicha
secuencia de nucledtidos codificarda un epitopo de VIH y tipicamente codificara un péptido de al menos 8
aminoacidos. La secuencia de nucledtidos es, preferentemente, una secuencia de ADN y preferentemente esta
contenida dentro de un plasmido sin un origen de replicacién. Dichas moléculas de acido nucleico se formulan con
excipientes, vehiculos, diluyentes o coadyuvantes farmacéuticamente aceptables para producir una composicion
farmacéutica adecuada para el tratamiento y/o profilaxis de la infeccion por VIH y SIDA.

En una realizacion preferida la secuencia de ADN se formula sobre la superficie de particulas o perlas inertes
adecuadas para la liberaciéon de farmaco mediada por particulas. Preferentemente las perlas son oro.

La invencion proporciona una secuencia de ADN que altamente expresada codifica una proteina gag cuya secuencia
esta optimizada para imitar el uso de codones de los genes en células de mamifero. En particular, la proteina gag
esta optimizada para imitar la de los genes humanos de expresion alta.

El codigo de ADN tiene 4 letras (A, T, C y G) y usa éstas para deletrear “codones” de tres letras que representan los
aminoacidos que codifican las proteinas en los genes de un organismo. La secuencia lineal de los codones a lo largo
de la molécula de ADN se traduce en la secuencia lineal de aminoacidos en la(s) proteina(s) codificada(s) por esos
genes. El cédigo es altamente degenerado, con 61 codones que codifican para los 20 aminoacidos naturales y 3
codones que representan sefales de “terminacion”. Por tanto, los aminoacidos estan codificados por mas de un
codon, de hecho varios estan codificados por cuatro o mas codones diferentes.

Cuando mas de un coddn esta disponible para codificar un aminoacido dado, se ha observado que los patrones de
uso de codones de los organismos son altamente no aleatorios. Especies diferentes muestran un sesgo diferente en
su seleccion de codones y, ademas, el uso de codones puede ser marcadamente diferente en una Unica especie
entre genes que se expresan a niveles altos y bajos. Este sesgo es diferente en virus, plantas, bacterias y células de
mamifero y algunas especies muestran un sesgo mas fuerte alejado de una seleccion aleatoria del codon con
respecto a otras. Por ejemplo, los seres humanos y otros mamiferos estan menos fuertemente sesgados que ciertas
bacterias o virus. Por estas razones, existe una probabilidad significativa de que un gen de mamifero expresado en
E.coli o un gen extrafio o recombinante expresado en células de mamifero tenga una distribuciéon inadecuada de
codones para expresion eficiente. Se cree que la presencia en una secuencia de ADN heterdélogo de grupos de
codones, o una abundancia de codones que rara vez se observan en el huésped en el que va a ocurrir la expresion
es predictiva de niveles bajos de expresion heteréloga en dicho huésped.

Se divulga una secuencia polinucleotidica de gag que codifica una secuencia de aminoacidos, en la que el patrén de
uso de codones de la secuencia polinucleotidica imita aquella de los genes de mamiferos altamente expresados.
Preferentemente, la secuencia polinucleotidica es una secuencia de ADN. Deseablemente, el patron de uso de
codones de la secuencia polinucleotidica es la habitual de genes humanos altamente expresados.

En los polinucleétidos de la presente invencién, el patrén de uso de codones esta alterado con respecto al habitual
de los virus de inmunodeficiencia humana para representar mas estrechamente el sesgo del codén del organismo
diana, por ejemplo un mamifero, especialmente un ser humano. El “coeficiente de uso de codones” es una medida
de lo estrechamente que el patron de un coddn de una secuencia polinucleotidica dada imita al de una especie
diana. Las frecuencias de los codones pueden obtenerse de fuentes bibliograficas para los genes altamente
expresados de muchas especies (véase, p. ej., Nakamura y col. Nucleic Acids Research 1996, 24: 214-215). Las
frecuencias de los codones para cada uno de los 61 codones (expresadas como el nimero de apariciones por 1000
codones de la clase seleccionada de genes) estan normalizadas para cada uno de los veinte aminoacidos naturales,
de modo que el valor para el codén usado con mayor frecuencia para cada aminoacido se establece en 1 y las
frecuencias para los codones menos comunes se dan a escala para que queden entre cero y 1. Por tanto, a cada
uno de los 61 codones se le asigna un valor de 1 o menor para los genes altamente expresados de la especie diana.
Con el fin de calcular un coeficiente de uso de codones para un polinucleétido especifico, con respecto a los genes
altamente expresados de esa especie, se anota el valor escalado para cada codon del polinucleétido especifico y se
toma la media geométrica de todos estos valores (dividiendo la suma de los logaritmos naturales de estos valores
por el nimero total de codones y se tomando el antilogaritmo). El coeficiente tendra un valor entre cero y 1 y cuanto
mayor sea el coeficiente mas codones en el polinucledtido son codones de uso frecuente. Si una secuencia de
polinucledtidos tiene un coeficiente de uso de codones de 1, todos los codones son los codones “mas frecuentes”
para los genes altamente expresados de la especie diana.

De acuerdo con la presente invencidn, el patrén de uso de codones del polinucleétido excluira preferentemente los
codones con un valor de RSCU inferior a 0,2 en genes altamente expresados del organismo diana. Como
alternativa, el patrén de uso de codones excluira los codones que representen <10% de los codones usados para un
aminoacido particular. Un valor de uso de codones sinénimo relativo (RSCU) es el nimero observado de codones
dividido por el numero previsto si todos los codones para ese aminoacido se usaran con igual frecuencia. Un
polinucledtido de la presente invencion tendra generalmente un coeficiente de uso de codones (o RSCU) para genes
humanos altamente expresados superior a 0,3, preferentemente superior a 0,4, mas preferentemente superior a 0,5.
Las tablas del uso de codones para seres humanos también se pueden encontrar en Genebank.
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En comparacion, un gen de beta actina altamente expresado tiene un RSCU de 0,747. La tabla de uso de codones
para un Homo sapiens se expone a continuacion:

Tabla de uso de codones 1:

Homo sapiens [ghbpri]: 27143 CDS (12816923 codones)

campos: [triplete] [frecuencia: por mil] ([nimero])

uuu
uucC
UUA
uuG

Cuu
cucC
CUA
CUG

17,0 (217684)
20,5 (262753)
7,3 (93924)

12,5 (159611)

12,8 (163707)
19,3 (247391)
7,0 (89078)

39,7 (509096)

ucu
ucc
UCA
UCG

CCuU
CCC
CCA
CCG

14,8 (189419)
17,5 (224470)
11,9 (152074)
4,5 (57572)

17,3 (222146)
20,0 (256235)
16,7 (214583)
7,0 (89619)

UAU
UAC
UAA
UAG

CAU
CAC

CAG

Homo sapiens [ghpri]: 27143 CDS (12816923 codones)

campos: [triplete] [frecuencia: por mil] ([numero])

AUU
AUC
AUA
AUG

Guu
GuUC
GUA
GUG

15,8 (202844)
21,6 (277066)
7,2 (92133)

22,3 (285776)

10,9 (139611)
14,6 (187333)
7.0 (89644)

28,8 (369006)

ACU
ACC
ACA
ACG

GCU
GCC
GCA
GCG

12,9 (165392)
19,3 (247805)
14,9 (191518)
6,3 (80369)

18,5 (236639)
28,3 (362086)
15,9 (203310)
7,5 (96455)

AAU
AAC
AAA
AAG

GAU
GAC
GAA
GAG

12,1 (155645)
15,8 (202481)
0,7 (9195)
0,5 (6789)

10,5 (134186)
14,9 (190928)
12,0 (153590)
34,5 (441727)

17,0 (218508)
19,8 (253475)
24,0 (308123)
32,6 (418141)

22,4 (286742)
26,1 (334158)
29,1 (373151)
40,2 (515485)

10  GC de codificacion 52,51% 12 letra GC 56,04% 22 letra GC 42,35% 32 letra GC 59,13%

Tabla de uso de codones 2 (preferida):

Uso de codones para genes humanos

(human_high.cod)

Aminoacido

Gly
Gly
Gly
Gly

Codon

GGG
GGA
GGT
GGC

Ndmero

905,00
525,00
441,00
1.867,00

/1000

18,76

10,88

9,14

38,70

(de expresion alta) 24/1/91

Fraccion

0,24
0,14
0,12
0,50

uGuU
uUGC
UGA
UGG

CGU
CGC
CGA
CGG

AGU
AGC
AGA
AGG

GGU
GGC
GGA
GGG

10,0 (127719)
12,3 (157257)
1,3 (16025)

12,9 (165930)

4,6 (59454)
10,8 (137865)
6,3 (80709)
11,6 (148666)

12,0 (154442)
19,3 (247583)
11,5 (147264)
11,3 (145276)

10,8 (138606)
22,7 (290904)
16,4 (210643)
16,4 (209907)
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Uso de codones para genes humanos (de expresion alta) 24/1/91
(human_high.cod)

Aminoacido Codon Numero /1000 Fraccion
Glu GAG 2.420,00 50,16 0,75
Glu GAA 792,00 16,42 0,25
Asp GAT 592,00 12,27 0,25
Asp GAC 1.821,00 37,75 0,75
Val GTG 1.866,00 38,68 0,64
Val GTA 134,00 2,78 0,05
Val GTT 198,00 4,10 0,07
Val GTC 728,00 15,09 0,25
Ala GCG 652,00 13,51 0,17
Ala GCA 488,00 10,12 0,13
Ala GCT 654,00 13,56 0,17
Ala GCC 2.057,00 42,64 0,53
Arg AGG 512,00 10,61 0,18
Arg AGA 298,00 6,18 0,10
Ser AGT 354,00 7,34 0,10
Ser AGC 1.171,00 24,27 0,34
Lys AAG 2.117,00 43,88 0,82
Lys AAA 471,00 9,76 0,18
Asn AAT 314,00 6,51 0,22
Asn AAC 1.120,00 23,22 0,78
Met ATG 1.077,00 22,32 1,00
lle ATA 88,00 1,82 0,05
lle ATT 315,00 6,53 0,18
lle ATC 1.369,00 28,38 0,77
Thr ACG 405,00 8,40 0,15
Thr ACA 373,00 7,73 0,14
Thr ACT 358,00 7,42 0,14
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Uso de codones para genes humanos (de expresion alta) 24/1/91
(human_high.cod)

Aminoacido Codon Numero /1000 Fraccion
Thr ACC 1.502,00 31,13 0,57
Trp TGG 652,00 13,51 1,00
End TGA 109,00 2,26 0,55
Cys TGT 325,00 6,74 0,32
Cys TGC 706,00 14,63 0,68
End TAG 42,00 0,87 0,21
End TAA 46,00 0,95 0,23
Tyr TAT 360,00 7,46 0,26
Tyr TAC 1.042,00 21,60 0,74
Leu TTG 313,00 6,49 0,06
Leu TTA 76,00 1,58 0,02
Phe TTT 336,00 6,96 0,20
Phe TTC 1.377,00 28,54 0,80
Ser TCG 325,00 6,74 0,09
Ser TCA 165,00 3,42 0,05
Ser TCT 450,00 9,33 0,13
Ser TCC 958,00 19,86 0,28
Arg CGG 611,00 12,67 0,21
Arg CGA 183,00 3,79 0,06
Arg CGT 210,00 4,35 0,07
Arg CGC 1.086,00 22,51 0,37
GIn CAG 2.020,00 41,87 0,88
GIn CAA 283,00 5,87 0,12
His CAT 234,00 4,85 0,21
His CAC 870,00 18,03 0,79
Leu CTG 2.884,00 59,78 0,58
Leu CTA 166,00 3,44 0,03
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Uso de codones para genes humanos (de expresion alta) 24/1/91
(human_high.cod)

Aminoacido Codén Numero /1000 Fraccion
Leu CTT 238,00 4,93 0,05
Leu CTC 1.276,00 26,45 0,26
Pro CCG 482,00 9,99 0,17
Pro CCA 456,00 9,45 0,16
Pro CCT 568,00 1,77 0,19
Pro cccC 1.410,00 29,23 0,48

De acuerdo con un aspecto adicional de la invenciéon se proporciona un vector de expresion que comprende y es
capaz de dirigir la expresion de una secuencia polinucleotidica de acuerdo con el primer aspecto de la invencién, en
particular el patron de uso de codones de la secuencia de polinucleétidos gag es tipico de genes de mamifero
altamente expresados, preferentemente de genes humanos altamente expresados. El vector puede ser adecuado
para dirigir la expresion de ADN heterélogo en células bacterianas, células de insecto o células de mamifero,
particularmente en células de seres humanos. En una forma de realizacién, el vector de expresion es p7313 (véase
la figura 1).

En una realizacion preferida, el gen gag no codifica el péptido gag p6. El gen Nef esta truncado para eliminar la
secuencia que codifica la region N terminal es decir para eliminacion de 30-85, preferentemente 60-85, normalmente
aproximadamente 81, preferentemente los 65 aminoacidos N-terminales.

En la invencidon el gen de RT también esta optimizado para imitar un gen humano altamente expresado. La RT
codifica preferentemente una mutacion para inactivar sustancialmente cualquier actividad de transcriptasa inversa.
Una mutacién de inactivacion preferida implica la sustitucion del triptéfano W 229 por K (lisina).

De acuerdo con un aspecto adicional de la invencién, se proporciona una célula huésped que comprende una
secuencia de polinucleétidos de acuerdo con la invencion, o un vector de expresion de acuerdo con la invencién. La
célula huésped puede ser bacteriana, por ejemplo de E. coli, de mamifero, por ejemplo de ser humano, o puede ser
una célula de insecto. Las células de mamifero que comprenden un vector de acuerdo con la presente invencion
pueden ser células cultivadas transfectadas in vitro o pueden transfectarse in vivo mediante la administracién del
vector al mamifero.

La presente invencion proporciona adicionalmente una composicion farmacéutica que comprende una secuencia
polinucleotidica de acuerdo con la invencion. Preferentemente la composicién comprende un vector de ADN. En
realizaciones preferidas la composicion comprende una pluralidad de particulas, preferentemente particulas de oro,
recubiertas por ADN que comprende un vector que codifica una secuencia polinucleotidica de la invencion.
Preferentemente la secuencia codifica una secuencia de aminoacidos de gag del VIH, en el que el patron de uso de
codones de la secuencia polinucleotidica es tipico de los genes de mamiferos altamente expresados,
particularmente genes humanos. En realizaciones alternativas, la composicion comprende un excipiente
farmacéuticamente aceptable y un vector de ADN de acuerdo con el segundo aspecto de la presente invencién. La
composicion puede también incluir un coadyuvante.

Los vectores se pueden usar con agentes inmunoestimuladores. Preferentemente el agente inmunoestimulador se
administra al mismo tiempo que el vector de acido nucleico de la invencion y en realizaciones preferidas se formulan
conjuntamente. Tales agentes de inmunoestimulacién incluyen, aunque esta lista no es, de ningin modo, exhaustiva
y no excluye otros agentes: imidazoquinolinas sintéticas, tales como imiquimod [S-26308, R-837], (Harrison, y col.
'Reduction of recurrent HSV disease using imiquimod alone or combined with a glycoprotein vaccine’, Vaccine 19:
1820-1826, (2001)); y resiquimod [S-28463, R-848] (Vasilakos, y col. ‘Adjuvant activites of immune response modifier
R-848: Comparison with CpG ODN’, Cellular immunology 204: 64-74 (2000).), bases de Schiff de carbonilos y
aminas que se expresan de forma constitutiva en las superficies de las células presentadoras de antigeno y de los
linfocitos celulares, tal como tucaresol (Rhodes, J. y col. ‘Therapeutic potentiation of the immune system by
costimulatory Schiff-base-forming drugs’, Nature 377: 71-75 (1995)), citocinas, quimiocinas y moléculas coll
estimuladoras como bien proteina o bien péptido, estas incluirian citocinas pro-inflamatorias tales como GM-CSF, IL[J
1 alfa, IL-1 beta, TGF-alfa y TGF-beta, inductores de Th1 tales como interferon gamma, IL-2, IL-12, IL-15 e IL-18,
inductores de Th2 tales como IL-4, IL-5, IL-6, IL-10 e IL-13 y otras quimiocinas y genes co-estimuladores tales como
MCP-1, MIP-1 alfa, MIP-1 beta, RANTES, TCA-3, CD80, CD86 y CD40L, otros ligandos que tienen como objetivo
inmunoestimulacion tales como CTLA-4 y L-selectina, proteinas y péptidos estimuladores de la apoptosis tales como
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Fas, (49), coadyuvantes basados el lipidos sintéticos, tales como vaxfectina, (Reyes y col., "Vaxfectin enhances
antigen specific antibody titres and maintains Th1 type immune responses to plasmid DNA immunization’, Vaccine
19: 3778-3786) escualeno, alfa-tocoferol, polisorbato 80, DOPC y colesterol, endotoxina, [LPS], Beutler, B.,
"Endotoxin, 'Toll-like receptor 4, and the afferent limb of innate immunity’, Current Opinion in Microbiology 3: 23-30
(2000)); CpG oligo- y di-nucledtidos, Sato, Y. y col., 'Immunostimulatory DNA sequences necessary for effective
intradermal gene immunization’, Science 273 (5273): 352-354 (1996). Hemmi, H. y col., 'A Toll-like receptor
recognizes bacterial DNA’, Nature 408: 740-745, (2000) y otros posibles ligandos que desencadenan los receptores
Toll para producir citocinas inductoras de Th1, tales como lipoproteinas micobacterianas sintéticas, proteina p19
micobacteriana, péptidoglicano, acido teicoico y lipido A.

Ciertos coadyuvantes preferidos para provocar una respuesta predominantemente de tipo Th1 incluyen, por ejemplo,
un derivado del lipido A, tal como monofosforilo de lipido A o, preferentemente monofosforilo de lipido A 3-des-OL
acilado. Los coadyuvantes MPL® estan disponibles en Corixa Corporation (Seattle, WA; véase, por ejemplo, las
patentes de EE.UU. n° 4.436.727; 4.877.611; 4.866.034 y 4.912.094). Los oligonucleétidos que contienen CpG (en
los que el dinucledtido CpG no estd metilado) también inducen una respuesta predominantemente de Th1. Dichos
oligonucledtidos se conocen bien y se describen en, por ejemplo, los documentos WO 96/02555, WO 99/33488, y
las patentes de EE.UU. n° 6,008,200 y 5,856,462. También se describen secuencias de ADN inmunoestimuladoras
por Sato y col., Science 273: 352, 1996. Otro coadyuvante preferido comprende una saponina, tal como Quil A, o
derivados de la misma, incluidas QS21 y QS7 (Aquila Biopharmaceuticals Inc., Framingham, MA); Escina;
Digitonina; o saponinas de Gypsophila o Chenopodium quinoa.

También se proporciona el uso de un polinucleétido de acuerdo con la invencién, o de un vector de acuerdo con la
invencion, en el tratamiento o profilaxis de una infeccién por VIH.

La presente invencion también proporciona procedimientos para tratar o evitar infecciones por VIH, cualesquiera
sintomas o enfermedades asociados con las mismas, que comprenden administrar una cantidad eficaz de un
polinucledtido, un vector o una composicién farmacéutica de acuerdo con la invencién. La administracion de una
composicion farmacéutica puede tomar la forma de una o mas dosis individuales, por ejemplo como dosis repetidas
del mismo plasmido de ADN, o en un régimen de vacunacion terapéutica de “sensibilizacion-refuerzo”. En ciertos
casos, la vacunacion de “sensibilizacion” puede realizarse por liberacion de ADN mediada por particulas de un
polinucledtido de acuerdo con la presente invencién, preferentemente incorporado en un vector derivado de
plasmido, y el “refuerzo” por administracién de un vector viral recombinante que comprende la misma secuencia de
polinucledtidos, o refuerzo con la proteina en coadyuvante. Por el contrario la sensibilizacion puede realizarse con el
vector viral o con una formulacion proteica tipicamente una proteina formulada en un coadyuvante y el refuerzo
puede ser una vacuna de ADN de la presente invencion. Se pueden emplear multiples dosis de sensibilizacién y/o
refuerzo.

En realizaciones de la invencion se contemplan fragmentos de proteinas gag, nef o RT. Por ejemplo, un
polinucledtido de la invencién puede codificar un fragmento de una proteina gag, nef o RT del VIH. Un polinucleétido
que codifica un fragmento de al menos 8, por ejemplo 8-10 aminoacidos, o de hasta 20, 50, 60, 70, 80, 100, 150 o
200 aminoacidos de longitud se considera que entra dentro del alcance de la invencién siempre que el oligo o
polipéptido codificado demuestre antigenicidad del VIH. En particular, pero no exclusivamente, este aspecto de la
invencién abarca la situacion cuando el polinucleétido codifica un fragmento de una secuencia proteica completa de
VIH y puede representar uno o mas epitopos diferenciados de dicha proteina. Dichos fragmentos pueden estar
optimizados por codones de tal modo que el fragmento tenga un patréon de uso de codones que se asemeje al de un
gen de mamifero de expresion alta.

Las construcciones divulgadas son:

1. p17, p24, condensados a Nef truncada (desprovista de los nucledtidos que codifican los aminoacidos 1-65
terminales)

2. p17, p24, RT, Nef truncada (desprovista de los nucleétidos que codifican los aminoacidos 1-65 terminales)

3. p17, p24, (gag optimizado), Nef truncada (desprovista de los nucleétidos que codifican los aminoacidos 1-65
terminales)

4. p17, p24, (gag optimizado), RT (optimizada), Nef truncada (desprovista de los nucledtidos que codifican los
aminoacidos 1-85 terminales)

5. p17, p24, RT (optimizada) Nef truncada (desprovista de los nucledtidos que codifican los aminoacidos 1-65
terminales)

6. NEF truncada- (desprovista de 1-65 nucleétidos) condensada a p17, p24 gag optimizados

7. Construcciones de la invencion particularmente preferidas incluyen triples condensaciones RT-NEF-Gag y RT-
GAg-Nef, particularmente:
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8. RT optimizada, NEF truncada y P17 optimizada, p24 (gag) (RNG)

y
9. RT (optimizada), P17, 924 (gag) optimizados, Nef truncada (desprovista de los aminoacidos 1-65) RNG)

Se prefiere que las construcciones de VIH deriven de un subtipo B o subtipo C del VIH, particularmente del subtipo
B.

Como se ha tratado anteriormente, la presente invencion incluye vectores de expresion que comprenden las
secuencias nucleotidicas de la invencion. Dichos vectores de expresion se construyen de forma rutinaria en la
técnica de biologia molecular y pueden implicar por ejemplo el uso de ADN plasmidico y de iniciadores, promotores,
potenciadores y otros elementos adecuados, tales como, por ejemplo, sefales de poliadenilaciéon que pueden ser
necesarias y que estan en la orientacién correcta con el fin de permitir la expresién de proteinas. Otros vectores
adecuados seran evidentes para los expertos en la técnica. A modo de ejemplo adicional a este respecto los autores
de la presente invencion remiten a Sambrook y col. Molecular Cloning: a Laboratory Manual. Segunda edicién. CSH
Laboratory Press. (1989).

Preferentemente, un polinucleétido de la invencién, o para usar en la invenciéon en un vector, esta unido de forma
operable a una secuencia control que puede proporcionar la expresiéon de la secuencia codificadora por la célula
huésped, es decir el vector es un vector de expresion. La expresion “operablemente unido” se refiere a una
yuxtaposicion en la que los componentes descritos estan en una relacion que les permite funcionar en su modo
deseado. Una secuencia reguladora, tal como un “promotor”, “operablemente unida” a una secuencia codificante
esta colocada de tal modo que se consigue la expresidon de la secuencia codificadora en condiciones compatibles
con las secuencias reguladoras.

Los vectores pueden ser, por ejemplo, plasmidos, cromosomas artificiales (p. ej., BAC, PAC, YAC), virus o fagos
proporcionados con un origen de replicacion, opcionalmente un promotor para la expresion del polinucleétido y
opcionalmente un regulador del promotor. Los vectores pueden contener uno o mas genes marcadores
seleccionables, por ejemplo un gen de resistencia a kanamicina o ampicilina en el caso de un plasmido bacteriano o
un gen de resistencia para un vector fungico. Los vectores se pueden usar in vitro, por ejemplo para la produccion
de ADN o ARN o se pueden usar para transfectar o transformar una célula huésped, por ejemplo, una célula
huésped de mamifero por ejemplo para la produccion de la proteina codificada por el vector. Los vectores también
pueden adaptase para usarse in vivo, por ejemplo en un procedimiento de vacunacién con ADN o de terapia génica.

Los promotores y otras sefiales de regulacion de la expresion pueden seleccionarse de modo que sean compatibles
con la célula huésped para la que esta disefiada su expresion. Por ejemplo, los promotores de mamifero incluyen el
promotor de metalotioneina, que puede inducirse en respuesta a metales pesados tales como cadmio y el promotor
de la B-actina. También se pueden usar promotores virales tales como el promotor de antigeno T grande de SV40, el
promotor temprano inmediato (TI) del citomegalovirus (CMV) humano, el promotor LTR del virus del sarcoma de
Rous, el promotor de adenovirus o un promotor de HPV, particularmente la region reguladora anterior en la cadena
de HPV (URR). Todos estos promotores estan bien descritos y facilmente disponibles en la técnica.

Un elemento promotor preferido es el promotor temprano inmediato del CMV, desprovisto del intron A pero
incluyendo exén 1. El elemento promotor puede ser el elemento promotor minimo o el promotor potenciado,
prefiriéndose el promotor potenciado. De acuerdo con esto, se proporciona un vector que comprende un
polinucleétido de la invencién bajo el control del promotor temprano HCMV TI.

Ejemplos de vectores virales adecuados incluyen vectores del virus del herpes simple, vectores de virus vaccinia o
de virus alfa y retrovirus, incluyendo lentivirus, adenovirus y virus adenoasociados. Las técnicas de transferencia de
genes usando estos virus se conocen por aquellos expertos en la técnica. Los vectores de retrovirus por ejemplo se
pueden usar para integrar de forma estable el polinucleétido de la invencion en el genoma del huésped, aunque
dicha recombinacion no se prefiere. En contraste, los vectores de adenovirus defectivos en la replicacion
permanecen episomales y por tanto permiten la expresion temporal. Se pueden emplear vectores capaces de dirigir
la expresion en células de insecto (p. €j., vectores de baculovirus), en células humanas, en levaduras o en bacterias,
con el fin de producir cantidades de la proteina del VIH codificada por los polinucleétidos de la presente invencion,
por ejemplo para usar como vacunas de subunidades o en inmunoensayos.

Los polinucleétidos de acuerdo con la invencioén tienen utilidad en la produccion mediante expresion de las proteinas
codificadas, cuya expresion puede tener lugar in vitro, in vivo 0 ex vivo. Los nucleétidos pueden por .lo tanto estar
implicados en la sintesis de proteinas recombinantes, por ejemplo para incrementar los rendimientos, o de hecho
pueden encontrar uso como agentes terapéuticos por derecho propio, usados en las técnica de vacunacion con
ADN. Donde los polinucleétidos de la presente invencién se usan en la produccion de las proteinas codificadas in
vitro o ex vivo, las células, por ejemplo en cultivo celular, se modificaran para incluir el polinucleétido que se va a
expresar. Dichas células incluyen lineas de células de mamifero transitorias, o preferentemente estables. Ejemplos
concretos de células que se pueden modificar mediante insercion de vectores que codifican un polipéptido de
acuerdo con la invencién incluyen las células de mamifero HEK293T, CHO, Hela, 293 y COS. Preferentemente, la
linea celular seleccionada sera una que no so6lo sea estable, sino que también permita la glicosilacion madura y la
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expresion en la superficie celular de un polipéptido. La expresion se puede conseguir en oocitos transformados. Un
polipéptido puede expresarse a partir de un polinucleétido de la presente invencion, en células de un animal no
humano transgénico, preferentemente un ratén. Un animal no humano transgénico que expresa un polipéptido de un
polinucledtido de la invencion esta incluido dentro del alcance de la invencion.

Se divulga un procedimiento para vacunar a un sujeto mamifero, que comprende administrar al mismo una cantidad
eficaz de una vacuna o composicion de vacuna tal. Mas preferentemente, los vectores de expresidn para usar en
vacunas de ADN, composiciones de vacunas y productos inmunoterapéuticos seran vectores plasmidicos.

Las vacunas de ADN pueden administrarse en forma de “ADN desnudo”, por ejemplo en una formulacion liquida
administrada usando una jeringuilla o chorro de presion alta, o de ADN formulado con liposomas o con un
potenciador de la transfeccion irritante, o por administracion de ADN mediada por particulas (PMDD). Todos estos
sistemas de administracién se conocen bien en la técnica. El vector puede introducirse en un mamifero por ejemplo
por medio de un sistema de administracién de un vector viral.

Las composiciones de la presente invencién se pueden administrar intramuscularmente.

En una forma de realizacién preferida, la composicién se administra intradérmicamente. En particular, la
composicion se administra por medio de una pistola génica particularmente mediante técnicas de administracion con
bombardeo de particulas que implican recubrir con el vector una perla (p. €j., oro) que después se administra a presion
alta en la epidermis; tal como se describe, por ejemplo, en Haynes y col., J Biotechnology 44: 37-42 (1996).

En un ejemplo ilustrativo, se puede alcanzar aceleracion de particulas impulsada por gas con dispositivos tales como
los fabricados por Powderject Phanmaceuticals PLC (Oxford, Reino Unido) y Powderject Vaccines Inc. (Madison,
WI), algunos ejemplos de los cuales se describen en las patentes de EE.UU. n° 5.846.796; 6.010.478; 5.865.796;
5.584.807; y en la patente EP n° 0500 799. Este enfoque ofrece un abordaje de administracion sin aguja en el que
una formulacién en polvo seco de particulas microscépicas, tal como un polinucleétido, se acelera a alta velocidad
en un chorro de gas helio generado por un dispositivo manual, que propulsa las particulas en un tejido diana de
interés, habitualmente la piel.

Preferentemente las particulas son perlas de oro de un diametro de 0,4-4,0 um, mas preferentemente de 0,6-2,0 um,
y, el conjugado de ADN se dispone revestido sobre éstas y después se introducen en un cartucho o casete para su
colocacion en la “pistola génica”.

En una realizacién relacionada, otros dispositivos y procedimientos que pueden ser Utiles para inyeccion impulsada
por gas sin aguja de composiciones de la presente invencion incluyen aquellos proporcionados por Bioject, Inc.
(Portland, OR), algunos ejemplos de los cuales se describen en las patentes de EE.UU. n°® 4.790.824; 5.064.413;
5.312.335; 5.383.851; 5.399.163, 5.520.639 y 5.993.412.

Los vectores que comprenden las secuencias nucleotidicas que codifican péptidos antigénicos se administran en tal
cantidad que seran profilactica o terapéuticamente eficaces. La cantidad que se va a administrar, esta en general en
el intervalo de un picogramo a 1 miligramo, preferentemente 1 picogramo a 10 microgramos, para la administracion
mediada por particulas y 100 nanogramos a 1 miligramo, preferentemente 10 microgramos a 1 miligramo, para otras
vias, de nucledtido por dosis. La cantidad exacta puede variar considerablemente en funcion del peso del paciente
que se esta inmunizando y de la via de administracion.

Es posible que el componente inmunégeno que comprende la secuencia que codifica el péptido antigénico se
administre una sola vez o se administre repetidamente, por ejemplo entre 1 y 7 veces, preferentemente entre 1y 4
veces, a intervalos de entre aproximadamente 1 dia y aproximadamente 18 meses. No obstante, este régimen
terapéutico variara significativamente en funcién del tamafo del paciente implicado, la cantidad de secuencia
nucleotidica administrada, la via de administracién y otros factores que seran evidentes para un médico o veterinario
practicante experto. El paciente puede recibir uno o mas farmacos antirretrovirales contra VIH como parte de su
régimen terapéutico global. Adicionalmente el inmunégeno acido nucleico se puede administrar con un coadyuvante.

El componente coadyuvante especificado en el presente documento se puede administrar de forma similar a través
de una diversidad de vias de administracion, tales como por ejemplo, vias oral, nasal, pulmonar, intramuscular,
subcutanea, intradérmica o topica. Preferentemente, el componente coadyuvante se administra por las vias
intradérmica o topica. Lo mas preferentemente por la via topica. La administracién puede tener lugar entre
aproximadamente 14 dias antes y aproximadamente 14 dias después de la administracion de la secuencia
nucleotidica, preferentemente entre aproximadamente 1 dia antes y aproximadamente 3 dias después de la
administracion de la secuencia nucleotidica. EI componente coadyuvante se administra, en una realizacion,
sustancialmente simultineamente con la administracion de la secuencia nucleotidica. Por “sustancialmente
simultanea" se quiere decir que la administracion del componente coadyuvante se realiza preferentemente al mismo
tiempo que la administracion de la secuencia nucleotidica, o si no, al menos en el plazo de unas horas antes o
después de la administracién de la secuencia nucleotidica. En el protocolo de tratamiento mas preferido, el
componente coadyuvante se administrara sustancialmente simultdneamente con la administracién de la secuencia
nucleotidica. Obviamente, este protocolo puede variarse segun sea necesario, de acuerdo con el tipo de variables a
las que se hace referencia anteriormente. Se prefiere que el coadyuvante sea un derivado de 1HO
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imidazo[4,5c]quinolina-4-amina, tal como imiquimod. Normalmente, imiquimod se presentara como una formulacion
en crema tépica y se administrara segun el protocolo anterior.

De nuevo, dependiendo de dichas variables, la dosis de administracién del derivado también variara, pero podra por
ejemplo, variar entre aproximadamente 0,1 mg por kg a aproximadamente 100 mg por kg, donde “por kg” se refiere
al peso corporal del mamifero afectado. Esta administraciéon del derivado de 1H-imidazo[4,5c]quinolina-4-amina
preferentemente se repetiria con cada administracién posterior o de refuerzo de la secuencia nucleotidica. Lo mas
preferentemente, la dosis de administracion estara entre aproximadamente 1 mg por kg a aproximadamente 50 mg
por kg. En el caso de un esquema de “sensibilizacion-refuerzo” como se ha descrito en el presente documento, el
imiquimod u otro derivado de 1H-imidazo[4,5c]quinolina-4-amina se puede administrar con el sensibilizador o con el
refuerzo o con ambos el sensibilizador y el refuerzo.

Aunque es posible que el componente coadyuvante comprenda solo derivados de 1H-imidazo[4,5c]quinolina-4[]
amina para administrarse en el estado quimico bruto, es preferible para la administraciéon que sea en forma de una
formulacion farmacéutica. Es decir, el componente coadyuvante comprendera preferentemente la 1H[
imidazo[4,5c]quinolina-4-amina combinada con uno o mas vehiculos farmacéuticamente aceptables, v,
opcionalmente, otros ingredientes terapéuticos. El(los) vehiculo(s) debe(n) ser "aceptable(s)" en el sentido de ser
compatibles con otros ingredientes de la formulacion y no dafiinos para el receptor de los mismos. La naturaleza de
las formulaciones variara de forma natural de acuerdo con la via de administracion prevista, y se pueden preparar
mediante procedimientos bien conocidos en la técnica farmacéutica. Todos los procedimientos incluyen la etapa de
poner en contacto un derivado de 1H-imidazo[4,5c]quinolina-4-amina con uno o mas vehiculos adecuados. En
general, las formulaciones se preparan poniendo en contacto de forma uniforme y estrecha el derivado con
vehiculos liquidos o vehiculos sélidos finamente divididos o con ambos y, después, en caso necesario, dando forma
al producto en la formulaciéon deseada. Las formulaciones de la presente invencién adecuadas para administracion
oral pueden presentarse en forma de unidades pequefias, tales como capsulas, sellos o comprimidos conteniendo
cada uno una cantidad predeterminada del ingrediente activo; como un polvo o granulos; como una solucién o una
suspensién en un liquido acuoso o un liquido no acuoso; o como una emulsion liquida de aceite en agua o una
emulsioén liquida de agua en aceite. El ingrediente activo también puede presentarse en forma de un bolo, electuario
0 pasta.

Un comprimido puede fabricarse mediante compresion o moldeo, opcionalmente con uno o mas ingredientes
auxiliares. Los comprimidos sometidos a compresion se pueden preparar comprimiendo en una maquina adecuada
del ingrediente activo en forma de flujo libre, tal como un polvo o granulos, mezclados opcionalmente con un
aglutinante, lubricante, diluyente inerte, lubrificante, agente de superficie activa o de dispersién. Los comprimidos
moldeados se pueden fabricar moldeando en una maquina adecuada una mezcla del compuesto en polvo
humedecido con un diluyente liquido inerte.

Opcionalmente, los comprimidos pueden recubrirse o ranurarse y pueden formularse de forma que proporcionen una
liberacion lenta o controlada del ingrediente activo.

Las formulaciones para inyeccidon por medio de, por ejemplo, las vias de administraciéon intramuscular,
intraperitoneal o subcuténea incluyen soluciones de inyeccion estériles acuosas y no acuosas que pueden contener
anti-oxidantes, tampones, bacteriostaticos y solutos que vuelven a la formulacion isotonica con la sangre del
receptor deseado; y suspensiones estériles acuosas y no acuosas que pueden incluir agentes en suspension y
agentes espesantes. Las formulaciones pueden presentarse en recipientes de dosis unitaria o de multidosis, por
ejemplo ampollas y viales sellados, y pueden almacenarse en una condicion secada por congelacion (liofilizada) que
requiere solo la adicion del vehiculo liquido estéril, por ejemplo agua para inyecciones, inmediatamente antes de
usar. Las soluciones y suspensiones inyectables extemporaneas pueden prepararse a partir de polvos, granulos y
comprimidos estériles del tipo descrito previamente. Las formulaciones adecuadas para administracién pulmonar por
medio de la cavidad bucal o nasal se presentan de modo que dichas particulas que contienen el ingrediente activo,
que deseablemente tienen un diametro en el intervalo de 0,5 a 7 micrémetros, se liberan en el arbol bronquial del
receptor. Las posibilidades para dichas formulaciones son que estén en forma de polvos finamente triturados que
puedan presentarse de forma conveniente bien en una capsulas perforable, adecuadamente de, por ejemplo,
gelatina, para usar en un dispositivo de inhalacion, o, como alternativa, como una formulacién con autopropulsion
que comprende el ingrediente activo, un propulsor liquido adecuado y, opcionalmente, otros ingredientes tales como
tensioactivo y/o un diluyente sdlido. Las formulaciones de autopropulsion pueden también emplearse cuando el
ingrediente activo se dispensa en forma de gotitas de una solucién o suspensiéon. Dichas formulaciones de
autopropulsiéon son analogas a aquellas conocidas en la técnica y pueden prepararse mediante procedimientos
establecidos. Se proporcionan adecuadamente con una valvula de funcionamiento bien operable manualmente o
bien automatico que tenga las caracteristicas de pulverizacion deseadas; de forma ventajosa la valvula es de un tipo
fijo que libera un volumen fijado, por ejemplo, de 50 a 100 pl, tras cada operacién de la misma.

En otra posibilidad, el componente coadyuvante puede estar en forma de una solucién para usar en un atomizador o
nebulizador por el que se emplea una corriente de aire acelerada o agitacion ultrasénica para producir una neblina
de gotitas fina para inhalacion.

Generalmente las formulaciones adecuadas para administracion intranasal incluyen presentaciones similares a
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aquellas descritas con anterioridad para la administracion pulmonar, aunque se prefiere que dichas formulaciones
tengan un diametro de particula en el intervalo de aproximadamente 10 a aproximadamente 200 micrometros, para
permitir la retencién en el interior de la cavidad nasal. Esto se puede conseguir como sea adecuado mediante el uso
de un tamafo de particula adecuado o mediante la eleccién de una valvula adecuada. Otras formulaciones
adecuadas incluyen polvos gruesos que tienen un diametro de particula en el intervalo de aproximadamente 20 a
aproximadamente 500 micrémetros, para administracion mediante inhalacién rapida a través de las vias nasales
desde un contenedor sujeto cerca de la nariz y gotas nasales que comprenden aproximadamente 0,2 al 5% p/p del
ingrediente activo en soluciones acuosas u oleosas. En una realizacion de la invencién, es posible que el vector que
comprende la secuencia nucleotidica que codifica el péptido antigénico se administre dentro de la misma
formulacion que el derivado de 1H-imidazo[4,5-c]quinolin-4-amina. Por tanto, en la presente realizacion, el
inmundgeno y el componente coadyuvante se encuentran dentro de la misma formulacion.

En una realizacién, el componente coadyuvante se prepara en una forma adecuada para administracion con pistola
génica y se administra a través de la via sustancialmente simultdnea con la administracién de la secuencia
nucleotidica. Para la preparacion de formulaciones adecuadas para usar de este modo, puede ser necesario que el
derivado de de 1H-imidazo[4,5-c]quinolin-4-amina se liofilice y se adhiera sobre, por ejemplo, perlas de oro que son
adecuadas para administracion con pistola génica.

En una realizaciéon alternativa, el componente coadyuvante puede administrarse como un polvo seco, mediante
propulsién de gas a presion elevada.

Aunque no se formulen juntos, puede ser adecuado administrar el componente coadyuvante en el mismo, o
aproximado, punto de administracion que la secuencia nucleotidica.

Otros detalles de las preparaciones farmacéuticas se pueden encontrar en Remington’s Pharmaceutical Sciences, Mack
Publishing Company, Easton, Pensilvania (1985), cuya divulgacion se incorpora en el presente documento en su
totalidad, por medio de referencia.

Técnicas adecuadas para introducir el polinucleétido desnudo o el vector en un paciente también incluyen la
aplicacion tépica con un vehiculo adecuado. El acido nucleico se puede administrar tépicamente a la piel, o a las
superficies mucosas mediante por ejemplo administracion intranasal, oral, intravaginal o intrarectal. El polinucleétido
desnudo o el vector pueden presentarse conjuntamente con un excipiente farmacéuticamente aceptable, tal como
solucion salina tamponada con fosfato (PBS). La captacion del ADN puede facilitarse también mediante el uso de
agentes facilitadores, tales como bupivacaina, bien por separado o bien incluidos en la formulaciéon de ADN. Otros
procedimientos de administracion del acido nucleico directamente en un receptor incluyen ultrasonidos, estimulacion
eléctrica, electroporacion y microsiembra, que se describen en el documento US-5.697.901.

La captacion de las construcciones de acido nucleico puede potenciarse mediante varias técnicas de transfeccion
conocidas, por ejemplo aquéllas que incluyen el uso de agentes de transfeccion. Ejemplos de estos agentes incluyen
agentes catidnicos, por ejemplo fosfato calcico y DEA-Dextrano, y lipofectantes, por ejemplo lipofectam y
transfectam. La dosis del acido nucleico que se ha de administrar se puede modificar.

Una secuencia de acido nucleico también se puede administrar por medio de vectores de administracion
especializados utiles en terapia génica. Los enfoques de la terapia génica se tratan en, por ejemplo, Verme y col,
Nature 1997, 389: 239-242. Se pueden usar los sistemas de vectores tanto virales como no virales. Los sistemas
virales incluyen sistemas basados en virus retrovirus, lentivirus, adenovirus, virus adenoasociados, herpesvirus, virus
de la viruela del canario y virus vaccinia. Los sistemas no basados en virus incluyen la administracion directa de
acidos nucleicos, tecnologia de encapsulacion en microesferas (poli(lactido-co-glicélido) y sistemas basados en
liposomas. Los sistemas de liberacion virales y no virales se pueden combinar cuando sea deseable con el fin de
proporcionar inyecciones de refuerzo tras una vacunacioén inicial, por ejemplo una vacunacién con ADN "de
sensibilizacion" usando un vector no viral, tal como un plasmido, seguido de una o mas vacunaciones de refuerzo
usando un vector viral o un sistema no viral. De forma similar, la invencion contempla sistemas de arranque de
sensibilizacion con el polinucledtido de la invencion, seguidos por refuerzo con proteina en coadyuvante o viceversa.

Una secuencia de acido nucleico también se puede administrar por medio de células transformadas. Dichas células
incluyen células recogidas de un sujeto. El polinucleétido desnudo o el vector de la presente invencion se puede
introducir en dichas células in vitro y después las células pueden ser devueltas al sujeto. El polinucleétido de la
invencidon se puede integrar en el acido nucleico ya presente en una célula mediante eventos de recombinacion
homodloga. Si se desea, una célula transformada se puede cultivar in vivo y una o mas de las células resultantes se
pueden usar en la presente invencion. Las células se pueden proporcionar en un sitio adecuado de un paciente
mediante técnicas quirurgicas o microquirdrgicas (p. €j., injertos, microinyeccion, etc.).

Las composiciones farmacéuticas pueden incluir compuestos coadyuvantes, como se ha detallado anteriormente, u
otras sustancias que pueden servir para incrementar la respuesta inmunitaria inducida por la proteina que esta
codificada por el ADN. Estas pueden estar codificadas por el ADN, bien por separado o bien como una
condensacion con el antigeno, o pueden estar incluidas como elementos distintos a ADN de la formulacion.
Ejemplos de sustancias de tipo coadyuvante que se pueden incluir en las formulaciones de la presente invencion
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incluyen ubiquitina, proteina de membrana asociada al lisosoma (LAMP), antigeno del nucleo del virus de la hepatitis
B, ligando de FLT3 (una citocina importante en la generacion de células presentadoras de antigeno de
profesionales, particularmente células dendriticas) y otras citocinas tales como IFN-y y GMCSF. Otros coadyuvantes
preferidos incluyen imiquimod y resimquimod y tucarasol. Siendo el imiquimod particularmente preferido.

La presente invencion en realizaciones preferidas de la invencién proporciona una molécula de acido nucleico tal
como se describe en el presente documento para usar en el tratamiento o profilaxis de la infecciéon por VIH.
Preferentemente la molécula de acido nucleico se administra con imiquimod. Preferentemente imiquimod se
administra tépicamente, mientras que la molécula de acido nucleico se administra preferentemente por medio de la
liberacion mediada por particula.

De acuerdo con ello se proporciona un procedimiento de tratar a un sujeto que sufre de o es susceptible a infeccion
por VIH, que comprende administrar una molécula de acido nucleico tal como se describe en el presente documento
e imiquimod.

La presente invencion se describira a continuacion mediante referencia a los ejemplos siguientes:

Ejemplos
Ejemplo 1:

Optimizacion de p55 gag (pl7, p24, p13) para simular el uso de codones de genes humanos de
expresion alta

Gen de interés

Un gen sintético codificador para el antigeno p55gag de la cepa HXB2, subtipo B, del VIH-1 (Gen Bank, entrada
K03455), optimizado para la expresion en células de mamifero se ensamblé a partir de oligonucleétidos solapantes
mediante PCR.

La optimizacién implicd cambiar el patron de uso de codones del gen viral dando una frecuencia de codones mas
cercana a aquella encontrada en genes humanos de expresion alta. Los codones se asignaron usando un programa
estadistico Visual Basic denominado Syngene (una version actualizada de Calcgene, escrito por R.S. Hale y G.
Thompson, Protein Expression and Purification Vol. 12 paginas 185-188, 1998).

Clonacioén:

El producto de la PCR de gag 1528 pb se purificé en gel, se cortdé con las endonucleasas de restriccion Notl y
BamHI y se ligé en el vector WRG7077 cortado con Notl/BamHI. Esto coloca al gen entre el promotor/intron A del
CMV vy la sefal de poliadenilacién de la hormona de crecimiento bovina.

Los clones se secuenciaron y se comprobaron en busca de errores. Ningun clon estaba correcto al 100%. Las
regiones con secuencia correcta de dos clones se combinaron mediante PCR solapante usando combinaciones
adecuadas del conjunto de oligos para optimizacion, dando un gen gag de longitud completa optimizado por codon.
Subsiguientemente se encontré que este clon final contenia una Unica delecidon de nucledtidos que tuvo como
resultado un desplazamiento del marco y la terminacidon prematura de la traduccién. La delecion se repard cortando
la region del gen que contenia la secuencia incorrecta y clonando en la secuencia correcta de la region equivalente
de otro clon. Esto dio el clon p55 gag optimizado por codon final: Gagoptrpr2. (Véase la Figura 2)

Ejemplo 2:
Produccién de un gen de condensacion p17/p24 truncado en Nef
Gen de interés

Las partes p17 y p24 del gen p55gag derivado de la cepa HXB2 subtipo B del VIH-1 se amplificaron mediante PCR a
partir del plasmido pHXB?Pr (B.Maschera, E Furfine y E.D. Blair 1995 J.Virol 69 5431-5436). pHXB?Pr. de 426 pb
desde el extremo 3’ del gen nef de HXB2 se amplific a partir del mismo pldsmido. Dado que el gen nef de HXN2
contiene un codon de terminacion prematura se usaron dos PCR solapantes reparando el codon (TGA [terminacion]
a TGG [Trp)).

Los productos de PCR p17/p24engarce y trNEFengarce se unieron formando el gen de condensacién p17p24trNEF
(figura 3) en una reaccion de PCR (antisentido)

El producto de 1542 pb se purificé en gel, se cortd con las endonucleasas de restriccion Notl y BamHI y se cloné en
los sitios Notl BamHI del vector WRG7077. Esto coloca al gen entre el promotor/intron A del CMV vy la sefal de
poliadenilaciéon de la hormona de crecimiento bovina.
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Ejemplo 3:
Produccién de un gen de condensacion Gag p17/p24opt/trNefl (“ Gagopt/Nef”)

Gen de interés

La parte p17/p24 del gen p55gag optimizado por coddn derivado de la cepa HXB2 subtipo B del VIH-1 se amplificd
mediante PCR a partir del plasmido pGagOPTrpr2. El gen Nef de HXB2 truncado con el codén de terminacion
prematuro reparado (TGA [terminacién] a TGG [Trp]) se amplific6 mediante PCR a partir del plasmido 7077trNef20.
Los dos productos de la PCR se disefiaron teniendo extremos solapantes de tal modo que los dos genes se
pudieran unir en una segunda PCR.

El producto de 1542 pb se purifico en gel, se corté con las endonucleasas de restriccion Notl y BamHI y se clond
(véanse las figuras) en los sitios Notl BamHI del vector WRG7077. Esto coloca al gen entre el promotor/intrén A del
CMV vy la sefal de poliadenilacién de la hormona de crecimiento bovina.

Ejemplo 4:
Plasmido: p7077-RT3 Clon A
Gen de interés:

Un gen sintético codificante para la parte RT del gen pol de la cepa HXB2 subtipo B del VIH-1 optimizado para la
expresion en células de mamifero se ensamblé a partir de oligonucleétidos solapantes mediante PCR. La secuencia
clonada es equivalente a las posiciones 2550-4222 de la secuencia de referencia de HXB2 (GenBank entrada
K03455). Para garantizar la expresion la secuencia clonada tiene dos codones adicionales en el extremo 5’ no
presentes en el gen original, AUG GGC (Met Gly). La optimizacién implicé cambiar el patrén de uso de codones del
gen viral dando una frecuencia de codones mas cercana a la encontrada en genes humanos de expresion alta, pero
excluyendo los codones de uso infrecuente. Los codones se asignaron usando un programa estadistico Visual Basic
denominado Syngene (una versién actualizada de Calcgene, escrito por R.S. Hale y G. Thompson, Protein
Expression and Purification Vol. 12 paginas 185-188, 1998).

El clon final se construy6 a partir de dos clones intermedios, n° 16 y n°® 21.
Clonacion:

El producto de la PCR de 1,7 kb se purificé en gel, se cortd con las endonucleasas de restriccion Notl y BamHI y se
limpié por PCR antes de ligar con WRG7077 cortado con Notl/BamHI. Esto coloca al gen entre el promotor del CMV
y la sefal de poliadenilaciéon de la hormona de crecimiento bovina. Se secuenciaron los clones. Ningun clon era
correcto al 100%, pero el clon n°® 16 se corrigié sustituyendo el fragmento de Kpn1-BamHI de 403 pb que contenia 3
errores con un fragmento de Kpn1-BamHI correcto del clon n° 21. El clon final se verific6 mediante secuenciacion.
(Véase la Figura 5)

Ejemplo 5:
RT optimizada

Gen de interés

El gen sintético que codifica para la parte RT del gen pol de la cepa HXB2 subtipo B del VIH-1, optimizado para la
expresion en células de mamifero se escindié del plasmido p7077-RT3 como un fragmento Notl/BamHI de 1697 pb,
se purificé en gen y se clond en los sitios Notl y BamHI del p7313-ie (derivado de pspC31) colocando al gen en 3’ de
un promotor + exén 1 de HCMV largo lowa y anteriormente en la cadena con respecto a una sefial de
poliadenilacién de globina de conejo. (R7004 p27) (figura 6)

Ejemplo 6
Plasmido: 7077trNef20

Gen de interés

El inserto comprende parte del gen Nef de la cepa HXB2 subtipo B VIH-1. Se delecionan 195 pb del extremo 5’
eliminando los codones de los primeros 65 aminoacidos de Nef. Ademas se ha reparado el codén de terminacion
prematura en la secuencia nef de HXB2 publicada (TAG a TGG [Trp]), como se ha descrito para el plasmido
p17/24trNEF1. La secuencia nef truncada se amplific6 mediante PCR del plasmido p17/24trNef1. La secuencia
clonada es equivalente a las posiciones 8992-9417 de la secuencia de referencia de HXB2 (GenBank entrada
K03455). Para garantizar la expresion la secuencia clonada tiene un codén adicional en el extremo 5’ no presente en
el gen original, AUG (Met).

Cebadores
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StrNef (sentido correcto) ATAAGAATGCGGCCGCCATGGTGGGTTTTCCAGTCACACCTT [SEC ID N° 1]
AStrNef (antisentido)

CGCGGATCCTCAGCAGTTCTTGAAGTACTCC [SEC ID N°: 2]

PCR: 94°C 2 min, después 25 ciclos: 94°C 30 s, 50°C 30 s, 72°C 2 min, terminando a 72°C 5 min
Clonacion:

El producto de la PCR de RT de 455 pb se purificd en gel, se cortd con las endonucleasas de restriccion Notl y
BamHI y se ligd en el vector WRG7077 cortado con Notl/BamHI. Esto coloca al gen entre el promotor/intrén A del
CMV vy la sefal de poliadenilacion de la hormona de crecimiento bovina.

Ejemplo 7
Plasmido: 7077RT 8
Gen de interés

La parte RT del gen pol se obtuvo de la cepa HXB2, subtipo B, del VIH-1. Se amplificé mediante PCR del plasmido
p7077Pol14.

La secuencia clonada es equivalente a las posiciones 2550-4234 de la secuencia de referencia de HXB2 (GenBank
entrada K03455). Para garantizar la expresion, la secuencia clonada tiene dos codones adicionales en el extremo 5’
no presentes en el gen original, AUG GGC (Met Gly).

Cebadores:
SRT (sentido correcto) ATAAGAATGCGGCCGCCATGGGCCCCATTAGCCCTATTGAGACT [SEC ID N°: 3]
ASRT (antisentido)
CGCGGATCCTTAATCTAAAAATAGTACTTTCCTGATT [SEC ID N°: 4]
PCR: 94°C 2 min, después 25 ciclos: 94°C 30 s, 50°C 30 s, 72°C 4 min, terminando a 72°C 5 min
Clonacion:

El producto de la PCR de RT de 1720 pb se purificd en gel, se corté con las endonucleasas de restriccion Notl y
BamHI y se ligé en el vector WRG7077 cortado con Notl/BamHI. Esto coloca al gen entre el promotor/intrén A del
CMV vy la sefal de poliadenilacion de la hormona de crecimiento bovina.

Ejemplo 8
pl17/240pt/RT/trNef13 ('Gagopt/RT/Nef’)

Esta construccion contiene una PCR que produce un cambio de aminoacido de R a H.
Gen de interés:

La parte p17/p24 del gen p55gag optimizado por coddn derivado de la cepa HXB2 subtipo B del VIH-1 se amplificd
mediante PCR a partir del plasmido pGagOPTrpr2. La secuencia de codificacion de RT se amplificé mediante PCR
de plasmido 7077RT 8. El gen Nef de HXB2 truncado con el coddn de terminacion prematuro reparado (TGA
[terminacion] a TGG [Trp]) se amplificé mediante PCR a partir del plasmido 7077trNef20. Los tres productos de la
PCR se disefiaron teniendo extremos solapantes de modo que los tres genes se pudieran unir en una segunda PCR.

Cebadores:
(P17/24)
Sp17p24opt (sentido correcto)
ATAAGAATGCGGCCGCCATGGGTGCCCGAGCTTCGGT [SEC ID N° 5]
ASp17p24optRTengarce (antisentido)
TGGGGCCCATCAACACTCTGGCTTTGTGTC [SEC ID N°: 6]
PCR: 94°C 1 min, después 20 ciclos: 94°C 30 s, 50°C 30 s, 72°C 2 min, terminando a 72°C 4 min
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El producto 1114bp p17/240pt se purificod en gel.

(RT)

Sp17p24o0ptRTengarce (sentido correcto)
CAGAGTGTTGATGGGCCCCATTAGCCCTAT [SEC ID N° 7]
ASRT{trNefengarce (antisentido)
AACCCACCATATCTAAAAATAGTACTTTCC [SEC ID N°: 8]

PCR: como se ha indicado anteriormente

El producto de la PCR de RT 1711 pb se purificé en gel.

(5’ nef truncado)

SRTirNef engarce (sentido correcto)

CTATTTTTAGATATGGTGGGTTTTCCAGTCAC [SEC ID N°: 9]

AStrNef (antisentido)

CGCGGATCCTCAGCAGTTCTTGAAGTACTCC [SEC ID N°: 10]

PCR como se ha indicado anteriormente.

El producto de 448 pb se purifico en gel.

Los tres productos de PCR se unieron en una segunda PCR con los cebadores Sp17/24opt y AstrNef.
PCR: 94°C 1 min, después 30 ciclos: 94°C 30 s, 50°C 30 s, 72°C 4 min, terminando a 72°C 4 min

El producto de 3253 pb se purificé en gel, se cortd con las endonucleasas de restriccion Notl y BamHI y se cloné en
los sitios Notl BamHI del vector WRG7077.

Esto coloca al gen entre el promotor/intrén A del CMV y la sefial de poliadenilacion de la hormona de crecimiento
bovina.

Ejemplo 9
Plasmido: pGRN#16 (p17/p24opt corr /RT/trNef.)
Gen de interés:

Se observd que la poliproteina generada por p17/240pt/RT/trNef13 (‘Gagopt/RT/Nef’) expresaba un producto
truncado de ~30 kDa debido a un grupo de codones desfavorables en p24 alrededor del aminoacido 270. Estos se
sustituyeron con codones o6ptimos mediante mutagénesis por PCR. Se usé p17/240pt/RT/trNef13 como molde
amplificando la parte de Gag 5’ en la mutacién con los cebadores Sp17/p24opt and GTR-A y la parte de Gag 3’ a la
mutacion con los cebadores GTR-S y Asp17/p24optRTengarce.

El solapamiento de los productos contenia los cambios de coddn y los productos purificados en gen se unieron
usando los cebadores Sp17/p240 and Asp17/p24optRTengarce. El producto se cortd con Notl y Agel y se insert6 en
p17/240pt/RT/trNef13 cortado de forma similar, generando pGRN. El clon n°® 16 se verificd y progreso.

Cebadores:

5 PCR:

Sp17p24opt (sentido correcto)
ATAAGAATGCGGCCGCCATGGGTGCCCGAGCTTCGGT [SEC ID N° 11]
GTR-A (Antisentido)

[SEC ID N° 12]
3’ PCR
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Sentido correcto: GTR-S (Sentido correcto)

[SEC ID N° 13]
ASp17p240ptRTengarce (antisentido)
TGGGGCCCATCAACACTCTGGCTTTGTGTC [SEC ID N° 14]

Las condiciones de PCR para productos individuales y puntos, usando PWO ADN polimerasa (Roche): 95°C 1min,
después 20 ciclos 9°C 30 s, 55°C 30 s, 72°C 180 s, terminando a 72°C 120 s y 4°C de retencion

El producto de 1114 pb se purificé en gen y se corté con Notl y Agel liberando un fragmento de 6647 pb que se
purificd en gel y se ligé en el fragmento p17/240pt/RT/trNef13 cortado con Notl/Agel purificado en gel, generando
pGRN#16.

Ejemplo 10:

Plasmido: p73i-GRN2 Clone n° 19
(p17/p24(opt)/RT(opt)trNef) — reparado
Gen de interés:

La parte p17/p24 de gag optimizado por coddn, RT optimizado por codén y gen Nef truncado de la cepa HXB2
subtipo B del VIH-1 mas adelante en la cadena con respecto a un promotor + exén 1 de HCMV largo lowa y
anteriormente en la cadena con respecto a una sefial de poliadenilacion de la B-globina de conejo.

Los plasmidos que contienen el gen trNef derivado del plasmido p17/24trNef1 contienen un error de PCR que da un
cambio de aminoacido R a H en los 19 aminoacidos a partir del final de nef. Esto se corrigi6 mediante mutagénesis
por PCR, la nef corregida se unié por PCR a RT optimizado por codén de p7077-RT3 y el fragmento unido se corto
con Apal y BamHI y se clono en p73i-GRN cortado con Apal/BamHI.

Cebadores:

coRT por PCR de p7077-RT3 usando cebadores:
(Polimerasa = rendimiento PWO (Roche).
Sentido correcto: U1

AScoRT-Nef

[SEC ID N1 16]

Ciclo: 95 °C (30 s), después 20 ciclos 95°C(30 s), 55°C (30 s), 72°C (180 s), después 72°C (120 s) y retencién a 4°C
El producto de 1,7 kb de la PCR se purifico en gel

PCR 5’ Nef de p17/24trNef1 usando los cebadores:

Sentido correcto: S-Nef

ATGGTGGGTTTTCCAGTCACACC [SEC ID N° 17]

Antisentido: ASNef-G:
GATGAAATGCTAGGCGGCTGTCAA.ACCTC [SEC ID N° 18]
Ciclo: 95°C (30 s), después 15 ciclos 95°C (30 s), 55°C (30 s), 72°C (60 s), después 72°C (120 s) y retencién a 4°C
PCR 3’ Nef de p17/24trNef1 usando los cebadores:

Sentido correcto: SNEF-G
GAGGTTTGACAGCCGCCTAGCATTTCATC [SEC ID N° 19]
Antisentido:

AStrNef (antisentido)
CGCGGATCCTCAGCAGTTCTTGAAGTACTCC [SEC ID N°: 20]
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Ciclo: 95 °C (30 s), después 15 ciclos 95°C (30 s), 55°C (30 s), 72°C (60s), después 72°C (120 s) y retencion a 4°C

Los productos de PCR se purificaron en gel. Inicialmente, los dos productos Nef se unieron usando los cebadores 5’
(S-Nef) y 3’ (AstrNef).

Ciclo: 95°C (30 s), después 15 ciclos 95°C (30 s), 55°C (30 s), 72°C(60 s), después 72°C (180 s) y retenciéon a 4°C
El producto de la PCR se limpié en PCR y se unié al producto RT usando los cebadores U1 y AstrNef.
Ciclo: 95°C (30 s), después 20 ciclos 95°C (30 s), 55°C (30 s), 72°C (180 s), después 72°C (180 s) y retencién a 4°C

El producto de 2,1 kb se purificd en gel y se cortdé con Apal and BamHI. El plasmido p73I-GRN también se cort6 con
Apal y BamHI, se purifico en gel y se ligo con RT3trNef cortada con Apal-BamHI regenerando el gen
p17/p24(opt)/RT(opt)trNef.

Ejemplo 11
p73i-GN2 Clon n° 2 (p17/p24opt/trNef) — reparado
Gen de interés:

La parte p17/p24 de gag optimizado por coddn y los genes Nef truncados de la cepa HXB2 subtipo B del VIH-1
después de un promotor + exoén 1 de HCMV largo lowa y antes de una sefial de poliadenilacion de la B-globina de
conejo.

Los plasmidos que contienen el gen trNef derivado del plasmido p17/24trNef1 contienen un error de PCR que da un
cambio de aminoacido R a H en los 19 aminoacidos a partir del final de Nef. Esto se corrigié mediante mutagénesis
por PCR y el fragmento corregido se cortdé con Bglll y BamHI y se cloné en p73I-GN cortado con Bglll/BamHI.
(Figura 12) se regenero el gen de fusion p17/p24opt/trNef corregido posterior al promotor + exén 1 de HCMV largo
lowa y antes de la sefal de poliadenilacion de la B-globina de conejo.

PCR 5’ Nef de p17/24trNefl usando los cebadores:
(Polimerasa = rendimiento PWO (Roche).

Sentido correcto: S-Nef

ATGGTGGGTTTTCCAGTCACACC [SEC ID N° 21]
Antisentido: ASNef-G:

GATGAAATGCTAGGCGGCTGTCAAACCTC [SEC ID Ne° 22]
Ciclo: 95°C (30 s), después 15 ciclos 95°C (30 s), 55°C (30 s), 72°C (60 s), después 72°C (120 s) y retencion a 4°C
PCR 3’ Nef de p17/24trNefl usando los cebadores:

Sentido correcto: SNEF-G

GAGGTTTGACAGCCGCCTAGCATTTCATC [SEC ID N° 23]
Antisentido: AStrNef

CGCGGATCCTCAGCAGTTCTTGAAGTACTCC [SEC ID N°: 24]
Ciclo: 95°C (30 s), después 15 ciclos 95°C (30 s), 55°C (30 s), 72°C (60s), después 72°C (120 s) y retencion a 4°C
Los productos de la PCR se purificaron en gel y se unieron usando los cebadores 5’ (S-Nef) y 3’ (AstrNef).
Ciclo: 95°C (30 s), después 15 ciclos 95°C (30 s), 55°C (30 s), 72°C (60 s), después 72°C (180 s) y retencion a 4°C

El producto de PCR se limpi6é en PCR, se cortd con Bglll y BamHI y el fragmento de 367 pb se purifico en gel y se
cloné en p73I-GN cortado con Bglll/BamHI.

Ejemplo 12
Plasmido: p73I-RT w229k (RT inactivado)
Gen de interés:

Generacion de un gen RT inactivado en posicion mas adelante en la cadena con respecto a un promotor + exén 1 de
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HCMV largo lowa y anteriormente en la cadena con respecto a una sefial de poliadenilaciéon de la B-globina de
conejo.

Debido a los problemas con el uso de una especie RT de VIH activa en una vacuna terapéutica era deseable la
inactivacion del gen. Esto se consiguié mediante mutagénesis por PCR del RT (derivado de P73I-GRN2), posicion
de aminoacido 229 de Trp a Lys (R7271 p1-28).

Cebadores:
PCR 5’ RT + mutacion usando los cebadores:
(polimerasa = rendimiento PWO (Roche)).

Sentido correcto: RT3-u:1

GAATTCGCGEGCCGLEATGEGCCCCATCAGTCCCATCGAGACCATGCCEETEAAGCTE
ARRCCCGGGAT  [SEC ID N® 25]

Antisentido: AScoRT-Trp229Lys
GGAGCTCGTAGCCCATCTTCAGGAATGGCGGCTCCTTCT [SEC ID N° 26]
Ciclo:

1 x[94°C (30 s)]

15 x [94°C (30 s) /55°C (30 s) /72°C (60 s)]

1 x[72°C (30 s)]

Purificaciéon en gel PCR

PCR 3’ RT + mutacién usando los cebadores:
Antisentido RT3- 1:1
Sentido correcto: ScoRT-Trp229Lys
CCTGAAGATGGGCTACGAGCTCCATG [SEC ID N° 28]
Ciclo:

1 x[94°C (30 s)]

15 x [94°C (30 s) /55°C (30 s) /72°C (60 s)]

1 x[72°C (30 s)]

Purificacion en gel PCR

Los productos de la PCR se purificaron en gel y se unieron los extremos 5’ y 3’ de RT usando los cebadores (RT3[
U1)y 3 (RT3-L1).

Ciclo:
1 x [94°C (30 s)]
15 x [94°C (30 s) /55°C (30 s)/72°C (120 s)]
1 x [72°C (30 s)]

El producto de la PCR se purificod en gel y se clond en p7313ie, usando los sitios de restriccion Notl y BamHI
generando p73I-RT w229k. (Véase la Figura 13)

Ejemplo 13:
Plasmido: p73i-Tgrn (n° 3)

Gen de interés:
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La parte p17/p24 de gag optimizado por coddn, RT optimizado por codén y gen Neg truncado de la cepa HXB2
subtipo B del VIH-1 mas adelante en la cadena con respecto a un promotor + exén 1 de HCMV largo lowa y
anteriormente en la cadena con respecto a una sefial de poliadenilaciéon de la B-globina de conejo.

Las construcciones de fusion triple que contienen una forma activa de RT pueden no ser aceptables para las
autoridades reguladoras para uso humano, por tanto se realizé la inactivacion de RT mediante la insercién de un
fragmento cortado con Nhel y Apal de p73i-RT w229k en p73i-GRN2#19 cortado con Nhel/Apal (Figura 14). Esto da
como resultado un cambio de W — K en la posicién 229 en RT.

Ejemplo 14
p73l-Tnrg (n° 16)
Gen de interés:

El Nef truncado, RT inactivada optimizada por coddn y la parte p17/p24 del gen gag optimizado por codon de la cepa
HXB2 subtipo B del VIH-1 mas adelante en la cadena con respecto a un promotor + exén 1 de HCMV largo lowa y
anteriormente en la cadena con respecto a una sefial de poliadenilacién de la B-globina de conejo.

El orden de los genes en la poliproteina codificada por p73i-Tgrn se reorganizé mediante PCR y union en PCR
generando p73Il-Tnrg (Figura 15). Cada gen se amplificé por PCR y se purificd en gel antes de la unién en PCR de
los genes formando una unica poliproteina. El producto se purificod en gel, se digirid6 con Notl/BamHI y se ligd en
p7313ie cortado con Notl/BamHI.

Cebadores:
PCR de trNef
S-Nef (Not I)
CATTAGAGCGGCCGCGATGGTGGGTTTTCCAC [SEC ID N° 29]
Engarce AS-Nef-coRT

[SEC ID N° 30]
PCR RTw229k
S-coRT
ATGGGCCCCATCAGTCCCATCGAG [SEC ID N° 31]

Engarce AS-coRT-p17p24

[SEC ID N° 32]
PCR de p17p24opt

S-p17p240pt
ATGGGTGCCCGAGCTTCGGTACTG [SEC ID N° 33]
AS-p17p240pt (BamHI)
GATGGGGGATCCTCACAACACTCTGGCTTTGTGTCC [SEC ID N° 34]
Condiciones de PCR para productos individuales y union usando VENT ADN polimerasa (NEB):
1 x[94°C (30 s)]
25 x [94°C (30 s) /55°C (30 s) /72°C (120 s [p17p24 o0 RT] 0 60 s [trNef])]
1 x[72°C (240 s)]
Los productos de la PCR se purificaron en gel y usaron en una unién por PCR usando los cebadores S-trNef (Notl) y

ASp17p24opt (BamHI):

21



10

15

20

25

30

35

ES 2364 466 T3

1x[94°C (30 s)
25 x [94°C (30 s) /55°C (30 §)/72°C (210 s)]
1 x [72°C (240 s)]

El producto de 3000 pb se purificé en gel y se cortd con Notl y BamHI, que se limpié en PCR y se ligd en p7313ie
digerido con Notl/BamH]I y purificado en gel, generando p73i-Tnrg.

Ejemplo 15:
1. Plasmido: P73i-Tngr (n° 3)
Gen de interés:

El Nef truncado, la parte p17/p24 del gen gag optimizado por coddn y el gen RT inactivado optimizado por codén de
la cepa HXB2 subtipo B del VIH-1 mas adelante en la cadena con respecto a un promotor + exén 1 de HCMV largo
lowa y anteriormente en la cadena con respecto a una sefal de poliadenilacion de la 3-globina de conejo.

El orden de los genes en la poliproteina codificada por p73i-Tgrn se reorganizé mediante PCR generando p73ITngr
(Figura 16). Se generaron p17/p24 y RT optimizados por codén como un unico producto y se unié mediante PCR
hasta obtener trNef amplificado. El producto se purificd en gel, se digiri6 con Notl/BamHI y se ligé en p7313ie
cortado con Notl/BamHI.

Cebadores:

PCR P17/p24 - RT 3"

Sp17p24opt (sentido correcto)
ATGGGTGCCCGAGCTTCGGTACTG [SEC ID N° 35]
RT3 1:1 (antisentido)

GAATTCGGATCCTTACAGCACCTTTCTAATCCCCECACTCACCAGCTTETCCACCTS
CTCGTTGCCAC  [SEC ID N° 36]

PCR de TrNef 5’

S-Nef (Not I)

CATTAGAGCGGCCGCGATGGTGGGTTTTCCAC [SEC ID N° 37]
AS-Nef-p17p24

[SEC ID N° 38]

Condiciones de PCR para productos individuales y uniéon usando VENT ADN polimerasa (NEB):
1 x[94°C (30 s)]
25 x [94°C (30 s) /55°C (30 s)/72°C (180 s [p17p24+RT] 0 60 s [trNef] 0 210 s [unién])]
1 x[72°C (240 s)]

El producto de 3000 pb se purificd en gel y se corté con Notl y BamHI, que se limpié en PCR y se ligd en p7313ie
digerido con Notl/BamH]I y purificado en gel, generando p73i-Tnrg.

Ejemplo 16:
Plasmido: p73I-Trgn (n° 6)
Gen de interés:

El gen RT inactivado optimizado por coddn, la parte p17/p24 del gen gag optimizado por codon y el gen Nef
truncado de la cepa HXB2, subtipo B, del VIH-1 mas adelante en la cadena con respecto a un promotor + exén 1 de
HCMV largo lowa y anteriormente en la cadena con respecto a una sefal de poliadenilaciéon de la B-globina de
conejo.
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El orden de los genes dentro de la construccion se realizé mediante amplificacion por PCR de p17p24-trNef y
RTw229k de los plasmidos p73I-GN2 y p73I-RTw229k, respectivamente. Se unié mediante PCR y el producto se
purificod en gel y se digirié con Notl/BamHI antes de ligar en p7313ie digerido con Notl/BamHI. La secuenciacion
revel6 que p17p24 no estaba completamente optimizado, después se corté un fragmento de 700 pb con Agel/Munl
de la region de codificacion y se sustituydé con el fragmento Munl/Aje de p73i-Tgrn#3 que contiene la secuencia de
codificacion correcta. (Véase la Figura 17)

Cebadores:

p17p24-trNef PCR

S-p17p240pt

ATGGGTGCCCGAGCTTCGGTACTG [SEC ID N° 39]
AstrNef (BamHI)
RTw229k

RT3-U:1

GRAATTCGCGECCGCEATEGECCCCATCAGTCCCATCGAGACCGTEGCCGETGAAGCTE
AAACCCEEGAT [SEC ID N° 40]

AS-coRT-p17p240pt engarce

CAGTACCGAAGCTCEGGCACCCATCAGCACCTTTCTAATCCCCEC  [SEC ID N° 41]

Condiciones de PCR para productos individuales y uniéon usando VENT ADN polimerasa (NEB):
1 x[94°C (30 s)]
25 x [94°C (30 s) /55°C (30's) /72°C (120 s (PCR) o0 180 s (union)
1 x[72°C (240 s)]

El producto de 3000 pb de la unién en PCR se purificé en gel y se corté con Notl y BamHI, que se limpié en PCR y
se ligé en p7313ie digerido con Notl/BamHI y purificado en gel, generando p73i-Tnrg. El analisis de la secuencia
mostré que la secuencia de p17p24 obtenida de p73I-GN2 no estaba completamente optimizada por codén y que
esto se habia llevado a cabo en el nuevo plasmido. Esto se rectificé cortando un fragmento de 700 pb de p73i-Tngr
cortado con Munl y Agel, y sustituyéndolo mediante unidon con un producto de 700 pb digerido con Munl/Agel de
p73i-Tgrn generando la construccion p73I1-Tngr n° 6.

Ejemplo 17:
Plasmido: p73i-Trng (n° 11)
Gen de interés:

El gen RT inactivado optimizado por codén, el Nef truncado y la parte p17/p24 del gen gag optimizado por coddn y
de la cepa HXB2, subtipo B, del VIH-1 mas adelante en la cadena con respecto a un promotor + exén 1 de HCMV
largo lowa y anteriormente en la cadena con respecto a una sefal de poliadenilacién de la B-globina de conejo.

El orden de los genes dentro de la construccion se realizé mediante amplificacion por PCR de los genes RT-trNef
and p17p24 de p73i-Tgrn. Se realizé la unidon mediante PCR de los dos fragmentos de ADN y el producto de 3 kb se
purificd en gel y se digirié con Notl/BamHI| antes de ligar en p7313ie digerido con Notl/BamH]I, y dio p73l Trng (n°
11).

Cebadores:
RTw229k-trNef
RT3-u: 1
AS-Nef-p17p24opt engarce
P17p24
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S-p17p240pt
ATGGGTGCCCGAGCTTCGGTACTG [SEC ID N° 44]
AS-p17p240pt (BamHI)
GATGGGGGATCCTCACAACACTCTGGCTTTGTGTCC [SEC ID N° 45]
Condiciones de PCR para productos individuales y union usando VENT ADN polimerasa (NEB):
1 x[94°C (30 s)]
25 x [94°C (30 s) /55°C (30 s) /72°C (120 s (PCR de los genes) o 180 s (union)
1 x [72°C (240 s)]

El producto de 3000 pb de la unién en PCR se purificéd en gel y se corté con Notl y BamHI, que se limpié en PCR y
se ligd en p7313ie digerido con Notl/BamHI y purificado en gel, generando p73i-Tnrg.

Ejemplo 18:
p73i-Tgrn (n° 11)
Gen de interés:

La parte p17/p24 del gen gag optimizado por coddn, el gen Nef truncado y el gen RT inactivado optimizado por
codon de la cepa HXB2 subtipo B del VIH-1 mas adelante en la cadena con respecto a un promotor + exén 1 de
HCMV largo lowa y anteriormente en la cadena con respecto a una sefial de poliadenilacion de la B-globina de
conejo.

El orden de los genes dentro de la construccion se realizé6 mediante amplificacion por PCR de p17p24-trNef y
RTw229k de los plasmidos p73I-GN2 y p73I-RTw229k, respectivamente. Se unié mediante PCR y el producto se
purificd en gel y se digiri6 con Notl/BamHI antes de ligar en p7313ie digerido con Notl/BamHI. Se observaron dos
errores de secuencia en la secuencia (p17p24 y RT), que después se repararon mediante sustitucion con las partes
correctas de los genes usando los sitios de restriccion dentro de la poliproteina. (Véase la Figura 19).

Cebadores:

p17p24-trNef PCR

S-p17p240pt
ATGGGTGCCCGAGCTTCGGTACTG [SEC ID N° 46]

AS-Nef-coRTengarce

GATGGGACTGATEGGGECCCATGCAGTTCTTGAACTACTCCGE  [SEC ID N° 47]

RTw229k

S-coRT

ATGGGCCCCATCAGTCCCATCGAG [SEC ID N° 48]
RT3-1:1

GAATTCGEATCCTTACAGCACCTTTCTAATCCCCGCACTCACCAGCTTGTCGACCTG
CTCGITGCCGC  [SEC ID N° 49]

Condiciones de PCR para productos individuales y union usando VENT ADN polimerasa (NEB):
1 x[94°C (30 s)]
25 x[94°C (30 s) /55°C (30 s) /72°C (120 s (PCR) 0 180 s (unién)
1 x[72°C (240 s)]

El producto de 3000 pb se purificé en gel y se cortd con Notl y BamHI, que se limpié en PCR y se ligd en p7313ie
digerido con Notl/BamHI y purificado en gel, generando p73i-Tnrg. La secuenciacion reveld que p17p24 no estaba
completamente optimizado, después se corté un fragmento de 700 pb con Agel/Munl de la regién de codificacién y
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se sustituyd con el fragmento Munl/Age de p73i-Tgrn#3 que contiene la secuencia de codificacion correcta. La
poliproteina también contenia una Unica mutacién puntual (G2609A), que tuvo como resultado una sustitucion de
aminoacido de Thr a Ala en la parte RT de la poliproteina. La mutacién se corrigi6 mediante digestién con
Apal/BamHI de la construcciéon y se limpié en PCR eliminando la secuencia mutada, que se sustituyé mediante
unién con una parte de RT de p73i-Tgnr digerida con Apal/BamHI.

Ejemplo 19:

Preparacion de la “pasta de oro” recubierta de plasmido para cartuchos de ADN de la “pistola génica”

El ADN del plasmido (aproximadamente 1 ug/ul, por ejemplo 100 ng, y particulas de oro de 2 um, por ejemplo 50
mg, (PowderJect), se suspendieron en espermidina 0,05 M, por ejemplo 100 ul (Sigma). EI ADN se precipito en las
particulas de oro mediante adicion de CaCl, 1 M, por ejemplo 100 pl (American Pharmaceutical Partners, Inc.,
EE.UU.). El complejo de ADN/oro se incub6 durante 10 minutos a temperatura ambiente, se lavé 3 veces en etanol
absoluto, por ejemplo 3 x 1 ml (secado previamente en tamiz molecular 3A (BDH)). Las muestras se resuspendieron
en etanol absoluto que contiene 0,05 mg/ml de polivinilpirrolidona (PVP, Sigma) y se dividieron en tres alicuotas
iguales en tubos de microfuga de 1,5 ml (Eppendorf). Las alicuotas eran para andlisis de (a) “pasta de oro”, (B)
eluato- plasmido eluido de (a) y (c) para la preparaciéon de cartuchos Tefzek recubiertos con oro/plasmido para la
“pistola génica” (véase el Ejemplo 3, a continuacién). Para la preparacion de muestras (a) y (b), los tubos que
contienen ADN del plasmido/’pasta de oro” en etanol/PVP se centrifugaron durante 2 minutos a velocidad maxima
en un tubo de microfuga Eppendorf 5418, el sobrenadante se retird y la “pasta de oro” se sec6 durante 10 minutos a
temperatura ambiente. La muestra (a) se resuspendié a 0,5-1,0 pg/pl de ADN plasmidico en TE a pH 8,0,
suponiendo un recubrimiento de aproximadamente el 50%. Para la elucién, la muestra (b) se resuspendio hasta 0,501
1,0 pg/ul de ADN del plasmido en TE a pH 8,0 y se incubd a 37°C durante 30 minutos, agitando enérgicamente v,
después, se centrifugd durante 2 minutos a velocidad maxima en un tubo de microfuga Eppendorf 5418 y el
sobrenadante, eluato, se retird y se almacend a -20°C. La concentracion exacta de ADN eluida se determino
mediante cuantificacion espectrofotométrica usando un Genequant Il (Pharmacia Biotech).

Ejemplo 20:

Preparaciones de cartuchos parainmunizaciéon con ADN

La preparacién de los cartuchos para el dispositivo de transferencia génica Accell se realiz6 como se ha descrito
anteriormente (Eisenbraun y col., DNA and Cell Biology, 1993 Vol 12 N° 9 paginas 791-797; Pertner y col.).
Brevemente, particulas de oro de 2 um (DeGussa Corp., South Plainfield, N.J., EE.UU.) se recubrieron con el ADN
plasmidico y se cargaron en tubos de Tefzel, y después se cortaron en fragmentos de 1,27 cm de longitud para
servir como cartuchos y se almacenaron desecadas a 4°C hasta su uso. En una vacunacion tipica, cada cartucho
contenia 0,5 mg de oro recubierto con un total de 0,5 ug de ADN/cartucho.

Ejemplo 21:

Respuesta inmunitaria a antigenos de VIH tras vacunacion con ADN usando la pistola génica

Se vacunaron ratones (n= 3/grupo) con antigenos codificados por acidos nucleicos y localizados en dos vectores.
P7077 usa el promotor IE de HCMV, que incluye el intrén A y el exén 1 (promotor fcmv). P73l libera el mismo
antigeno, pero contiene el promotor IE de HCMV (promotor icmv) que no contienen el intrdn A, pero incluye el exén
1.

El plasmido se administré en el mismo sitio diana afeitado de piel abdominal de ratones F1 (C3H x Balb/c). Los
ratones recibieron una inmunizacién primaria de 2 x 0,5 ng de ADN el dia 0, reforzada con 2 x 0,5 ug de ADN el dia
35 y se detecto la respuesta celular el dia 40 usando el ensayo Elispot IFN-gamma.

. P73l — vector vacio

. P7077 - vector vacio

. P7077 GRN - (promotor f CMV) Gag, RT, Nef

. P73I GRN - (promotor i CMV) Gag, RT, Nef

. P731 GR3N - (promotor CMV) Gag optimizado, RT optimizado, Nef
. P7077 GRN - (promotor f CMV) Gag, Nef

. P73I GRN - (promotor i CMV) Gag, Nef

Respuestas de células T citotoxicas
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La respuesta de células T citotéxicas se evalué mediante ensayo ELISPOT con IFN-y restringido a células T CD8+
de esplenocitos recogidos 5 dias después. Se mato6 a los ratones mediante dislocacion cervical y se extrajeron los
bazos y se introdujeron en PBS helado. Los esplenocitos se clarificaron en solucién salina tamponada con fosfato
(PBS), seguido de lisis de eritrocitos (1 minuto en tampon consistente en NH4Cl 155 mM, KHCO3 10 mM, EDTA 0,1
mM). Después de dos lavados en PBS eliminando la materia particulada, la suspension celular sencilla se alicuotd
en placas de ELISPOT previamente revestidas con anticuerpo de captura de IFN-y y se estimulé con péptido
cognado restringido a CD8- (Gag, Nef o RT). Después de cultivar durante una noche, las células productoras de
IFN-y se visualizaron mediante aplicacion de anticuerpo anti IFNy murino marcado con biotina (Pharmingen),
seguido de fosfatasa alcalina conjugada con estreptavidina y se cuantificaron usando analisis de imagen

Los resultados de este experimento se muestran en figuras 20, 21 y 22.

Ejemplo 22:

Inmunogenicidad de las construcciones para vacuna
1. Ensayos celulares

La respuesta inmunitaria celular comprende células CD8 citotdxicas y células CD4 coadyuvantes. Un procedimiento
sensible para detectar las células CD8 y CD4 especificas es el ensayo ELIspot, que se puede usar cuantificando el
nimero de células capaz de secretar interferén-y o IL-2. El ensayo ELIspot depende de la captura de citocinas
secretadas por células individuales. Brevemente, placas de microvaloracion especializadas se revisten con
anticuerpos anti-citocinas. Los esplenocitos aislados de animales inmunizados se incuban durante la noche en
presencia de péptidos especificos que representan epitopos conocidos (CD8) o proteinas (CD4). Si se estimulan las
células para liberar citocinas, se uniran a los anticuerpos sobre la superficie de la placa que rodea la localidad de las
células productoras individuales. Las citocinas permanecen unidas al anticuerpo de revestimiento después de que
las células se han lisado y las placas se han lavado. El ensayo se desarrolla de un modo similar a un ELISA usando
un sistema de amplificacién con biotina/avidina. El nUmero de manchas iguala al numero de células productoras de
citocina.

Respuestas de CD8 a los siguientes epitopos murinos restringidos por K2d: Gag (AMQMLKETI), Nef (MTYKAAVDL)
y RT (YYDPSKDLI) y las respuestas de CD4 a las proteinas Gag y RT se registraron para las 6 construcciones. Los
resultados de estos ensayos se analizaron estadisticamente y las construcciones se clasificaron de acuerdo con su
inmunogenicidad. El resultado se muestra en la figura 23 de las figuras.

2. Ensayos humorales

Las muestras de sangre se recogieron para analisis de anticuerpos a los 7 y 14 dias después del refuerzo a partir de
dos experimentos. Se separd el suero y se almacend congelado hasta que se pudieron medir los titulos de
anticuerpos usando ensayos ELISA especificos. En todas las muestras se analizaron los anticuerpos frente a Gag,
Nef y RT. Brevemente, las placas de ELISA se recubrieron con la proteina relevante. El exceso de proteina se lavd
antes de incubar las muestras de suero diluidas en los pocillos. Las muestras de suero se lavaron y se afiadio
antisuero anti-ratén conjugado con una marca adecuada. La placa se desarroll6 y ley6 en un lector de placas. Los
resultados se muestran en la figura 24.

3. Datos de anticuerpos

Los titulos de anticuerpos se midieron para las seis construcciones en cuatro experimentos. La construccion p73ill
GNR no generdé de forma consistente respuestas de anticuerpos frente a Gag y respuestas de anticuerpos limitadas
frente a Nef. La razén de ello no esta clara, ya que se observaron respuestas de linfocitos T de esplenocitos aislados
de los mismos ratones, lo que indica que la proteina Gag se estaba expresando in vivo.

El orden para la generacion de anticuerpos especificos frente a Gag fue:
RNG>GRN>NRG>RGN>NGR>GNR
Datos del andlisis de inmunologia celular

El objetivo era clasificar las 6 construcciones sobre la base de los datos del recuento de manchas en 3 experimentos
de inmunologia. Se evaluaron tres grupos de respuestas:

Respuestas de CD8 a Gag, Nef y RT el dia 7 (7 dias después de la primaria),
Respuestas de CD4 a Gag y RT el dia 35 (7 dias después del refuerzo),
Respuestas de CD8 a Gag, Nef y RT el dia 35 (7 dias después del refuerzo),
Cada respuesta (p. €j., respuesta CD8 a Gag) se modelé usando un modelo de efectos lineales mixtos en SAS,

version 8. El modelo incluyd efectos fijos de la construccion, estuviera el antigeno particular (Gag, Nef o RT)
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presente o ausente, y estuviera IL-2 presente o ausente. Ademas, para las respuestas de CD8, en las que se
disponia de datos de cada ratéon individual, el sujeto se incluyd como efecto aleatorio en el modelo. EI modelo
incluyé términos de interaccion permitiendo un efecto diferente de la construccion para cada combinacion del
antigeno (presente/ausente) e IL-2 (presente/ausente).

A partir del modelo, la diferencia en la respuesta media ajustada entre cada construcciéon y p7313 (el grupo control)
se estimd por separado para cada combinaciéon de antigeno (presente/ausente) e IL-2 (presente/ausente), junto con
un valor p indicativo de si la diferencia era estadisticamente significativa o no. En base a las diferencias y los valores
p en presencia del antigeno y la ausencia de IL-2, las construcciones se clasificaron asignando una puntuacién de 6
a la construccién con la diferencia mas grande, 5 para la siguiente mas grande etc., pero 0 a todas las
construcciones en las que la diferencia no era estadisticamente significativa al nivel de 5%.

Las suposiciones del modelo -que los residuos estaban distribuidos normalmente con una varianza constante, se
evaluaron usando procedimientos graficos y andlisis de sensibilidad, en los que se modeld primero un logaritmo y
segundo una transformacién de raiz cuadrada de la respuesta. La clasificaciéon de las construcciones no era sensible
a las desviaciones de las suposiciones del modelo.

Habiendo calculado los 6rdenes para cada respuesta en cada experimento por separado, los érdenes totales para
los 3 grupos de respuestas se calcularon en los 3 experimentos. La tabla siguiente muestra los érdenes totales en
los 3 experimentos.

Ordenes totales de las construcciones para cada uno de los 3 grupos de respuestas, combinados a lo largo de 3
experimentos de inmunologia

Construccién Dia 7 (7 dias tras la primaria) | Dia 35 (7 dias tras el refuerzo)
CD8 CD4 CD8

GRN 5 18 3

GNR 17 24 28

RGN 28 23 33

RNG 25 27 37

NRG 25 19 0

NGR 4 14 10

RNG tiene el orden mas alto para todos los grupos de respuestas el dia 35 y el segundo orden mas alto por detras
de RGN el dia 7. EGN también recibe 6rdenes altos para todos los grupos de respuestas el dia 35.
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REIVINDICACIONES

Una secuencia de nucleétidos ligada en forma operable a un promotor heterélogo, en la
que la secuencia de nucleétido codifica para RT optimizada, Nef truncada, p17 Gag optimizada por codén y
p24 Gag optimizada por codén, en el orden RT, Nef, p17 Gag, p24 Gag.

Una secuencia de nucleétidos segun la reivindicacion 1 en la que la secuencia gag se
optimiza por codon para que se parezca al uso de coddn en un gen humano altamente expresado y la
secuencia de nucledtido tiene un valor de RSCU mayor de 0,5.

Una secuencia de nucledtidos segun la reivindicacion 1 6 2 en la que el RT se optimiza
por codon para que se parezca a un gen de expresion alta.

Una secuencia de nucleotidos segun cualquier reivindicacion precedente en la que el
promotor heterdlogo es el promotor del gen IE de HCMV.

Una secuencia de nucledtidos segun la reivindicacion 4 en la que el extremo 5 del
promotor comprende el exoén 1.

Una secuencia de nucleétidos segun cualquier reivindicacion precedente en la que la RT
codifica una mutacion para inactivar sustancialmente cualquier actividad de transcriptasa reversa.

Una secuencia de nucleétidos segun la reivindicacion 6 en la que RT se muta
sustituyendo el triptéfano 229 por Lisina.

Un vector que comprende una secuencia de nucledtidos segun una cualquiera de las
reivindicaciones 1 a 7.

Un vector segun la reivindicacion 8 que es un vector viral.
Un vector viral segun la reivindicacion 9 que es un adenovirus defectivo en replicacion.
Un vector segun la reivindicacion 9 que es un plasmido de ADN de doble cadena.

Una proteina codificada por una secuencia de nucledtidos segun cualquiera de las
reivindicaciones 1a 7.

Una composicion farmacéutica que comprende una secuencia de nucledtidos de las
reivindicaciones 1 a 7 o un vector de las reivindicaciones 8-11 y un excipiente, diluyente, vehiculo o
coadyuvante farmacéuticamente aceptable.

Una composicion farmacéutica segun la reivindicacién 13 adaptada para administracion
intramuscular o intradérmica.

Una composicidn farmacéutica segun la reivindicacion 13 6 14, en la que el vehiculo es
una perla de oro.

Un dispositivo de administracion intradérmica que comprende una composiciéon
farmacéutica segun una cualquiera de las reivindicaciones 13-15.

Una secuencia de nucleétido de cualquiera de las reivindicaciones 1 a 7, un vector de
las reivindicaciones 8 a 11 o una composicién de cualquiera de las reivindicaciones 13 a 15, para usar en
medicina.

Un procedimiento para la produccién de un nucleétido segun cualquiera de las
reivindicaciones 1 a 7, que comprende engarzar de manera operable una secuencia de nucleétidos que
codifica RT (optimizada por codén), Nef truncada, p17 Gag (optimizada por codén) y p24 Gag (optimizada por
cododn) en el orden RT, Nef, p17 Gag, p24 Gag a un promotor heterélogo.
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Figura 1
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Figura 2
Secuencia del inserto p35 gap en pGAgOptrpr2

ATGEETGECCOGAGCTTOGETACTGTC TGETEEAGAGC TEEACAGATEGGGAGARARATT
AGGCTECGCCOGGEAGECAAAAAGARANTACAAGC TCAAGCATATCGTGTEERCCTOS
AGGGEAGCTTGAACGETTTGCCGTGAACCCAGECCTECTGGAAACATCTGAGEGATET
CGCCAGATCCTGGEECAAT TGCAGCCATCCCTOCAGACCGEGAGTGARGRGCTGART
ToCTTETATARCACACT GO TACCC T CTACTGCETACACCAGAGGATCIAGATTARS
GATACCAAGEREGOCTTEEACARRAA T TGACAAGERCCAMACAAGAGCALNGALGALG
GrCCAGCAGGCAGCTGCTGACACTCEGCATAGCAACCAGGTATCACAGARCTATCCT
ATTETCCAARAACATTCACEECCAGATEETTCATCACGECCATCNGCOCCOGEADGOTD
AR TGO TG T ARG T T T O GAACRGARGECCTTTT CTOCTEAGETTATCCCCATS
TTCTCCGCT T TGAGTGACEEEGCCACTCCTCAGCGACCTCAATACAATGCTTAATACT
GG EE e AT A CS e AT GO AR A TC T TR ACEAGACT ATCAACGAGGAGEOA
GCCGAETACAACAGAGTECAT CCCETCCACGCTEECCCAATCRCACCCEEACAGATS
CeGEAGCCTCECEECTCTEACATTECCEECACCACCTCTACACTECAAGAGCARRTC
GEATEEATAACCARCAATCCTCCCATCCCAGTTEGAGAMATCTATARACCATEAATC
ATTCTCGOTCTCAATARAATTCTTAGAATGTACT CTCCGACATCCATCCTTEACATT
AGRACAGGEACCCAARAGAGCCT TTTAGGEATTACGTCGACCEGTTTTATAAGACCCTG
COAGCAGAGCAGGCCTCTCAGGAGGTCARMAACTGGATGACGGAGACACTCCTGGTA
CAGAACGCTAACCCCGACTECARAACAATCTTGARGGCACTAGGCCOGECTGCCACT
CTGEARGAGATEATGACCGECC TETCAGEGAGTAGGCGGACCCGGACACARAGCCAGA
GTGTTGECCEAAGCCATGAGC CAGGTGACGAACTCOGCAACCATCATGATSCAGAGA
GEGAACTTCCGCAATCAGCGGAAGATCGTGARGTGTTTCAATTGCGECAMGGAGGET
CATACCGCCCGCAACTETOGEECCCCTAGGANGAAAGEGTETTGEANGTGCGECARG
GAGGEACACCAGATEAAAGAC TETACAGACGACAGECCAATTTTC TTGGARAMGATT
TEGCCRAGCTACARGEEGAGACCTEETAATTTCCTECARAGCAGECCOGAGCCCACT
GOCC OO TEAGEAATCC T TCAGE T COGEAGTECACACCACAACGCCTCCCCARR AR
CRGEAACCAATCEACARGEAGCTETACCCTTTARCTTCTCTECETTCTCTCTTTEES
ARCSARCCCOOTOOTOTCAATAR [SED ID KO: 50]

MEARREVLSG
LETSEGCROTI
LDKIEEEQNE
TLMARVEVVE
LEETINEEARA
THNFFIFVGE
YETLRAEQAS
QEVIGPGHER
TARNCRAERE
ERFPEPTAPFE
&

[SEQ ID NO:

GELDRWEKIR
LOQLOPSLOT
EEFFAQOARE
EKAFSPEVIE
EWDRVHPVHR
IYERWIILGL
QEVENWMTET
RVLAEAMS OV
KECWECGERG
ESFREGVETT

51]

LEPEOKREYE
SSEELRSLYN
DTGHSHOVSD
MFSALSEGAT
GPIAPGOMRE
NEIVRMYSFT
LLVOHNANEDC
THSATIMMOR
HOMEDCTERD
TEPQKQERID

30

LEHIVWASRE
TVATLYCVHQ
HYPIVONIQS
PODLNTMLIT
PRESDIASTT
STLDIRQGEE
ETILKALGEA
CNFRMQRKIV
ANFLGEIWFS
KELYPLTSLRE

LERFAVNPGL
RIEIKDTEKEA
OMVHOAISFR
VGGEHQAAMOM
ETLOEQIGHM
EPFRDYVDRF
ATLEEMMTAC
KCFNCGKECGH
YHGRPGNFLO
SLFGNDPSS0
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Figura 3
Secuencia del inserto pi17Ti24trNEF en p17i24irNEF1

ATGGEETGUEAGAGOEGTCAGTAT TARGCGEEGEAGAATTAGATCGATGEGAMAAAATT
CEETTAMGGCCAGEEGEAANGARA A AR TATARL TTARRACATATAGTATGEECAAGT
AGEERGCTAGARCGATTCGCAGT TRATCCTERCCTGTTAGARACATCAGRRGGECTGT
AGACARARATACTEGERCAGCTACARCCATCCCTTCAGACRGEATCACGRAGHRACTTAGA
rCATTATATARTRCRCTRECARCCCTCTATTETETGCATCAARCERTRCGRERTARRR
GACARCCARCEAAGCTTTAGACARGATACGAGGAMGAGCAAMNCARNMCTARAGRARARR
GUACAGCAAGCAGCAGCTEARCACAGEACACAGCAATCAGGTCAGCCARRATTACCCT
ATAGTGCAGRACAT CCAGEEECAAATGGTACATCAGGCCATATCACCTAGARCTTTA
AATGCATGGGTAARGTAGTAGRAGAGAARGCTTTCAGCCCAGARGTGATACCCATS
TTTTCAGCATTATCAGAAGGRECCACCCCACRAGATTTARACACCATACTARACACA
CTEEEEAEMCATCAAGCARCCATECARATETTAMAAGARACCATCARTERGEAAGCT
GOAGAATEEGATRGAGTECAT CCAGTGCATGCAGEECCTATTGCACCAGGOCAGATG
AGRGEARCCR R CCCERRCTEACA TAGCACEARCTACTAGTACCCTTCAGERRCARATR
GEATGEATGACAARTAR TCCACCTATCCCAGTAGGAGAARTTTATARARGATEEATA
ATCCTGEGATTARATARAATAGTARGRATGTATAGCCCTACCAGCATTCTGGACATA
AGRCARAGGACCARAAGAACCCTTTAGACGACTATETAGRCOCETTCTATARRRCTCTA
AGRGCOGRAGCAAGCT TCACAGEAGETAARAAATTGEGATEACAGARACCTTETTEETC
CARARTECERACCCAGATIGTARGACTATTTTARAAGCATTEGGEACCRAGCEGCTACA
CTAGARAGAAATAATGACAGCATGTCAGGGAGTAGGAGEACCOGEUCATARGGCARGA
GTTTTEETEEETTTTCCAGTCACACCTCAGGTACCTTTARGACCARTGACTTACARG
GOAGCTGTAGATCTTRGCCACTTTTTAARARGARRAAGEAGEEGACTGEARGGECTAATT
CACT COCARRGARCACARACGATATCCTTCATCTETEEATCTACCACARCRCRAGEUTAL
TTCCCTEATTGECAGAACTACRCACCRAGACCCAEEEATCAGATATCCACTGACCTTT
GEATESTEOTACARGCTACSTACCAGTTEARCCAGATAAGATARRRARGACCAATARA
GEAGAGARACACCAGUT TG T TACRCCCTCTGAGCCTECATGEEATEGEATEACCOGGEAG
AGRGARGTETTAGRGTGEAGGT TTEACAGOCACCTAGCATTTCAT CACGTEGCOCCGA
GAGCTGCATCCOGCAGTACTTCAAGAACTGCTGA [SEQ ID NO: 52)

LEPGGEKEFYK LEHIVWASRE LERFAVHPGL

MGARARSVLEG GELDRWEEIR

LETSEGCRQI LEQLOPSLOT
LOKIEEEQNK SKEKAQQAAA
TLNAWVEVVE EKAFSPEVIP
LKETINEEAA EWDRVHEVHA
THNPPIPVEE IYKRWIILGL
YKTLRAEQAS QEVENWMTET
QGVGEPEHKA RVLVGFEVTE
SORRODILDL WIYHTQGYFP
VEEANKEENT SLIHPVSLHG
FRNC*

[SEQ ID HO: 53]

GESEELRSLYN TVATLYCVHD
DTGHSHOVEQ NYPIVQNIQG
MFSALSEGAT PODLNTMLNT
GPIAPGOMRE FRGSDIAGTT
WEIVEMYSPT SILDIRQGEE
LINONANPDC KTILKALGERA
QOVPLEPMTYK ARVDLSHFLE
DWONYTPGEE VRYPLTPGHC
MODFEREVLE WRFDSHLAFH

31

RIEIKDTKER
UMVHQRISPR
VEEHQARMOM
STLOEQIGWM
EFFRDYVDRF
ATLEEMMTAC
ERGGLEGLIH
YELVFVEPDK
HVARELHFEY
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Figura 4
Secuencia del inserto p1Ti2doptiirMef en pi1Ti2doptiirMef

AT GEETCC ARG CTT CeETACT CTCTGETGGAGAGC TCEACAGATOGEAGARAATT
AGGCTACECOCEERARAGGCARARRGRA A TACAAGCTCAASCATATCATETEEGCCTCE
AGGERGCTTEAACGETTTGCCOTARARCCCAGGCCTECTRGARACATC TEAGEEATET
CRCCAGATCCTGEEGCAATTGCAGCCATOCCTOCAGACCEGEAGTEAAGAGCTGAGE
TCCTTGTATAACACAGTGGCTACCCTCTACTGOGTACACCAGAGGATCGAGATTARG
GATACCAAGGAGGCCTTGGACAAAAT TGAGGAGEAGCAAARCAAGAGCAAGAAGAAG
GOCCAGCAGGCAGCTGCTEACACTGEECATAGCAACCAGETATCACAGAACTATCCT
ATTGTCCAARRCA TTCAGEECCAGATEETTCATCAGECCATCAGCCCCOGERCECTS
ARTCCCTEEETEARGATTETOGRRACASA AEOCCTTTTCTCCTEASETTATOCCCATS
T T CGCTT TR TEAGGECCCCACTCCTCAGERACCTCAATACAATACTTAATACE
GTEEECEECCATCACACCECCATGCARAATETTEAAGGAGACTATCARCGAGGAGETR
GCCGAGTEEEACAGRETECATCCCGTCCACGCTEECCCARTOGCGCCCGEACRGATS
CEROGRGCCTCGOEGCTCTGACATTGCCGECACCACCTCTACACTGCAAGAGCRAAATC
GOATGGATGACCAACAATCCTCCCATCCCAGTTGEGAGAAATCTATARACGETGEATC
ATTCTCGETCTCAR TARRAT TG T TAGAATGTACTCTCCGACATCCATCCTTGACATT
AGRCAGEGACCCAARGRCCCTTTTAGEGATTACETCEACOEETTTTATRAGACCCTE
CERGCAGAGORGECCTCTCASEREETCAR R AR CTERATORCEEACGACACTCCTGETA
CACGAACGCTAACCCCGACTECARRACAA TCTTOAAGGCACTAGGCCCGGCTGCCACT
CTEERACGACGATEATEACCECCTETCAGGEEAGTAGEOGGACCOGEACACAAAGTCAGA
GTETTEATGETEEETTTTCCAGTCACACCTCAGGTACCTTTAAGARCCARTGRCTTAC
ARGECAGCTETAGATCTTAGCCACTTT TTARAAGAARAAGEEGGEACTGEARAGEECTA
ATTCACTCOCAAAGRAGACAAGATATCCT TGATCTETGAATC TACCRCACACRAGGC
TACTTCCCTEATTGECAGAACTACARCACCAGEECCAGGGETCAGATATCCACTGACT
TTTGERTGeTECTACARGCTACTACCASTTEAGC CACATARGGTAGRAGAGGCCAAT
ARAGEACACAACACCAGCTTETTACACCCTETCAGCCTECATGEGATGGATGACCCG
GAGACGAGARGTOTTAGAGTECRAGCTTTGACAGCCACCTAGCATTTCATCACGTGECC
CEAGRGCTACATCCGEAGTACTTCARGAACTGCTEA [SEQ ID NO: 54]

MGARASVLEG
LETSEGCRQI
LDEIEEEQHE
TLNAWVEVVE
LEETINEEAR
THNPPIFVGE
YETLRAEQAS
QGVGGPGHKEA
HSQRRQDILD
KVEEANKEEN
YPENC*

[BEQ ID NO:

GELDRWEEIR LRPGGEEEYK
LGQLOFSLOT GSEELRSLYN
SEFFAQQARA DTGHSNQVEQ
EKAFSPEVIFP MFSALSEGAT
EWDRVHPVHA GPIAPGOMRE
IYERWIILGL NEIVEMYSPT
QEVENWMTET LIVONANELC
RVLMVGEFEVT POVPLEPMTY
LWIYHTQGEYF FDWQWYTEGE
TSLLEFVSLH GMDDFEREVL

55]

32

LEHIVWASRE
TVATLYCVHQ
NYBIVONIQS
PODLNTMLNT
PRESDIAGTT
SILDIRQGPK
KTILKALGPA
KARVDLSHFL
GVRYPLTFGW
EWRFDSHLAF

LERFAVHPGL
RIEIEDTEEA
QEVHCOAISER
VEGHQARMOM
ETLOEQIGWM
EPFRDYVDRF
ATLEEMMTAC
KEKGGLEGLI
CYKLVEVEFD
HHVARELHPE
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Secuencia del inserto BT de pfOTT-RT3:

ATGEECCCCATCAGTCCCATCEAGADCGTEOOGETEAAGC TGAAACCOGAGATEEALD
GGECCCCAAGETCAAGCAGTGECCACTCACCGAGGACAAGATCAAGGECCCTGETGEAG
ATCTGCACCGAGATEGAGAARGAGEECAAGATCAGCAAGATOGGECCTGAGARCCCA
TACARCACCCCCATETTTGOCATCARAGAAGAAGGACAGCACCARGTEACECARGOTE
GTGEATT T CCGEEAGC TAAA T AN GCCGACCCRCAATTTCTEEGAGETCCASOTGEGC
ATCCCOCAT O CGaC G CTEAAGAAGAAGARGAGOETGACCETEC TEEACETEEEC
GACGCTTACT ARG TCCC TCTOGACGAGCACT TTAGARAGTACACOGCCTTTACT
ATCCCATCTATCAACAACGAGACCOCTEECATCAGATATCAGTACAACGTCCTOOCT
CAGEGCTEEARGEGCTCTCCCGCCATT TTCCAGAGCTCCATGACCAAGATCCTGRAS
COGTTTCEGAAGCAGAACCCCGATATCATCATCTACCASTACATORACEACCTETAL
GTGGGCTCTGACCTOAAAA TCOGECAGCATCGCACGAAGATTGAGGAGCTGAGGCAG
CATCTGCTGAGA TGEGECC TEACCACT COGEACAAGAAGCATCAGAAGGAGCCECCE
TTCCTETEGEATGEEC TACGAGC TCCATCCCGACAAGTEEACCATECAGCCTATOSTC
CTCCCCGAGAAGGACAGCTGAACOATEA ACCACA TCCAGAAGCTAGTEEGECAAGCTC
BACTGGECTAGCCAGATCTATCCOGGEATCAAGGTGOGCCAGCTCTGCAAGCTGOTS
OGCGECACCAAGGCCCTAACCGAGATEAT T CCCCTCACGAAGAR AGCCEAGCTOGASG
CTGGC TGRGARACCAGEAGATCCTEARGGACCCOSTECACGEOETETACTATGACCCD
TCCARGGACC TEATCGCCGAAR TCCAGAAGCAGGGCCAGGAGCAGTGAACA TACCAS
ATTTACCAGEAGCCTTTCAAGAACCTCAAGA COOGCARATACGCCCACATEAGGEET
GCCCACACCARCAA TATCARGCA GO TEA CCOARSCOGTOCAGAGA TCACGACCOGAG
TCCAT CETGATC TGEEEEAAGACACCCAAGT TCAAGCTGCCTATCCAGAAGGAGACT
TEEEAGACGTGETGEACCGAATATTOGCAGACCACCTEAATTCCOGAGTERGGAGTTC
GTGAATACACCTCCTCTGa T ARG Te TGeTACCAGC TCOAGAAGGAGCOCATCGTG
GECACEEREAARCAT TCTACATEEACEICACEICCARC CGCOARAACARAGC TC HEEAATD
GOCGEGETACGTCACCAACCGGEECCOCCAGRAGETOATCACCCTEACCEACACCACT
AACCAARAGA oG AT OGO T CT AT C TG CTC TOCAGGACT COGGCCTEEAS
GTEAACATCETEACGEACAGCCAGTACGOGC TEEECATTATTCAGICCCAGCCGEAC
CAGTCCGAGAGCGAACTGGTGAACCAGATTATCEAGCAGCTEATCAAGAAR GAGAAL
GTCTACCTCGCCTaEETCCCGECCCATARGGECATTGGCGECAACCAGCAGGTCGAC
ARGCTEOTEAGTECOCGEEATTAGRARGETGCTATAA [SEQ ID NO: 56]

MGPISPIETV
KIGPENPYNT
CLEKEKKSVTV
LEQGWKGSPA
RTKIEELROH
KDSWTVHDIQ
AELELAENRE
LETGKYARMR

EVELKPGHDG PEVEQWPLTE
PVFAIFEEDS TEWRKLVDFR
LOVGDAYFSYV PLDEDFREYT
IPQSSMTEIL EFFREQNFDI
LLEWGLTTFD FIHQKEPPFL
HELVGHLNWAS QIYPGINVRO
ILEEPVHGVY YDPSKEDLIARE
GAHTHDVEQL TEARVOEITTE
ETWWTEYWCOA TWIPEWEFVN TPFLVELWYQ
ETKLGKAGYV TNRGRQEVVT LTDTTNQKTE
SQYALGCIICA QPDOSESELV NOIIEQLIKK

EKIKALVEIC TEMEEEGKIS
ELNFRTODFW EVQLGIPHFA
AFTIPSINNE TPGIRYQYNV
VIYQYMDDLY VGSDLEIGOH
WMEYELHEDE WIVQPIVLFE
LCKLLRGTEA LTEVIFLTEE
IOKCGOGOWT YOIVQEPFEN
SIVIWGETPE FELPIQKETW
LEKEFIVGAE TFYVDGAANR
LOAIYLALOD SGLEVNIVID
EEVYLAWVEA HEGIGGNEQV
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DKLVSAGIRK VL*
[SEC ID N* 57]
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Secuencia del inserto codificador en pT3i-RT3:

ATEGGCCCCATCAGTCCCATCEAGA CCGTGCCOETGAAGCTGARRCCCGEGATGGAC
GEOCCCAAGETCAAGCASTEGCCACTCACCAAGEAGAA A TCAAGECCCTEETGEAS
ATCTECACCAAGATEAAGRARGAGEACARGATCAGCAAGATCGRECCTEAGRACCOR
TACAACACCCCOGTGTTTGCCATCAAGRAGARGERCAGCACCAMG TEGCGCAAGCTG
BTGEATTTCOCeGAGCTEAA TAAGCaGACCCARGA TT TCTEEGACETCCAGC TEAGE
ATCCCCCATCCGGCCGECCTAAAGAAGAAGAAGAGCGTGACCGTGCTEGACGTGEGT
GO T TACT T CACCCT OO T O TCEACGACCGACT TTACGARAGTACACCCOCTTTACT
ATCCCATCTATCAACAACGAGACCCCTGECATCAGATATCAGTACANCGTCCTCOCT
CAGGECTEeAR OGO T C TG CCA T T T T CCAGAGCTCCATGACCARAGATCOTEOAS
COGTTTCGGAAGCAGAACCCCGATATCGTCATCTACCAGTACATGGACGACCTGTAC
GTGEACTCTEACCTEaAAA TCEGECAGCATCACACGAAGATTEAGGAGCTEAGECAS
CATCTACTGAGATEEGECCTEACCACT COGGACARGAAGCATCAGAAGGAGCCGOCA
T T OO TG I GEATEGCTACGAGC TCCAT COCGACAAGTEEACCATECAGOCTATCOTE
CTCCCCGAGRAGGEACAGCTAGEACCOTEAACGACATCCAGAAGC TGETEOGCAAGCTC
ARCTGEGECTAGCCAGATCTATCCCGEEATCARGGE TECGCCAGC TCTECAAGCTEOTE
CECaGCACCARGECCCTAACCEAGETEATTCCOCTCACGRAGERAGCCOAGCTOGAS
CTGEGECTGAGAACCGEEAGA TCC TEAAGGAGCCCGETECACGGOGTGTACTATGACCCC
TCCARGEACCTAATCGCCEAARTCCAGAAGCAGGGCCAGGEECAGTGEACATACCAG
ATTTACCAGGAGCCT TTCAAGAACCTCAAGACOGECAMCETACGCCCECATRAGEGEGET
GCCCACACCARCEATCTCAAGCAGCTEACCOACOCCOTCCAGARGATCACGACCOAG
TCCAT OO TG T CTOGEEEAAGACACCCAAGTTCANGCTEOC TATCCAGRACGAGRCC
TECaAGACeTeOTaCACCGAATA T TOGCAGGCCACCTCAATTCCCGAGTEGAAGTTC
GTEAATACACCTCCTC TG TEAAGC TG TG TACCAGC TOGAGAAGGAGCCCATOETS
GEECECFEAGARCATTCTACGTEEACAACACGGCCARCOGCEAMACRARECT CEGEERAR

GECCGECTACGTCACCARCCEEGGCCGCCAGAAGGTOGTCACCCTGACCEACACCAC
AR AGAAGACCER T A GO CAT CTATC TOGC TCTCCAGEACTCCBECC TAGA
GETGAACATCOTGACGEACAGCCAGTACGCGCTGGECATTATTCAGGCCCAGCOGGA
COAGTCOGAGAGCAAACTEETEARCCAGATTATCAAACAGCTGAT CAAGARAGAGAR
@ETCTACCTOGCCTGGETCOCEGCCCATAMGGOCATTGEOGECAACCAGCAGGTOGR
CAAGCTGETGACTECCCOCATTAGAAAGGTGOTETAR  [SEQ ID HO: 58]

MGPISPIETV
KIGPENDYNT
GLEKEESVTV
LEQGWKGESER
RTKIEELROH
KDSWTVNDIO
AELELAENRE
LETGEYARME
ETWWTEYWOA
ETKLGKRGYV

SOYALGIION

SVELEPGMDG
FVFRIKFFDS
LOVGDAYFSV
IFQS5MTEIL
LLEWGLTTFD
FLVGELNWAS
ILEEPVHEVY
GAHTHDVEQOL
TWIPEWEFVN
THRGROKVVT
QFDOSESELV

PEVEQWPLTE
TEWRKLVDFR
PLDEDFREYT
EFFREQNEDI
KKHQKEPFFL
QI¥PEIEVED
YOPSKDLIAE
TEAVQKITTE
TEPLVELWYQ
LTDTTHQOETE
HQIIEQLIKK
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ELNERTODFW
AFTIPSINME
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LEKEPIVGAE
LOATIYLALQD
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DKLVSAGIRK VL*
[SEC ID N° 59]
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Figura 7
Secuencia del inserio Mef en TOTTrMef20

ATGETGEGTT T TCCAGT CACACCTCAGGTACC T T TAAGACCAATGACTTACRAGSOR
GUTGTAGATCTTAGCCACTTTTTAARAGAR A AGGGGEEACTEGAACCOOTAATTCALD
T AR GAACGACAAGATAT CCTTGAT CTOTGEAT CTACCACACACAAGECTACTTC
CCTEATTEECAGARACTACACACCAGGGCCAGEGETCAGATATCCACTGACCTTTGEE
TEETECTACARAGC TAGTACCAGTTGAGCCAGA TARGE TACAAGAGESCOCALTARANGER
GAGRACA CCAGCTTET TACACCC TG TGAGCCTGCATGGEATERATEACCCGGAGAGRE
GARGTGTTAGAS TGEACE T T TeACAGCCA T ASCAT T TOATCACSTEEC M CGAGAS
CTGCATCOGGAGTACTTCAAGAACTGCTGA [SEQ ID NO: 60]

MVGFPVTPQV PLEPMTYKAR VDLSHFLEEE GGLEGLIHEQ REQDILDLWI
YHTQGYFPDW QONYTPEPGVR YPFLTFGWCYK LVPVEPDKVE EANKGENTSL
LHPVELHGMD DPEREVLEWR FDSVLAFHHV ARELHPEYFK NC#*

[EEQ ID WO: &1]
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Secuencia del inserto BT en 707 THRTE

ATGGECCCCATTAGCCCTATTGAGACTGTGTCAGTAAR ATTARAGCCAGGARTEEAT
GECCCAARAGTTARACAATGGCCATTGACACGAAGAAARAATAAARGCATTAGTAGAR
ATTTGTACACGRARTOCARRRGOARGEARARRTTTOARR AR TTEECCCTERRMAATOON
TACARTACTCCAGTATTTGCCATARRGARANAAAGACAGTACTARAATGGAGARARRTTA
GTAGATT TCAGRGAACT TAATARGAGAACTCARGRCTTCTECEANGTTCAATTAGER
ATARCCACATOOOGCAGGGTTARARRARCARAAAATCAGTANCAGTACTGEATATGGET
GATGCATATTT T T CRGT TCCCT TAGATGAAGACTTCAGEARR TATACTECATTTROC
ATACCTAGTATARACARTGAGACACCAGEGATTAGATATCAGTACAATGTGCTTCCA
CAGGERTEEARRAGEATCACCAGCAATATTOCARAGTAGCATOACARR AR TCTTAGAS
CCTTTTAGRAAACARRA TC CAGACATAGTTATCTATCAATACATEGATGATTTSTAT
GTAGGATCTGACT TAGAAATAGAGCAGCATAGANCAAAAATAGAGGAGCTGAGACAR
CATCTETTGAGCTGEEEACTTACCACACCAGRACR AR AR ACK TCAGR A RGARCCTOCR
TTCCT T TGEATGGETTATEAAC T CCATCC TEATAAR TGEACAGTACAGCCTATAGTS
CTGCCACAAR R AR CACC T EGACTETORATGACATACAGAROT TR TOSEEAARTTE
AATTEEGCARGTCAGATTTACCCAGGEAT TAARACTAAGGCAATTATSTAAACTCCTT
AR GCAA ARG CAC TARCACAAG TARTACCACTAACAGAAGARGCAGAGCTAGAR
CTEECAGRAARCAGAGAGATT CTAARAGRRCCRGTACATGEAGTETATTATEACCCR
ToRARAARCTTARTAGCACARE TR AR RCCACOEECAACGEOCAATGOACATRTORR
ATTTATCARGAGCCATT TAARRATC TGARRACAGEARAATATGCARGRATHRGEEET
GoCCACRCTARTGATEGTAARARCARATTAACAGAEECAGTGCAAMMARATAACCACAGAR
AGCATAGTARTATGEGEARARGACTCCTARA T TTARARCTGCCCATACAARRSERARCR,
TEEEARR A T TR A AT A T T A A CAC T GEATTCCTGAGTGGERGTTT
GTTAARTACCCCTCCCTTAGTEAAATTATGETACCAGT TAGAGARRGRACCCATRGETA
GERAGCAGARACCTTC TATETAGATEEEECAGCTARCACEEACGACTARATTAGEAARA
GCAGGATATCT TACTAATREAGGAMGACARMAGT TG TCACCCTARCTGACACRACE
AATCAGAARGACTGAGTTACARAGCRATT TATCTAGCTTTGCAGEAT TOGGEATTAGARM
GTARARCATAGTAARCACGACTCACARATATGCATTRAGGAATCATTCARGCACARCCAGAT
CARAGTGAATCAGAGTTAGTCARTCAARATAATAGRGCAGTTAATAR AARRCEARARADG
GICTAT C TG AT GG ETACCAGCACACARRGEGAATTGEAGCAMATGAACARGTAGAT
ARRTTAGTOAG TGO TGEAA T CAGGARAGTACTATTTTTAGATTAR

[EEQ ID HO: &52]

MGEISEPIETV
EIGPENPYNT
GLEEFESVTV
LPQGWKGEEA
RTHKIEELECH
KDSWTVNDIQ
AELELAENRE
LETCEKYARME
ETHWWTEYWIOMA
ETELGEKAGYV
SOYALGIIOA
DELVEAGIREK

[SEC ID N° 63]

SVKLKPGMDG
PVFAIKKKDS
LDVGDAYFSV
IFQSSMTKIL
LLRWGLTTPD
KLVGKLNWAS
ILKEFVHGVY
GAHTMDVEQL
THIPEWEFVE
TNRGROKVVT
QPDOSESELV
VLFLD*

PEVEQWFLTE
TEWRELVDFR
FLOEDFREYT
EPFREQNPDI
KEFXHOFKEFPPFL
QIYPGIEVRD
¥YDPSKDLIAE
TEAVQKITTE
TPPLVELWID
LTDTTHOKTE
NOIIEQLIKK

39

EXIKALVEIC
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Secuencia del inserto p17Ti24optiRATitrNef en p171240ptRTHriNef13

ATEEETECCCEAGCTTCAETACTATC TG TACAGAGCTEEACAGATCEGRGRARATT
AGGCTGCGCCOGEGAGECAAAAAGRANTACAAGCTCAAGCATATCGTGTEEGCCTCG
AEEEACCTTEAACGETTTECCGTEAACCCAGGCCTECTEEAAACA TCTOGRGGERATET
COCCREATCCTEEOGCAATTECAGCCATCOC TCCAGACCGEERAGTERAGRACTGAGS
T T T TATAACRCACTEEC TACCCTC TACTGCOTACACCAGRGEERTCGAGATTARG
GATACCARGGAGECCTTGEACARART TGAGGAGEAGCARAACARGAGCAAGRAGARAG
GCOCAGCAGGCAGC TECTGACACTGGECATAGCARCCAGETATCACAGARCTATCCT
ATTGTCCRARACATTCAGGACCAGA TG TTCAT CAGGOCATCAGCQCCCCEACGLTT
AT GO GEE T GARGET TG T CGAAGAGANGGCCTTTTCTCCTGAGGTTATCCOCATG
TTETCCECT TTEAGTGAGGAGECCACTCCTCAGGACCTCARTACAATGCTTARTACC
GTGGEOEECCAT CAGCCCECCATECARA TG T TEAAGEAGACTATCRACGRGERGECHR
GCORGTEEGACAGAGTGCATCCCGTCCACGCTEACCCARTORCGCCCOGACAGATS
CGEEn O TOE e T TEACAT T CGECACCRCC T CTACACTECR AGRGCARRTC
GeATEEATGACCARCAATCCTCCCATCCCAGTTGERGAAATC TATARACGETGGATC
ATTCTCGETCTCAATAARATTGTTAGRATGTACTCTCOCGACATCCATCCTTGACATT
AGACRGOEACCCARRGAGCCTTTTAGAGATTACOT CARCCEGETTT TATARGACCCTG
CGAGCAGAGCAGGCC T TCAGGAGETCAMAAMC TGEATGACGEAGACACTCCTGETA
CACARCGCTRACCCCGACTECARARCRATCTTAARGRCACTAGGCCCGACTECCACT
CTGGAAGAGATGATGACCGCCTGTCAGGGAGTAGGCGGACCCEGACACARMAGCCAGA
BTGTTEATGEECCCCATTAGCCCTATTGAGACTOTGT CAGTARAATTARAGCCRGGR
ATGGATEECCCARARGT TARACAATGECCATTEACAGARGRAAR AR TARRRCCATTA
GTAGRARTTTCTACACGAGATEGRARAGGARGGGAARA TTTCAARAATTGOGCCTGAR
AATCCATACAATACTCCAGTATTTGCCATAAAGRARAAAGACRCTACTARATGOAGR
AARTTROTRGATTTCRGAGARCTTARTARGAGARCTCARARCTTCTEEAAMAGTTCRA
TTAGGAATACCACATCCCGCAGGETTAAANAAGRARAAA TCAGTARCAGTACTGEAT
ATEEETEATCCATATTTTTCAGTTCCCTTAGATEARGARCTTCAGGARATATACTGCA
TTTACCATACCTAGTATARACAATGAGACACCAGGGATTAGATATCACTACAATETG
CTITCCACRAGEATEEAAMGATCACCRACKATATTCCARRGTAGCATGRCARAARATC
TTAGAGCCTTTTAGRARACAAARTCCAGACATAGTTATCTATCAATACATGGATGAT
TTCTATGTAGGATCTGACTTAGRAATAGGOCAGCATAGRACAARAATAGAGGRAGCTS
AGACAACATCTGTTGAGGTGEAGACTTACCACACCAGACAARARACATCAGAARGAN
CoTCCATTCCTTTEEATEEETTATGARC TCCATCCTEATARATREACAGTACAGCCT
ATAGTGCTGCCAGARARAGACAGCTGEACTOTCAATGACATACAGANGTTAGTGEEE
ARATT AR T TCEECARGT CAGATT TACCCAGGEATTAARGTARCGECRATTATOTAAR
CTCCTTAGAGGAACCARAGCACTARCAGARGTARTACCACTAACAGAAGRAGCAGAG
CTAGAACTECCAGARAANCAGHRGRAAT TCTARARCRACCAGTACATOEAGTETATTAT
GACCCATCAAARGACTTAATAGCACGAM TACAGARGCAGOGGCARGGCCAATGGACA
TATCRARTTTATCARGAGCCATTTRAARAATCTGRAARACAGERARATATOCARGAATG
AGGEETECCCACACTAATGATETARARC ARTTARCAGAGECAGTECAAARARTARCC
ACRGRARGCATAGTARTATGEEEARAGACTCCTAARATTTAARCTGCOCCATACRARARG
GRARCATCEEGAAACATEETGEACAGAGTATTEECARGOCACCTEEATTCCTEAGTGEE
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GAGTTTGTTAATACCCCTCCCTTAGTGAARATTATGETACCAGTTAGAGRARGANCCC
ATAGTAGCGAGCAGARAACCTTCTATGTAGATGGGGCAGCTARCAGGEAGACTAAATTA
GRAAARGCAGGATATGTTACTAATAGAGGAAGACAAARAGTTGTCACCCTAACTGAC
ACAACAAATCAGARGACTEAGTTACARCGCAATTTATCTAGCTTTGCAGGATTCGGER
TTAGAAGTAAACATAGTAACAGACT CACAATATGCATTAGEAATCATTCARGCACAR
CCAGATCARAGTGAATCAGAGT TAGTCAATCAAATAATAGAGCAGTTAATARARA NG
GARAAGETCTATCTEECATGGAGTACCAGCACACAARGGAATTGEAGGAAATGAACAR
GTAGATARATTAGTCAGTGCTGEAATCAGCGAARGTACTATTTTTAGATATGGTGGET
TTTCCAGTCACACCTCAGCTACCTTTAAGACCAATGACTTACAAGGCAGCTGTAGAT
CTTAGCCACTTTTTARRAGAARACOCECGACTGGAAGEGCTAATTCACTCCCARAGR
AGACAAGATATCCTTGATCTETGEATCTACCACACACAAGGCTACTTCCCTGATTGG
CAGAACTACACACCAGAGCCAGGEETCAGATATCCACTGACCTTTGGATGETGCTAC
AAGCTAGTACCAGTTGAGCCAGATAMGGTAGAAGAGGCCAATARAGGAGRGRACACC
AGCTTGTTACACCCTGTGAGCCTGCATGEEGATGEGATGACCCGEAGAGAGAAGTETTA
GAGTGGAGETTTGACAGCCACCTAGCATTTCATCACGTGECCCGAGAGCTGCATCCG

GAGTACTTCARGAACTGCTGA [SEQ ID NO: 64]

MEARASVLEG
LETSECGCROI
LOKIEEEQNK
TLMAWVEVVE
LEETINEERA
THHNPFIFVGE
YETLRAEQRS
QEVGEPGHEA
EICTEMEEEG
DFWEVQLGIP
KNETBEGIEYQ
DLYVGSDLET
PDEWTVQPIV
TEALTEVIPL
QWTYQIYQEP
TPEFELPIQK
GAETFYVDGA
LODSCGLEVHI
VEAHEGIGGN
LSHFLEEKGG
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SHLAFHHVAR

[BEQ ID MO:

GELORWEHKIR
LEQLOPSLQT
SEKKAQOAAR
EKAFSPEVIP
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7547 pb

42



ES 2364 466 T3

Figura 10
Secuencia del inserto codificador p1Tip2dopticorfRTirMef en WRGTOTT:

ATGGGTGOCOGAGCTTOGGTACTGTC TG TEAAGAGC TEGACAGATOGGAGAARATT
AGGCTGCECCCEEAACEOARRAAGARRTACAAGCTCARGCATATCETETEEACCTOG
AGGGAGCTTGAACGETT TECCGTGAACCCAGECCTGCTGRAARCATCTGAGGGATET
CECCAGATCCTEEGECARTTGCAGCCATCCOTCCAGAL CEGEAGTGARGAGCTEASG
TCCTTGTATARCACAGTGECTACCCTCTACTECETACACCAGAGEATCGAGATTARG
GATACCARGGEAGGCCTTGEACAARA TTGAGGAGGAGCAAMMACAAGAGCARGARGARG
GCCCAGCAGGECAGCTEC TEACACTGEGCATAGCARCCAGGTATCACAGAACTATCCT
ATTETCCARARCAT TCAGGECCAGATEETTCAT CAGGOCATCAGCCOCCERACEOTC
AATGCCTGGETGAACGT TG TCGARGAGARGGCCTT TTCTCCTGAGGTTATCCCCATG
T CTCCGCT TTGAGTGAGGGEECCACTCCTCAGGACCTCAATACAATGCTTAATACC
GTGGGCEECCATCAGECOGOCATGCAAATATTGAAGGAGACTATCAACGAGGAGECA
GOCGAGTGGEACAGAGTGCATCCOSTCCACGCTGECCCARTCGCEGCCOGGACAGATC
OEGGAGCCTCECEECTCTEACATTHCOGGCACCACCTCTACACTGCARGAGCARATC
GEATGEATGACCARCARTCCTCCCATCCCAGTTCEAGRARTC TATAARCGETCEEATC
ATCCTGECCCTOAACARGATCGTGCECATGTACTCTCCGACATCCATCCTTGACATT
AGRCAGGEACCCAAAGAGCCT TTTAGEEATTACGTCGACCEETTTTATAAGACCCTS
COAGCAGAGCAGGCCTCTCAGGAGETCAAAAACTGGATGAGEAGACACTCCTGETA
CAGAACGCTAACCCOGACTGCARAACAATCTTGARGGCACTAGGCCCOGCTGCCACC
CTGGAAGAGATGATGACCGCCTETCAGGGAGTAGGCGEACCCGEACACAARGCCAGA
GTCTTGATGEGCCCCAT TAGCCCTATTGAGACTGTCTCAGTAAAATTARAGCCAGGA
ATGGATGOCCCAAAAGT TAAACAATGGCCATTGACAGAAGAARAAATAAAAGCATTA
GTAGAAATTTGTACAGAGATGEAAAACGAAGEGARARATTTCARARA TTGGGCCTEAR
AATCCATACARTACTCCAGTATTTGCCATARAGARAAMAGACAGTACTARATGGAGA
AAATTAGTAGATTTCAGAGARCT TAATARGAGAACTCARGACTTCTGAGAAGTTCAR
TTAGGAATACCACATCCOGCAGGEETTAARARAGARAAMATCAGTAACAGTACTGGAT
GTGGGTGATECATATI TTTCAGTTCCCTTAGATGARAGACTTCAGGAAATATACTECA
TTTACCATACCTAGTATAAACAATEAGACACCAGEEATTAGATATCAGTACARTETG
CTTCCACAGGGATGGARRCGGATCACCAGCANTATTCCAARGTAGCATGACAAARATC
TTAGAGCCTTTTAGAAAACARAATCCAGACATAGT TATCTATCAATACATGGATEAT
TTGTATGTAGGATCTEACTTAGARATAGGGCAGCATAGARCAAARATAGAGGAGCTG
AGACAACATCTGTTGAGGTGGGGACT TACCACACCAGACAARAAACATCACGARAGAR
CCTCCATTCCTTTGGATCGETTATGAACTCCATCOTGATARATEGACAGTACAGCCT
ATAGTGCTGCCAGARARAGACAGCTECACTETCAATGACATACACARATTAGTAGCE
AARTTGAATTCECECARGTCAGATTTACCCAGGAAT TAMAGTAAGGCAATTATGTARA
CTCCTTAGAGGAACCAAAGCACTAACRGAAGTAATACCACTRACACGAAGARGCAGAG
CTAGAACTGGCAGAARRCAGAGAGATTCTARAAGAACCAGTACATGGAGTGTATTAT
GACCCATCAARAGACTTAATAGCAGAAATACAGAAGCAGEEGCANGECCARTEEACA
TATCAAATTTATCAAGAGCCATTTAARAATCTOARARCAGGAAAATATGCAAGAATS
AGEGETECCCACACTARTGATCTAAARCAATTAACAGAGGCAGTCCARRARATARCE
ACAGAAAGCATAGTAATATGGGEAARGACTCCTARATTTAARCTGCCCATACARANG
GARRCATOGERAACATECTGRACAGAGTATIGECAAGCCACCTGEAT TCCTGAGTES
GAGTTTETTAATACCCCTCOCTTAGTGARATTATEETACCAGT TAGAGAAAGAACCC
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ATAGTAGGAGCAGAAACCT TCTATGTAGATGGEGCAGCTANCAGGGAGACTARATTA
GEARAAGCAGGATATETTACTAATAGAGGARGACARAAAGTTGTCACCCTARCTGAC
ACARRCARARTCAGANACTEACTTACARGCARTTTATCTAGCTTTECRAGGATT CGGER
TTAGAGTARRCATAGTAACAGACTCACAATATGCATTAGGAATCATTCAAGCACAR
CCAGATCAAAGTGAATCAGAG T TAGT CAATCARA TAATAGAGCAGTTARTARRARLG
GAAAAGGTCTATCTGECATGGGTACCAGCACACARAGGAATTEGAGGARRTGRACAR
GTAGATARATTACTCAGTGCTGEAATCAGGARACTACTATTTTTAGATATGETGGET
TTTCCAGTCACACCTCAGG TACCTTTAAGACCAATGACTTACAAGGCAGCTGTAGAT
CTTAGCCACTTTTTARAARGAR AR GAGEEEACTHEARGEECTAATTCACTOCCARAGHE
AGRCARCRTATCCTTGATC T G TEEATCTACCACRCR CAACCCTRACTTCOCTEATTGS
CAGARACTACACACCAGGGCCAGGGET CAGATATCCACTGACCTTTGGATGGTGCTAC
AAGCTAGTACCAGTTGAGC CAGATARGG TAGAAGAGGCCARTARAGGAGAGAACACT
AGCTTETTACACCCTETEAGCCTECATGEAATOEATEACCCAEAGAGAGAACTETTR
GAGTGERGETTTEACAGCCACCTRGCATTTCATCACCTEECCCGAGRBCTEOATICE

GAGTACTTCAAGAACTGCTGA [SEQ ID MNO: 66]

MGARASVLSC
LETSEGCRQI
LDKIEEEONK
TLHAWVEVVE
LEETINEEAA
THNFPPIPVGE
YETLRAEQAS
CEVEGPGHKA
EICTEMEEEG
DFWEVQLGIP
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DLYVGSDLEI
PDENTVQRIV
TKALTEVIPL
OWTYQIYQEP
TPEFKLPIQK
GAETFYVIDGA
LODSGLEVNI
VERHEGIGEN
LEHFLEEKGG
LTFGWCYELV
SHLAFHHVAR

[SEQ ID HO:

GELDRWEKIR
LEOLOPSLOT
SEXFRAQQAAR
EEARFSPEVIE
EMDEVHEVHE
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QEVENWMTET
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ROHLLRWGLT
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GYVTHNRGROK
IQARQPDQSES
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ODILDLWIYH
NEGENTSLLHE
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Figura 11
Secuencia del inserto p17ip24{opt)/RT{opt)trMef en pT3i-GRNZ:

ATGGGTGCOCGAGCTTCGGTACTGTCTGGTGGAGAGCTGGACAGATGGGA
GAAAATTAGGCTGOGCCCGGGAGGCAAAAAGAAATACAAGCTCAAGCAT
ATCGTGTGGGCOCTCGAGGGAGCTTGAACGGTTTGCCGTGAACCCAGGCCT
GCTGGAAACATCTGAGGGATGTCGCCAGATCCTGGGGCAATTGCAGCCAT
COCTOCAGACCOGGGAGTGAAGAGCTGAGGTCCTTGTATAACACAGTGGCT
ACCCTCTACTGCGTACACCAGAGGATCGAGATTAAGGATACCAAGGAGGC
CTTGGACAAAATTGAGGAGGAGCAAAACAAGAGCAAGAAGAAGGCCCAG
CAGGCAGCTGCTGACACTGGOCATAGCAACCAGGTATCACAGAACTATCC
TATTGTCCAAAACATTICAGGGCCAGATGGTTCATCAGGCCATCAGCCCCC
GGACGCTCAATGOCTGGGTGAAGGTTGTCGAAGAGAAGGCCTTTTCTCCT
GAGGTTATCCCCATGTTCTCCGCTTTGAGTGAGGGGGCCACTCCTCAGGAC
CTCAATACAATGCTTAATACCGTGGGCGGCCATCAGGOCGOCATGCAAAT
GTTGAAGGAGACTATCAACGAGGAGGCAGCCGAGTGGGACAGAGTGCAT
CCCGTCCACGCTGGCCCAATCGCGCCOGGACAGATGCGGGAGCCTOGCGG
CTCTGACATTGOCGGCACCACCTCTACACTGCAAGAGCAAATCGGATGGA
TGACCAACAATCCTCCCATCCCAGTTGGAGAAATCTATAAACGGTGGATC
ATOCTGGGUCTGAACAAGATCGTGUGUA TUTAUTUTUCGAUATOCATUCTT
GACATTAGACAGGGACCCAAAGAGCCTTTTAGGGATTACGTCGACCGGTT
TTATAAGACCCTGOGAGCAGAGCAGGOCTCTCAGGAGGTCAAAAACTGGA
TGACGGAGACACTCCTGGTACAGAACGCTAACCOCGACTGCAAAACAATC
TTGAAGGCACTAGGCOCGGCTGOCACCCTGGAAGAGATGATGACCGCCTG
TCAGGGAGTAGGCOGGACCCOGGACACAAAGCCAGAGTGTTGATGGGCCCC
ATCAGTCCCATCGAGACCGTGCCGGTGAAGCTGAAACCCOGGGATGGACGG
CCCCAAGOTCAAGCAGTGGCCACTCACCGAGGAGAAGATCAAGGCCCTG
GTGGAGATCTGCACCGAGATGGAGAAAGAGGGCAAGATCAGCAAGATCG
GGCCTGAGAACCCATACAACACCCCCGTGTTTGCOCATCAAGAAGAAGGAC
AGCACCAAGTGGCGCAAGCTGGTGGATTTCCGGGAGCTGAATAAGCGGAC
CCAGGATTTCTGGGAGGTCCAGCTGGGCATCCCCCATCCGGOCGGCCTGA
AGAAGAAGAAGAGCGTGACCGTGCTGGACGTGGGCGACGCTTACTTCAGT
GTCCOCTCTGGACGAGGACTTTAGAAAGTACACCGCCTTTACCATCCCATCT
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ATCAACAACGAGACCCCTGGCATCAGATATCAGTACAACGTCCTCCCCCA
GOGCTGGAAGGGCTCTCCCGUCATTTTCCAGAGCTCCATGACCAAGATCC
TGGAGCCGTTTCGGAAGCAGAACCCCGATATCGTCATCTACCAGTACATG
GACGACCTGTACGTGGGCTCTGACCTGGAAATCGGGCAGCATCGCACGAA
GATTGAGGAGCTGAGGCAGCATCTGCTGAGATGGGGCCTGACCACTCCGG
ACAAGAAGCATCAGAAGOAGCCGCCATTCCTGTGGATGGGCTACGAGCTC
CATCCCGACAAGTGGACCGTGCAGCCTATCGTCCTCCCCGAGAAGGACAG
CTGGACCGTGAACGACATCCAGAAGCTGGTGGGCAAGCTCAACTGGGCTA
GCCAGATCTATCCCGGOATCAAGGTGCGCCAGCTCTGCAAGCTGCTGCGC
GGCACCAAGGCCCTGACCGAGGTGATTCCCCTCACGGAGGAAGCCGAGCT
COAGCTGGCTGAGAACCGGOAGATCOCTGAAGGAGCCCGTGCACGGCGTGT
ACTATGACCCCTCCAAGGACCTGATCGCCGAAATCCAGAAGCAGGGCCAG
GGGCAGTGGACATACCAGATTTACCAGGAGCCTTTCAAGAACCTCAAGAC
CGGCAAGTACGCCCGCATGAGGGGCOGCCCACACCAACGATGTCAAGCAG
CTGACCGAGGCCGTCCAGAAGATCACGACCGAGTCCATCGTGATCTGGGG
GAAGACACCCAAGTTCAAGCTGCCTATCCAGAAGGAGACCTGGGAGACGT
GOTGGACCGAATATTGGCAGGCCACCTGGATTCCCGAGTGGGAGTTCGTG
AATACACCTCCTCTGGTGAAGCTGTGGTACCAGCTCOGAGAAGGAGCCCAT
COTGGGOGCGGAGACATTCTACGTGGACGGCGOGGCCAACCGOGAAACA
AAGCTCGGGAAGGCCGGGTACGTCACCAACCGGGGCCGCCAGAAGGTCG
TCACCCTGACCGACACCACCAACCAGAAGACGGAGCTGCAGGCCATCTAT
CTCGCTCTCCAGGACTCOGGCCTGOAGGTGAACATCGTGACGGACAGCCA
GTACGCGCTGGGCATTATTCAGGCCCAGCCGGACCAGTCCGAGAGCGAAC
TGGTGAACCAGATTATCGAGCAGCTGATCAAGAAAGAGAAGGTCTACCTC
GCCTGGATCCCGGCCCATAAGGGCATTGGCGGCAACGAGCAGGTCGACAA
GCTGGTGAGTGCGGGGATTAGAAAGGTGCTGATGGTGGGTTTTCCAGTCA
CACCTCAGGTACCTTTAAGACCAATGACTTACAAGGCAGCTGTAGATCTT
AGCCACTTTTTAAAAGAAAAGGGGGGACTGGAAGGGCTAATTCACTCCCA
AAGAAGACAAGATATCCTTGATCTGTGGATCTACCACACACAAGGCTACT
TCCCTGATTGGCAGAACTACACACCAGGGCCAGGUGTCAGATATCCACTG
ACCTTTGGATGGTGCTACAAGCTAGTACCAGTTGAGCCAGATAAGGTAGA
AGAGGCCAATAAAGGAGAGAACACCAGCTTGTTACACCCTGTGAGCCTGC

47



ES 2364 466 T3

ATGGGATGGATGACCCGGAGAGAGAAGTGTTAGAGTGGAGGTTTGACAG
CCGCCTAGCATTTCATCACGTGGCCCGAGAGCTGCATCCGGAGTACTTCA

AGAACTGCTGA [SEQ ID NO: &68]

MGARAEVLEG
LETSEGCROI
LODEIEEEQNE
TLMAWVEVVE
LEETINEEAA
THNFPPIFVGE
YETLRAEQAS
REVEGPGHEA
EICTEMEEEG
DFWEVOLGIF
NNETPGIRYOQ
DLYVGEDLET
PDEWTVQPIV
TEKALTEVIFPL
CWTYQIYOEPR
TPKFELPIQK
GAETFYVDGA
LODSGLEVNI
VEAMKGIGGN
FLEERGGLES
GWCYKLVEVE
AFHHVARELH

[BEQ ID HO:

CGELDRWEEIR
LEQLOPSLOT
SKKKAQOARR
EKAFSPEVIP
EWDREVHFVHA
IYKRWIILGL
QEVENWMTET
RVLMGPISPI
KISKIGPENF
HPAGLEKFKES
YNVLPQGWEG
GUHRTKIEEL
LPEFDSWTVN
TEEAELELAE
FENLKTGEYA
ETWETWWTEY
ANRETHKLGER
VIDSQYALGI
EQVDFLVSAG
LIHSQRRODI
FDEVEEANEG
FEYFENC*
69]

LRPGGEFEYE
GSEELRSLYN
DTEHSNOVSQ
MFSALSEGAT
GPIAPGOMEE
NEIVEMYSPT
LLVONANEDC
ETVEVELEDPG
THNTEVFAIEE
VTVLDVGDAY
SPAIFQSSMT
ROHLLEWELT
DIQKLVGKLN
MREILKEFVH
EMRGAHTNDV
WOATWIPEWE
GYVITNRGROK
IQAQPDOSES
IRKVLMVGFP
LDLWIYHTQGS
ENTSLLHPVE
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LEHIVHASRE
TVATLYCVHQ
NYPIVONIQG
PODLNTMLET
PRGSDIAGTT
SILDIRQGPK
ETILEALGPA
MDGEEVEQWE
FDSTEWEELV
FSVPLDEDFR
EKILEPFREQN
TPDEEHOEER
WASQIYPGIK
GVYYDPSEDL
EQOLTEAVOEI
FVNTPPLVEL
VVTLTDTTNQ
ELVNQIIEQL
VTPQVELREM
YFPOWONYTE
LHGMDDPERE

LERFAVNEGL
RIEIEKDTEKER
CMVHQAISFR
VGEHOARMOM
STLOEQIGWM
EPFRDYVDEF
ATLEEMMTAC
LTEEKIERLV
DFRELNERTO
EXTAFTIPSI
PDIVIYQYMD
PFLWMGYELH
VREQLCELLRG
IAEIQEQGQG
TTESIVIWGK
WYQLEEEPIV
KTELOATYLA
IKKEKVYLAW
TYKARVDLSH
GPGVEYPLTF
VLEWRFDSRL
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Figura 12
Secuencia del inserto p1Tip2doptitrMef en prAi-GH2:

ATGEETECCCAGC TG TACT T CTGETGEACGACCTECACAGA TGEEAGAAARTT
RAOCCTEOECCOGEoARECARRARGRARTRCARCCTCARECATATOCSTETGEECCTCG
AGAGEAGCTTGAACGGETTTGCOGTGAACCCACERCCTECTEAAAACA TCTEAGEGATET
COCCAGATCCTGEAECAATTGUAGCCAT CCCTCCAGACCEOAAGTEARGAGCTEAGE
TCCTTGTATAACACAGTGGC TACCCTCTACTGCGTACACCAGAGGATCGAGATTAAG
GATACCARGGAGECCTTGEACAAMATTGAGGAGGAGCARAACAAGAGCAAGARAGARG
GCCCAGCAGGCAGC TGCTEGACACTGGGCATAGCARCCAGGTATCACAGAACTATCCT
ATTGTCCAARACATTCAGGGCCAGATGGTTCATCAGGCCATCAGCCCCCGGEACGCTC
AATGCCTGEETEGAAGGTTETOGAAGAGAAGGCCTTTTCTCCTGAGSTTATCCCCATG
T T CCGCTT TGAGTGAGGEGECCACT CCTCAGGACC TCAATACAATGCTTAATACC
GTGEECGECCATCAGEC O CCATECARA TETTGRAGGAGRCTATCAACGAGGAGGCR
GCCGAGTEEEACACGRETGCATCCCOETCCACGCTEECCCARTCGOGOCOGERACAGARTG
CEGEAGCCTCECECCTCTEACATTACCEECACCACCTCTACACTCGCAMAGCAMRRTC
CGeATGEATGACCAACAARTCCTCCCATCOCAGTTCEAGARATC TATAAACCGETGEATC
ATTCTCGGTCTCAATARAATTGTTAGAATETACTCTCCGACATCCATCCTTGACATT
AGARCAGGGACCCARMGARCCTTTTAGGGATTACGTOGACCGGTTTTATARGACCCTG
COAGCAGAGCAGGCCT CTCAGGAGETCAAAMACTGGATGACGEAGACACTCCTGETA
CAGAAC G TAACCCOGACTGCAAARCAA T TTGAAGGCACTAGECCOGECTGCCACC
CTGGAAGAGATGATGACCGCCTGTCAGGGAGTAGGCGEACCCGEACACAARGCCAGR
GTGTTGATGETGEETT TTCCAGTCACACCTCAGGTACCTTTARGACCAATGACTTAC
ARGECAGCTETAGATC TTAGCCACT TTTTAAAAGAARAGEEGEEACTGEARGGECTA
ATTCACTCCCAARCGRACGRCARAGATATCCTTGATCTGTCGEATC TACCACACACRRGEC
TACTTCOCTAATTGGCAGAACTACACACCAGGGCCAGGEETCAGATATCCACTAACC
TTTEOATEATEC TACARAGC TRGTACCRITTORGCCAEA TANGE TGN NMANGECEMT
ARAGCAGRARACACCAGCTTGTTACACCCTETGAGCCTECATCEAATGAATGRACCCG
GAGAGAGAAGTGTTAGAGTGGAGETTTOACAGCCECCTAGCATTTCATCACGTGGCT
CGAGRECTACATCOGGAGTACTTCARGAACTGCTGA [SEQ ID NO: 70]

MEARASVLEG
LETSEGCRQI
LOKIEEBONE
TLNAWVEVVE
LEETINEEAA
TNNPEIPVAE
YKTLRAEQAS
QGVEGPGHEA
HSQRRODILD
EVEEANKGEN
YFENC*

GELCRWEKIR
LEQLOPSLOT
SEEKAQOARR
EEAFSFEVIE
EWDRVHPVHA
IYKRWIILGL
QEVENWMTET
RVLMVGFEVT
LWIYHTQGYF
TSLLHFVSLH

[SEQ ID NO: 71]

LEPGEEEEYE
GEEELRSLYN
DTEHSNQVSD
MFPSALSEGAT
GPIAPGOMRE
NEIVREMYSET
LLVONANFDC
POVPLRPMTY
PDWONYTPGP
GMDDPEREVL
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KanR (Tng03)

-

p73i-GN2 ™

4889 pb
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Figura 13
Secuencia de RT w229k:

ATGEGCCCCATCAGTCOCATCGAGACCETECCEETEARGCTEARRCCORGRATERACEGECE
CARGGTCARGCAGTEECCACTCACOGAGGAGARGATCAAGECCCTEGTGGAGATCTGCACCS
AGATGGAGAARGAGGECAAGATCAGCANGATCGGGCCTRAGAACCCATACARCACCCOOGTG
TTTECCATCAAGARGANGGACAGCACCAAGTGECECARMCTEETGEATTTOOGGEAGCTGAR |
TAAGCGGACCCAGGATTTCTGGGABET CCABCTGEECATCCCCATCOBGO0GEOCTGARGR
AGAACAAGRGOGTGACCSTGCTGGEACETGGGCGACGCTTACTTCAGOGTCOCTCTGEACGEAS
GACTTTAGRAAGTACACCGCCTTTACCATCCCATCTATCARCARCGAGACCCCTGECATCAG
ATATCAGTACAACGTCCTCCCCCAGGGCTGGAAGGGECT CTCCCGCCATTTTCCAGAGCTCCA
TEACCAAGRTCCTGEAGCCATTTOOGAAGCAGARCCCOGATATCGTCATCTACCAGTACATG
GACEACCTOTACCTEEECT CTAACCTGAARATCOGGCAGCATCGCACGARGATTGAGGAGCT
GAGGCAGCATCTCCTERGATCEEECCTGACCACTCOGAACAAGAAG CAT CAGARGGAGCCGE
CATTCCTgaaGATGEE T ACGABCTCCATCCCGACAAG TGEACCETGCAGCCTATCGTCOTC
COCEAGARIGACAGCTEAACOGTEAACGACAT CCAGARGCTGATEAGCARGCTCAACTGEGE
TAGCCAGATCTATCCCEGAATCAAGETECOCCARCTCTOCAAGCTECTECGC00CACCARGE
CCCTGACCEAGETEATTCCCCTCACCAAGGAACCOGAGCT CGAGCTCGCTGAGAACCGGGAG
ATCCTGAREGAGCCOETECACGE0ETETACTATAACCCCTCCARGEACCTGATCOCOGARAT
CCAGARGCAGEECCACEEECAGTEAACATACCAGATTTACCAGGAGCCTTTCARGARCCTCA
AGACCGECAAGTACGCOOOCATEAGGEECGCCCACACCAACGATGTCAAGCAGCTGACCGAG
GCOETCCABARGAT CACGACOGAGTCCATCETGATCTOGGEAARGACACCCARGTTCARGCT
GCCTATCCAGARGAAGACCTGGAAGACGTGETOGACOGAATATTGACABGOCACCTGGATTC
COGARTGAGAGTTOETHARTACACCTCOTC TGO TEAAGCTETEATACCAGCTCOAGAAGGAS
COCATOETREGOCOEEAEACATTCTACOTGEACGE0ECGECCARCCGORARRCRAAGCTOGE
GAMCGCOGGETACGTCACCAACOGEEG0CECCAGAAGGTCGTCACCCTAACOGRCACCANCR
ACCAGARGACGEAGCTGCAGGCCATCTATCTCECTCTCCAGGACT COOGCCTGOAGETGRAC
ATCGTGACGEACAGCCAGTACGOGCTGEECATTATTCAGGCCCAGCCGEACCAGTCCGAGAD
CaAA TG T EAA A GAT TA T R R T AR T ARG R A R R CARETCTACCTOROCTEEG
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AORARGGTGCTETAA [SEQ ID NO: 72)
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Figura 14

Secuencia:

ATGGGTGCCOGAGCTTOGGTACTGTCTGETGEAGAGC TAGACAGATGEEGAGAAAATT
AEGCTECOECCOEEERAGECAARARGARATACRAGCTCARGCATATOETETGEGOCTG
AGGGAGCTTGAACGGTTTGCOGTGAACOCAGGCC TGO TEGAARACATC TGAGGGATAT
CECCRGRTCCTEEEECRATTGCAGCCATCCCTCCACGACCOEEACTGARGRICTEAGE
TOCTTGTATAACACRGTGEC TACCCTCTACTGOGTACACCAGAGGATCCGAGATTAAG
AATACCARGEAGGCCTTGEACAAR AT TGAGEAGERGCARRACAACGAGCRRAGA NN AE
GOCCAGCAGECAGCCTECTEACAC TEEECATRAGCAACCAGETATCACRGAACTATCCT
ATTGTCCAAAACATTCAGCGGCCAGATEGTTCATCAGACCAT CAGCCOCCEEAOGCTC
AATGCCTEEETAAAGETTGT CGARAGAGARGECCTTTICTCCTORAGGTTATCCCCATS
TCTCOECT T IEAGTEAGOGEECCACT CCTCAGERCCTCAATACAR TECTTARTROD
GTGGEEOAGCCATCAGICCECCATECARATATTOARGGAGACTAT CAACGRAGGAGGCRA
GoCGRGTEEEACRCACTACATOCCGTCCACECTEECCCARTOROGCOOCGERACAGATS
CEEEACCCTOECEECTCTOACAT T ECCEECACACCTCTRCACTRCARGRSCARRTC
GEATGGATGACCAACARTCC TCCCATCOCAGTTGGAGARAT CTATAAACGETGSEATC
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ATCOTGEGECCTEARCAAGATCETGCECATGTACTCTCCGACATCCATCCTTGACATT
AGACAGGGACCCARAGAGCCTTTTAGEGATTACGTCGACCGETTTTATARGACCCTG
CGAGCAGAGCAGGCCTCTCAGGAGGTCARAAACTGEATCGACGGAGACACTCCTGGTA
CRGARCGCTARCCCCOACTGCAARACARTOCT TGARGGCACTAGGCCOGELTGCCACT
CTGGAARGAGATEATGACCECCTETCAGGEAGTAGGCGRACCCGEACACAAAGCCAGA
GTATTGATGEECCCCATCACTCCCATCCAGACCETECCAETGAAGCTCGARACCCGEG
ATGERCGECCOCANGETCAAGCAGTEGC CACTCACCGAGEAGARNGATCARGGCCCTG
GTGGAGATCTGCACCGACATCEACAARCGAGEECARGATCAGCARGATCORECCTEAG
ARCCCATACAACACCCCOGTGTTTGCCATCARGARGARGGACAGCACCAAGTOECAEC
ARGCTGETGEATTTCCGEGAGCTGAATARGCGGACCCAGGATTTCTGEEAGGTCCAG
CTGEGCATCCCCCATCCOECCEECCTGARGAAGARAGARGAGUGTGACCGTGCTGGEAL
GTGGEECEACECTTACTTCAGCGTCCCTCTEEACCAGGACTTTAGARAGTACACCGCC
TTTACCATCCCATCTATCARACRACGRGACCCCTEEGCATCAGATATCAGTACARCETC
CTCCCCCAGGECTEGAAGGGCTCTCCOGCCATTTTCCAGAGCTCCATGACCAAGATC
CTGGAGCCETTTCOGARGCAGRACCCOGATATCGTCATCTACCAGTACATGGACGAC
CTETACGTGEECTCTEACCTGEARATCGEACAGCATCGCACGARGATTGAGGAGCTG
AGGCAGCATCTGCTGAGATGEGECCTGACCACTCCCEACAAGARGCATCAGAARGAG
COGCCATTCCTgaaGATEEECTACGAGCTCCATCCCGACAAGTGEGACCETGCAGCCT
ATCETCCTCCCCGAGARGRACAGCTEGACCATGARCGACATCCAGANGCTGETGGEC
ARGCTCAACTGGECTAGCCAGATCTATCCCGAEATCAAGETECGOCAGCTCTGCAAG
CTGCTGCEBCGGECACCAAGGCCCTGACCGAGETGATT CCCCTCACGRRGGARGCCGAG
CTCEAGCTGECTGAGAACCGEGAGATCCTGAAGGAGCCOCTECACGECETETACTAT
GACCCCTCCARGOACCTGATCGCCGAAATCCAGANGCAGGGUCAGGEECAGTGGACA
TACCAGATTTACCAGGAGCCTTTCAAGARCCTCARGACCGGCARGTACGCCCGCATG
AGGGECECCCACACCARCGATGTCAAGCAGC TEACCGAGGEUUGETUCABARUATUALG
ACCGAGTCCATCATGATCTEGAGCAAGACACCCANG T TCARGCTGCCTATCCAGRAAG
GAGACCTGEEAGAOGTGETGEACCEGAATATTGECAGGCCACCTGEATTCCOGAGTGG
GAGTTCETEAATACACCTCCTCTEETGAACGCTETEETACCAGCTCGAGAAGGAGCCC
ATCOTCEECECEEAGACATTCTACGTGGACGECECEECCAACCOCGARACARAGCTC
GGEAAGGCCGEETACGTCACCAACCEEGELCGCCAGARGETCGTCACCCTAACCGAC
ACCACCAACCAGAAGACGEAGCTACAGGCCATCTATCTCGCTCTCCAGCGACTCOCOGEE
CTGGAGGTGARCATCGTGACGEACAGCCACTACGCOCTGGGCATTATTCAGGCCCAG
CCGEACCAGTCCGAGAGCGAACTGGTGAACCAGATTATCGABCAGCTGATCAAGAAR
GAGAAGGTCTACCTCGCCTEEETCCOGGCCCATAAGEGCATTGECGECARCARECAG
CTCGACAAGCTGETGAGTGOEGEEATTAGRARGATECTGATGGTGGETTTTCCAGTC
ACACCTCAGGTACCTTTARGACCAATGACT TACAAGGCAGCTETAGATCTTAGCCAC
TTTTTAARAGAARACCCCEEEACTEEARGEGCTAATTCACTCCCAAAGAAGACARGAT
ATCCTTEATCTETGGATC TACCACACACRAGGCTACT TCCCTGATTGECAGRRCTAC
ACACCAGEECCAGGGETCAGATATCCACTEACCTTTGEATGE TG TACAAGCTAGTA
CCAGTTGAGCCAGATARCGETAGAAGAGECCAATAARGEAGAGARCACCAGCTTGTTA
CACCCTETGAGCCTECATGREATEEATGACCCEGAGAGAGAACTGTTAGAGTGGAGS
TTTEACAGCCGCCTAGCATTTCATCACGTGGCCOGAGAGC TGCATCCGEGAGTACTTC
AAGRACTGCTGER [SEQ ID WNO: 73]
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MGARASVLEG
LETSEGCROI
LDKIEEEQNK
TLHAWVEVVE
LKETINEEAA
THNPPLEVGE
YKTLRAEQAS
QEVGGPGHKA
EICTEMEKEG
DFWEVQLGIP
NNETPGIRYQ
DLYVGSDLET
FDEWTVQRIV
TKALTEVI PL
OWTYOIYOER
TPKFELPIQK
GAETFYVDGA
LODSGLEVNT
VPAHKGIGGN
FLKEKGGLEG
GWCYKLVEVE
AFHHVARELH

[SEQ ID HO:
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GELDRWEEIR
LGQLOPSLOT
SEERRDQARD
EFAFSFEVIF
EWDRVHPVHL
IYERWIILGL
QEVENWMTET
RVLMGPISPI
KISKIGPENFE
HPAGLEEEES
YHVLPQGWEG
GQHRTKIEEL
LPEEDSWIVIN
TEEAELELAE
FENLEKTGEYA
ETWETWWTEY
ANRETKL.GER
VTDEQYALGI
EQVDELVSAG
LIHSOQRRODI
PDEVEEANKG
PEYFENC*
74]

LRPGOKKKYE
GSEELRSLYN
DTGHSNQVSQ
MFSALSEGAT
GEIABGOMRE
NKIVRMYSPT
LLVONANEDC
ETVSVKLKPG
¥YNTEVFAIKK
VTVLDVGDAY
EPAIFQSSMT
ROHLLRWGLT
DIQKLVGKLN
NREILKEPVH
RMRGAHTNDV
WOATWIFPEWE
GYVTNRGROK
IQROPDOSES
IRKVLMVGFE
LDLWIYHTQG
ENTSLLHEEVS
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TVATLYCVEQ
NYPIVOMIQG
PODLNTMLNT
PRESDIAGTT
SILDIRQGPK
KTILKALGEA
MDGEEVEQWE
KDSTEWRKLY
FSVPLOEDFR
KILEPFREQN
TEDKKHQKEP
WASQIYPGIK
GVYYDPSKDL
EQLTEARVQOKT
FUNTPPLVEL
VVTLTDTTHQ
ELVHNQIIEQL
VTBOVELRDPM
YFPDWONYTP
LHGMDDPERE

LERFAVNEGL
RIEIKDTKEA
OMVHQAISPR
VEGHOARMOM
STLOEQIGNHM
EPFROYVDRF
ATLEEMMTAC
LTEEKIKALV
DFRELNKRT(
KYTAFTIPST
FDIVIYQYMD
PFLWMGYELH
VRQLCKLLRG
IAEIQKOGOG
TTESIVIWGK
WYQLEKEPIV
KTELOAIYLA
IKKEKVYLAW
TYKAAVDLEH
GPGVRYPLTF
VLEWRFDSRL



ES 2364 466 T3

Figura 13

Secuencia de Tnrg:

ATGETGEETTTTCCAG TCACACCTCAGGTACCTTTARGACCAATGACT TACARGECA
GCTGTACGATCTTAGCCACTTTTTAARACGARARCEAGEEACTEEANGCECTAATTCAC
TCCCARAGARGACAAGATATCCTTEATCTGTGEATCTACCACACACAAGGCTACTTC
CCTAATTEGCAGRACTRACRCACCAGEECCAGGEET CAGATATCCACTERCCTTTEEAR
IGETECTRCARGCTACTACCACTTGAGCCAGRTRAACETRAGRAGACCGCCRATRAAGER
GAGAACACCAGCTTGT TACACCCTGTEGAGCCTGCATGGGATGEATGACCCGGAGAGA
GAAGTATTAGAGTGERGETT TGACAGCCGCCTAGCATTTCATCACGTRHFCCOGRGRAG
CTGCATCOGEACTACTTCRACARCTECATEEECCCCATCACTCCCATCGAGACCETS
CCGETEARGCTGAAACCOGEEATGGACCECCCCAAGGTCARGCAGTGECCACTCACC
GACAARARAGATCRAAGGCCCTOETERAAGATCTGCACCGACATOAAGARARGRAEEAANG
ATCARGORAGRTCEEECCTEAGA RO CCATACARCRCCCCCETETTTCCCATCAAGAAS
AAGGACAGCACCAAGTGEOECAAGCTEGETGEATTTCCGEEAGCTGAATANGCGEACT
CAGEATTTCTEAEAGGTCCAGCTAGECATCCOCCATCCGACCAGCCT GAAGR A G AR
ARCAGCETARCCOTECTEEACETEEACGACACTTACTTCAGCETCOCTCTEEACEAS
GACTTTAGARAGTACACCGCCTTTACCATCCCATCTAT CARCARCGAGACCCCTGEC
ATCACATATCAOTRCAARCGTCCTCCOCCAGGERCTEERARGAGCTCTOCOROCATTTTC
CAGRGCT AT AT CRACA TOCTEERCCOETTTOEEARGORGARCOCCEATATOETC
ATCTACCAGTACARTGEACGACC TG TACGTGEEC TCTGACCTGEARNT CGEGCAGCAT
CECACERRGATTOAGEAGCTEAGACAGCATCTECTEACGRTEEGGCCTEROCACTCCE
GACAAGARGCATCAGRAGEAGCCGCCATTCCTgaaGATGGECTACGAGCTCCATCCC
GACARGT ARG T AR TATCGTCCTCCCCGAGARGAACAG T TGRACCG T GAAL
GACATCCRGARGCTOGTOOACARGCTCAACTEGECTAGCCAGATCTATCCOGGEATC
ARGETECECCAGCTCTECR RGO TECTECECEECACCARGECCC TEACCEAGETEATT
T CACGEAGEGAAGCCEAGC TCGAGC TGECTGAGAACCGEERAGA T U TEAAGEAS
CCCOTECACGECATATACTATGRCCCCTCCARGEACCTEATCGOCGARATCCAGARAG
ChGEECCAEEEECAETECR A TR CCAGATT TACCAGEGAGOCTTTCARGRRCCT ARG
ACCGECARGTACGCCCOGCATGAGGEECACCCACACCARCGATGTCARGCAGCTGACT
GAGECCETCCAGRIARTCACGACCGAGT CCATCETEATCTGEGEEARARACACCCAAR
TTCAAGCTGCCTATCCAGARGGEAGACCTGEGAGACGTGETCEACCCGAATATTGGCAG
GCCACCTEEATTCOCEAGTEGEAGTTOGTOARTACRCCTCCTOTEETGARGCTGT G0
ThACCAGCTCGAGRAGGEAACCCATCETEEECECEEAGACATTCTACOTERAACAACECE
GCCAACCGOEAAACARAGCTOGEGAAGECCEEETACGTCACCARCCGEEECCGOCAG
AAGGTCGTCACCCTEACCEGACACCACCAACCAGAAGACGOAGC TGCAGGCCATCTAT
CTCECTCTCCAGERCTOOGECCTEEAGETGARCAT CETGRCEARCAGCCAGTRCECE
CTEGECATTATTCAGGCCCAGCCEGACCAGTCOGAGRGCGANC TGETGARCCAGATT
ATCEACGCARACTEATCARGRARCAGE AGATCTACCTOSCCTGEETCCCGACCCATAAR
GECATTEECEECRACCAGCAGETOGACARGCTEETGACTOCGEGEATTAGRARGETE
CTGATGGEETECCCGAGC T TOGATACTGTCTEATGEAGAGC TGEACAGATGGEAGANA
ATTAGGCTECECCCECEAGHCAAMARGARA TR CARGCTCARGCATATOGTETGEECC
ToGAGEERECTTORACOGTTTECOETEAACCCAGGOCTOU TOGAANC AT CTGACGER
TETCECCAGATCCTERAGCAATTGOAGCCATCCCTOCAGARCCGGARG TERAGAGT TG
AGETCCTTETATARCACACTGECTACCCTCTACTGOETACACCAGRGEATCGAGATT
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ARGGATACCARGEAGGCCTTCGACAAAATTGAGGAGGAGCARARCARGAGCAAGARG
ARGECCCAGCAGGCAGCTGCTEACACTGGGCATAGCARCCAGETATCACAGARCTAT
CCTATTGTCCARAACATTCAGGGCCAGATGGT TCATCAGGCCATCAGCCCCCGGACG
CTCARTGOCTGGETGARGETTGTCGARGAGRACGECCTTTTCTCCTGAGGTTATCCCC
ATGTTCTCCGCTTTORGTOACCEGECCACTCCTCAGGACCTCARTACAATGCTTAAT
ACCGTGGGCEGCCATCAGEGCCECCATCGCAAATGTTGARGGAGACTATCARCGROGAG
GCAGCCGAGTGEGACAGAGTGCATCCOCTCCACGCTEACCCAATCGCECCCGEACAG
ATGECEEEAGCCTCGCEECTCTGACATTGOCAGCACCACCTCTACACTECAAGAGTAR
ATCGGATGGATGACCARCAATCCTCCCATCCCAGTTGEAGAAATCTATARACGATER
ATCATCCTGGGCCTGAACARAGATCGTECGCATGTACTCTCOGACAT CCATCCTTGAC
ATTAGACAGGGACCCAARGAGCCTTTTAGGEATTACGTCEACCEETTITTATAAGACT
CTGCOAGCACGAGCAGCCCTCTCAGGAGGTCAAMAACTGGATGACGGAGACACTCCTG
GTACAGAACGCTAACCCCGACTACAAAACAATCT TEAAGGCACTAGGCCCGGCTECT
ACCCTGGAAGAGATGATGACCGCCTGTCAGGEGASTAGOCGEACCCOGACACAALGOC

AGAGTGTTGSTGA ([SEQ ID NO: 75]

MVGFEVTEQV
YHTOGYFFDMW
LHPVSLHGMD
TVSVELKPGEM
NTPVFAIKEK
TVLDVGDAYF
PATFOREMTE
QHLLRWGLTT
IQKLVGEKLNW
REILKEPVHG
MRGAHTNDVE
QATWNIPEWEF
YVTNRERQEV
QAOPDOSESE
REEVLMGARAS
NPGLLETSES
TKEALDKIEE
ISPRTLNAWY
AMOMLKETIN
IGWMTNIEPPI
VDRFYKTLEA

FLRPMTYEAA
ONYTPGPGVR
DPEREVLEWR
DGPEVEQWPL
DSTEWRELVD
SVPLDEDFEK
TLERFREONE
PDEFHQKEFP
ASQIYPGIKV
VYYDPSEDLI
QLTEAVOKIT
VNTPPLVELW
VTLTDTTHQE
LVNQIIEQLI
VLSGGELDRW
CROTLGQLOP
EQMESKEEKAD
KVVEEKAFSP
EERAEWDRVH
FVEGEIYFRWI

EQRSQEVENW

VDLSHFLEEK
YPLTFGWOYK
FDSRLAFHHV
TEEKIKALVE
FRELNKRTQD
YTAFTIPSIN
DIVIYOYMDD
FLWMGYELHP
ROLCKLLRGT
AETQEQGQGO
TESIVIWGKT
YOLEKEPIVG
TELQATIYLAL
FEERVYLAWV
EKIRLRPGGK
SLOTGSEELR
QAAADTGHEN
EVIPMFSALS
PVHAGPIAPG
ILGLNEIVRM
MTETLLVONA

58

GGLEGLIHSQ
LVEVEFDEVE
BARELHFEYFE
ICTEMEEKEGEK
FWEVQLGIPH

NETPGIRYQY
LYVSSDLEIG

DEWTVQPIVL
KALTEVIPLT
WTYQIYQEFF
BEFELEIQKE
AETFYVDGAA
QDSGLEVNIV
PAHEGIGGNE
FEYELKHIVW
SLYNTVATLY
QVSONYPIVQ
EGATFQDLMT
OMREPRGSDI
¥EPFTESILDIR
MPDCKTILEA

RRODILDLWI
EANKGENTESL

NCMGPISPIE
ISKIGPENEY
PAGLEFKESV
NVLPQGWEGS
OHRTEIEELR
PEKDSWTVND
EEAELELREN
KNLETGEYAR
TWETWWTEYW
NRETELGKAG
TDSQYALGII
QVDELVSAGI
ASRELERFAV
CVHORIEIKD
NIQGOMVHOA
MLNTVGGHQA
AGTTESTLQEDQ
QGPKEEFFRDY
LGPAATLEEM
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MTACOGVGGP GHKARVL* [SECID N°76]
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Figura 16
Secuencia del inserto Tngr en pr3idie:

ATGETGGET TT TOCRGTCACACCTCRGETACCT TTARGACCARTGACT TACRAGGCAGCTGT
AGATCTTRGCCACT TTITAARAGRA N CCECEN TEOAACEECTAAT TCRCTOOCARAARN
BACARGRTATCC TTGARTCIGTGREAT CTACCACRCAC A RGEC TRACT TOCCTERAT TEECAGRAC
TARCACARCCRGEECCAGEEET CRGATAT CCACTEGACC T TTGEATGE TGO TACRRGC TAGTRCC
AT TGRGCCARA T ARG T RAGAR G AGEOCARTARREEAGREA MCROTAGCTTETTRCACCCTS
TEAGCCTEOATEEEATEEATGRCCOGEAGAEGAGAAG TET TAGAGTCRAGETTTAACAGCOGEC
G T T T CA T CA L G T e O AR e T O T CCGGAGTACT TCARGARC TECRTGEETEC
COGAGCTTOEETACTGTC TG TEARGRGCTRORCAGATAGGRCARRATTREGCTRCGCCOGEE
GRGGCRARRRCARR TR T AR GCATATCE T TGO CTCORGEEAGC TTEAMDGETTT
GCCETEARC GG C TACTGEAARCATCTGRGEEATET CECCRBRATCCTGEERECARTTECA
GCCA T eI o AGR O CBGERG T AR AT GAGETOCT TS TATARCACRGTEECTACCCTCT
ACTGOCTRACACCACGRGGATCEREAT TAAGAATACCARGAAGARCC TTHEACALARTTRAGEAR
GRGCARARCARGAGCRAGA R CR RO CAGCAGEC RGO TGO TERCACTGEECATRGCARCCR
GATATCACRGAACTATCCTAT TET O CARARCAT T CAGRACCACR TCFTTCATCROACCATCR
GO R G T CAR Te T G TR T T e TOEARGACARCGECCTTTTCTCCTGAGETT
ATCCCCATGTTCT COACT T TG TERGGEGECCACTOCTCRAGAR CC TCARTACARTOCTTAR
TACOETEEROEECCATCAGECCEOCATECARA TETTEARGEAEACTATCARDGAGEAGECAG
COGRGTREERCAGRATGCAT OO T OCACGCTGEOOCART COCOCOCGEACRAATEOGEEAG
CCTCECEECT T GA AT T O AR CT O TACACT S CAAGRGCR AT OCRATESEATEAD
CARCAR T T OO CAT CCCAGT TGERGARATCTATARROGGTGARTCATCCTRRECCTAARCA
AGAT TG CATETAC T CT CCEACAT CCATCCTTEACAT TASRCAGEEACCCARAGRGDCT
TTTRGREAT TACGTOGACCGETTTTATAAGRCCCTROGAGC ARG CAGGUCTCTCAGGAGGT
CARAAACTGGATGACGEAGR CACT O LT GG TACAGAACEC TAACCCCRACTECAARACRATCT
TR TGO OE T CACCCTAGAAGAGA TEA TG ANCGOCTETCOAGAGAGTAGED
GEACCOGERCAC AR AGCOACAGTET TEATREECCOCATCAGT CCCA TORAEACCETECOEET
GAAGCTERARCCOCORERTEEACGCCCCCARGETCARGCAGTEEC CACTCACOGRGEAGAAGR
ARG O TEETEERGATCTECACCGRCGATEERGRAAGACEECARGATCAGCARGATORR
OO GAGAR SO AT AR CA G TO T TTROCA T O AAGARCGAREERCAGCACCAAG TR
CAMGCTGETGEAT T I CCGEEAGCTEARTARCGOEEACOCAGGATTTCTEEEREETCCAGCTEE
GCATCCCCCATCCGECCEGCCTOARGARARAGAAGRGOESTEACCGTGCTGEACGT GGG OERAC
GOTTACTTCAGOG TCCCT CTGGRCEREEACT TTAGRARG TACACCOOCTTTACCATCCCATC
TATCARCRRCGAGRCCCCTRECATCAGRTATCAGTACARCETCCTOOCCCRGEECTGEARGE
GoTCTOCCEC AT TT TCCAGAGCT TR TEACCAAGAT CCTRARGCCFT T I COGARGECREARC
CCOGATATCGTCAT CTACCAGTACA TCGACGACCTGTACGTGEGCTCTGACCTGGARATOGE
GORGCATOGCACGARGA T TEAGEAGCTGAGECAGCATCTGCTERARTREEECCTEACCACTE
CEEACARCRAGCATCAGARCERGODECCATTCCTgas GATEEECTADERGCTCCAT OO OERT
AAGTGGACOGTGCAGCCTATCGTCCTCCCOGAGARCGACAGCTGAACOGTGRACGACATCCA
BARGCTEETGGECAAGCT CARC TEEGC TAGCCAGR TCTATCCCGGEATCARGGTGOGCCAGT
ToTECARGC TGO TEOECEECACCARGECCCTEACCAAGETGATT COCCT CROBRAGEAAGID
GAGCTOGAGCTGECTEAGAACCHRGGAGAT CCTGARGERAGCCCATOCROGEUETETACTATEA
COCCTCCRRGGACCTGAT CGCCEARATCCRGRRAGCAGEECCAGGEECAGTEEACATAC CRAA
TTTACCAGERGCCTTTCARGA M CC T CARGACCEECRAGT ACACCCRCATRAGEEECECCCAT
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ACCAMRCGATGTCAAGCAGCTGACCEAGGCCETCCAGARGATCACGACCGAGTCCATCGTGAT
CTGGEEEAAGACACC ARG T T CARGC T ECCTAT CCACRACEREAC CTEEEAGARCETEETEER
CoGRATATTEACARECCACCTGERTTCCCGAGTEFERET TCETGRATRACACCTCCTCTGETE
ARGCTETGETACCAGCTOGAGAAGGAGCCCATOGTGGECGCGGAGACATT CTACGTGEACGE
CGCGECCAACCGOEAANCAARGCT CEGGARGECCEEETACGTCACCARCOGGGECCGCCAGA
AGETCETCACCCTEACCEACACCACCAACCAGRAGACGEAGCTGCAGECCATCTATCTCGET
A CAC T OO CTEG ARG TEAA A T O TACGEACRGCCACTACGORCTCRGCATTAT
TCAGGCCCAGCCGGACCAGTCCGAGAGCGRAACTGETGAACCAGATTATCGAGCAGCTGATCA
AGARAGAGAMGGTCTACCTCGCCTEGETCOCCECCCATANGGECATTGGOGGCARCGAGCAG

GTCGACAAGCTEETGAGTECCEGEATTAGARAGETGCTGTIAR [SEQ ID HO: 77)

MVGFEVTEQV
YHTQGYFPDW
LEPVSLHGMD
SGGEELDRWEE
QILGQLOPSL
NESKEKADDR
VEEKAFSPEV
AAEWDRVHPYV
GEIYKRWIIL
ASQEVENWMT
KARVLMGEIS
EGKISKIGPE
IPHPAGLEEE
YOYNVLEPQGW
EIGQHRTKIE
IVLPEKDSWT
PLTEEARELEL
EPFENLETGE
QEETWETWWT
GAANRETELG
NIVTDSQYAL
GNEQVDKLVE

PLEFMTYFKAR
ONYTPGPGVR
DPEREVLEWR

VDLEHFLEEK
YPLTFGWCYK
FDERLAFHHV

IRLRPOGKEE YKLEHIVWAS

QTGSEELRSL
ARDTGHSNOQV
IPMFEALESEG
HAGPIAPGOM
GLNEIVEMYS
ETLLVQONANE
FIETVSVELE
NEYNTPVFAL
ESVIVLDVGD
KOSPAIF(QSS
ELRQHLLRWG
VNDIQKLVGK
AENREILKEP

YNTVATLYCV
SONYPIVONI
ATPQDLNTML
REPRGSDIAG
PTSILDIROG
DCKTILKALG
PGMDGPKVEQ
KKKDSTHKWRE
AYFSVELDED
MTKILEPFRK
LTTPDKEHQK
LNWASQIYDEG
VHGVYYDPSK

GGLEGLIHSQ
LVFVEFDKVE
ARELHPEYFK
RELERFAVNE
HORIEIKDTK
QGOMVHCQAIS
NTVEEHQARM
TTSTLQEQIG
PEKEFFRDYVD
PAATLEEMMT
WPLTEEKIKA
LVDFRELNER
FREYTAFTIP
OWPDIVIYQY
EPPFLWMGYE
IEVRQLCKLL
DLIAEIQKQG

YARMEGAHTN DVEQLTEAVQ KITTESIVIW

EYWOATWIPE

WEFVNTFPLV

KLWYQLEKEF

FAGYVINRGR QEVVTILTDTT NOKTELOQAIY

GITQRQPDOS
AGIREVL*

[SEQ ID NMO: 78]

ESELVNQIIE

61

QLIKKEEVYIL

RRODILDLWI
EANKGENTSL
NCMGARASVL
GLLETSEGCR
EALDKIEEEQ
PRTLNAWVEVY
QMLEETINEE
WMTNNPPIPV
RFYETLRAEQ
ACQOVGEPGH
LVEICTEMEK

TODFWEVOLG
EINNETPGIR

MDDLYVGSDL
LHPDEWTVQP
RETKALTEVI
QGOWTYQIYQ
GKTPKFKLPL
IVGAETFYVD
LALODEGLEV
AWVPAHKGIG
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Figura 17
Secuencia del inserto Trgn n® &

ATEEECCCCATCAGTCCCATCARGACCATECCEETERRECTEAARCCCOEEGATEERC
GO T CA A A R TGO CACTCACCARGEAGR RO TCAAGECOCTECTEGAS
ATCTGORCCEAGATEGRGAANACEECRAGATCAGCN REATOEEGCCTEGREARCCON
TACARCACCCCOETET T TGO CATCARGRAGRAGEARCACCACCANGTGECGCAAGCTG
GTGEATTTCOEEGARGCTEAATARGCGEACCCRGER T T TCTEEEAGETOCAGCTEEEC
ATCCCCCATCOGEOCGEOCTEAAGRAGRAGRAGARECETEACOGTGCTGERCGTEGEC
GACGCTTACT TCAGCGTCOC TC TGEACCGAGEACT TTACGAAAGTACACCGCCTTTACC
ATCCCATCTATCARCARCGAGACCCCTGECATCAGATATCAGTACARCGTCCTCCCC
CAGGGCTEEAAGEECTCTOCCGCCATTTTCCAGAGC T COATGACCARGAT CCTEGAG
COGTTTCGGAASCAGRRCCCCCATATCETCATC TACCAGTACATGGACGACCTSTAL
GTEEECTCTGACC TEEARA TCGEECAGCATCGCACGAAGATTGAGGAGCTGAGGECAG
CATCTCTRAGATGEEECCTGACCAC TCCGEACAAGAMGCATCAGRAGGAGCCECCA
TTCCTgaaldATEEEC TACGAGC TCCATCCCGRCAMG TGEACCETECASCCTATCOGTD
CT oo CCEAAAAGRACAGC TEGACCGTGARACGACATCCAGARGC TG TGEECAAGCTC
ARCTEFEECTAGCCAGATCTATCCCGEEAT CALGGTEOEOCAGCTCTGCRAGCTECTE
CEOGECACCARGRCCCTGACCGAGGTEATTCCCOCTCACGHAGGARGCCGAGCTOGERG
CTOGCTEAGARACCEREAGATCCTGARGGAGCCCGTECACGEOGTGTACTATEACCCD
TCCAAGGACCTEATCROCEARRATCCRERRGCAGEEOCAGGEEECACGTERACATACCA
ATTTARCCAGEAGCCTTTCARGARACCTCARAGRCCEECAAMETACGCCCOECATEGAGEEEC
GCOCACACCARCGATETCAARACAGCTEGACCEAGECOETOCAGARCGRTCACGRCCEAG
TCCATCETEATC TEGEEEAAGACACCCOARGTTCARCGCTEOCTATCCAGARGERGEARCC
TEEEACACETEETEEACCEAATATTGECAGERCCACCTEAATTCCCOGAETEGGEGASTTC
GTEARTACARCCTCCTCTEETERAGC TETEETACCARGCTOGAGARGEAGOCCCATCETE
CoCCCCCORCACATTCTACCTOCACCCCOCCCCCAMRCCOCCAAACRRARCCTCOOEANT
GCOEEETACGTCACCAACCEEGGCCECCAGRAGETOCTCACCCTEARCOEGRCRCCACT
AECCARGARMGACCGEAGCTGOAGGCCATCTATCTCGCTCTCCAGGACTCOGECCTEERGE
GTEARCATCETGACGERCAGICAGTACACGCTEEECATTATTCAGECCCRGOCEERT
CACGTCCERGAGCGAMAC TG TEAACCAGRATTATCGAGCAGC TEGATCAAGARAGAGARG
GTCTACCTCGCCTRGETOCCGECCCATARGEGCATTGECGGCARCGAGCAGETOGAD
ARGCTEETGAGTECREGGATTAGARRGETECTGATGEETGCCCEAGCTTCGETACTS
T T GAGAS T A A A TCEEAGAARMNTTAGECTACOCCCEEGASGCARAMM NG
HMTAMGEMTAEGTGTGGGCWCGMWT&CDGTG
ARG T T AR A CA T CTEAGGGA TG TG CCAGAT OO TEOGECAATTEOAS
COATCOCTCCAGR COGEERGTRAAGAGC TGAGGTOCTTETATAACACRATEECTACS
CT T AT G TA A ARG TCCAGAT TAAGGATACCARGEAGOCCTTAGACKRAR
ATTERGEAGEAGTARRACE RGRGCAAAAGRAGGCCCAGCRAGGCAGC TGO TGACACT
GEGCATREGCAACCAGETATCACAGARACTAT CCTATTETC EAAAAERTPE&GGGEEAG
ATEET T AT CAGRCCA T CAGC OO GEAC GO TCALTE OO TG TERAGET TG TCEAR
CACARCECCTTTTC T TEAGE T TATCOCOATGTTCTOOGCTTTEASTEAGEEGGC0
ACTCCTCAGEACCTCAR TACAA TGO T TAATACCGTEEERCEECCATCAGECCECCATG
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CARATGTTGAAGGAGACTATCARCGAGGAGGCAGCCGAGTEGEACAGRETGCATCCC
GTCCACGOTEECCCARTOGCGCCOGEACAGATGOGEGAGCCTCGCGECTCTGACATT
GCOGECACCACCTCTACACTGCARGAGCARA TCOGATGGATGACCARCARTCCTCCC
ATCCCAGTTEGAGARATCTATARRCGETGGATCATCCTGGGCCTEARCARGATCOGTG
CECATGTACTCTCCGACATCCATCCTTGACATTAGACAGCGEACCCARAGARGCCTTTT
AGGGATTACGTCGACCEETTTTATARCGACCCTACGAGCAGAGCAGGCCTCTCAGGAG
CTCARARACTGGATGACGERGACACTCCTEGTACAGRACGCTAACCCOGACTGCARA
ACRATCTTGARGGCACTAGGCCCEECTGCCACCCTGEARGRGATGATGACCGCCTET
CAGGGAGTAGGCGGACCOGGACACARAGCCAGRGTGT TEATGETGGETTTTCCAGTC
ACACCTCAGSTACCTTTARGACCAATGACTTACAAGGCAGC TG TAGATCTTAGCCAC
TTTTTARAAGAARAGGEEGGACTCGARGGGCTAATTCACTCCCARAGRAGACARGAT
ATCCTTGATCTGTGEATCTACCACACACARGGCTACTTCCCTGATTGGCAGAACTAC
ACACCAGEECCAGGGGTCAGATATCCACTGACCTTTGAATGGTGCTACARGCTAGTA
COAGTTOAGCCAGATAAGGTAGRACGAGGCCAATARAGGAGAGAACACCAGCTTGTTA
CACCCTGTGAGCOTECATEEGATECATGACCCGEAGAGAGAACTGTTAGRGTGGAGE
TTTEACAGCOECOTAGCATTTCATCACGTGGCCCGAGAGCTECATCCGEAGTACTTC

AAGAACTGCTGA [SBEQ ID NO: 79]

MEPISPIETV
KIGPENEYNT
GLEKKKSVTV
LPOGWKGSEA
RTKIEELRQH
FDOSWTVHNDIO
AELELAENRE
LKTGKYARMR
ETWWTEYWOA
ETKLGKAGYV
SOYALGIIQA
DELVSAGIRK
RELERFAVME
HORIEIKDTK
QEOMVHQAIS
NTVGGHQAAM
TTSTLOEQIG
PKEPFRDYVD
PAATLEEMMT
FLKEKGGLEG

SVELEPGMDG
DPVFAIEEEDS
LDVEDAYFSV
IFQSSMTEIL
LLRWGLTTED
KLVGELNWAS
ILKEPVHGVY
GAHTNDVEQL
TWIPEWEFVN
THNRGRQKVVT

QPDOSESELV NQIIEQLIEK

VLMGARASVL
GLLETSEGCR
EALDKIEEEQ
PRTLHAWVEV
OMLEETINEE

PEVEQWPLTE
TEWRKLVDFR

PLOEDFREYT
EFFRECNPDI
KIHQEEPPFL
QIYPGIKVRO
YDPSKDLIAE
TEAVOKITTE
TPPLVELWYQ
LTDTTHQETE

SGEELDRWEK
QILGOLOPSL
NESKEKAQQA
VEEKAFSPEV
AMEWDRVHEV

WMTMNPPIPV GEIYKRWIIL

RFYKTLRAEQ
ACQGVGGPGH
LIHSQRRQDI

ASQEVENWMT
KARVLMVGEP
LDLWIYHTQG

64

EKIEALVEIC
ELNERTQDFW
AFTIPSINNE
VIYOQYMDDLY
WMGYELHPDE
LCELLRGTEA
IQKQGQGOWT
SIVIWGKTPE
LEKEPIVGAE
LOATIYLALOD
EEVYLAWVER
IRLEPGGEEEK
QTESEELRSL
ARDTGHSNQV
IPMFSALSEG
HAGPIAPGOM
GLNEIVEMYS
ETLLVQNANP
VTEQVELRFM
YFPOWQNY TP

TEMEKEGKIS
EVOLGIFHPA
TPGIRYQYNWV
VGSDLEIGCOH
WIVQPIVLPE
LTEVIPLTEE
YQIYQEPFEN
FELPIQEETW
TFYVDGAANE
SGLEVNIVTID
HEGIGENEQV
YHELEHIVWAS
YNTVATLYCV
SONYPIVONI
ATPODLNTML
REFRGEDIAG
PTSILDIRQG
DCKTILEALG
TYKARVDLEH
GPGVEYPLTF
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GWCYKLVEVE PDKVEEANKG ENTSLLHPVS LHGMDDPERE VLEWRFDSRL
AFHHVARELH PEYFENC * [SEC ID N° 80]
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Secuencia del inserto de Trgn n® 11

ATGGEGECCCCATCAGT CCCATCEGREACCGTRCOGETEAAGC TEARACCCEEEATEEAC
GECCCCARGETCARGCAGTGECCAC TCACCCGAGEAGAAGATCARGGCCUTHETGRAG
ATCTGCACCGAGATEEAGARRGAGERECAAGATCAGCARGATCOGEECOGERGAMCCCR
TACAACACCCCCETAT TTECCATCARGRAGA AGAACAGCACCAAGTGEOGCARGCTG
GTEGATTTCCCEEAGC TRARATARGCGEEACCCAGEATTTCTGEEAGGTCCABCTGRGC
AT oo CATOOEGOCEECCTEARGAMNAR MERRGAGCETEGACCETEO TEEACGTEEGC
GARCECTTACTTCAGCGTCCTOTGEACGAGCEACTTTAGARRGTRACACCGCCTTTACC
ATCCCATCTATCARCAACGAGACCCCTEOCAT CAGATATCAGTACAACGTCOTCOCC
CACGESCTEEARCEECTCTCCOGCCATTTICCAGRGCTCCATCACCARGATOCTGEAG
CoGTTTOGGAAGOAGAACCCCEATATCETCAT CTACCAGTACATGEACGACCTETAC
GTECSCTCTAACCTEGARA T CGEECAGCATCECRCERACGATTEAGAAGCTGAGECAG
CATCTGCTEAGATEEEECCTEACCACTCCGEACAAGAAGCATCAGRAGEACGCCGOCR
TTCCTgaaGAT R0 TACGAGCTCCATCOCCGACAAATIGACCOTOGCAGCCTATOGTC
CTCCCCEAGARRAGEACAGCTEGACCOTGAACGACATCCAGAAGCTEGOTEEECARMGCTC
AACTGEGEFCTAGCCAGATC TATCCCGGGATCAAGGTEOGCCAGCTCTGCAAGC TGCTG
COCCECRCCARGECCCTOACCORGGTEATI CCCCTCACCGEAGEARGCOGAGTTCEAL
CTEGCTEAGAACCGEGAGATCCTEARAGRAGCCCGTACACGECGTGTACTATEACCCC
TCCAAGGACCTEATCECCGAAATCCAGRAMGCAGGECCACEEECAGTGEACATACCAG
ATTTACCAGEAGCCTTTCAAGAACCTCAAGACCGGCAAGTACGCCOGCATGAGGEET
GOCCACRCCRACGATETCAAGCAGCTEACCGRAGECCETCCAGRAGR TCRACGROCEAG
T AT TOAT O TEEEAGRAGRCACCCARGTTCARGC TGCCTATCCAGARGEAGROC
T eAOACG TGO TEGACCGARTATTECCACSCCACCTOEATTCCCGAGTGEEAGTTC
GTEAATACACCTCCTC TGO TAAAGCTGTGGTACCAGCTCCAGRAGEAGCOCATCGTS
GECEOGEAGACATT CTACGTGGACGECGCEECCARCCOCGAARCAARAGCTOGGEAMG
GOCGEATACGTCACCARCCGEEECCECCAGARGETCGTCACCCTEACCAACACCACT
BACCAGAAGACGEAGC TECACSGCCATCTATC TCGCTCTCCAGGACTCOGEECTGEAG
CTOARCATCATAACGEACAGCCAGTACGOGCTGEGCATTATTCAGGCCCAGCOGEAT
CAG T CEACACCEAACTESTEARSCAGATTATCGAGCAGCTGATCARGAR AGRGARG
ETCTACCTCGCOCTGEGTOCCGGCCCATAAGCECATTGOCOBCAACGAGCAGGTOGAL
AAGCTEETCAGTECOGEEATTAGRARGOTOCTEATCETGGETTTTCCAGTCACACCT
CAGGTACCTTTAAGACCAATGACT TACAAGECAGCTGTAGATCTTAGCCACTTTTTA
AAAGAAARGAAGGEEACTEARRGORCTAATTCACTCCCARACGRRCACRAGATATCOCTT
AATCTETEEATCTACCACACACAAGEC TACTTCOCTGATTGGCAGAACTACACACCA
GEGCCAGGGETCAGATATCCACTOACC TTTGEATGETECTACARGC TAGTACCAGTT
GAGCCAGATARCETAGANGAGGCCAATAAAGGAGAGRACACCAGCTTGTTACACCCT
CTEAGCCTGCATGGEATEOATAACCOGGAGAGAGAAGTETTAGAGTGGAGETTTGAC
AGCOGCCTACCAT TT AT CACETEGCCCGAGAGCTECATODGEAGTRCTTCARGRRC
TOCTGAATEEETGCOCEAGC TTOGETACTETCTGOTGEAGAGCTGGACAGR TEEEAG
ARAATTAGECTECGCCCGGGAGGCAALAMGARATACRAGCTCAAGCATATCATGTEG
GCCTCEAGEGEAGCTTGAACGETTTECOATGAACCCAGGCCTECTGERARCATCTGAG
GeATGTCECCAGATCCTEEEECAATTGCAGCCATCCCTOCAGACCGGEAGTGARGAG
CTERGETCCTTETATARCACAGTGGRCTACCCTCTACTGCCTACACCAGREGATIGAG
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ATTARGGATACCARGGAGGCCTTGEACARRATTGAGGAGGAGCARRACAAGAGCANG
ARGARGGCCCAGCAGGCAGCTGCTGACACTAOGCATAGCARCCAGGTATCACAGAAC
TATCCTATTGTCCARAACATTCAGGECCAGATGETTCATCAGGCCATCAGCCCCCGE
ACGCTCAATGCCTEEGTEAAGETTGTCGAAGAGRAGGCCTTTTCTCCTGAGETTATC
COCATGTTCTCCECTTTEAGTEAGGEEGCCACTCCTCAGGACCTCAATACRATGCTT
AATACCETGGECEECCATCAGCGCCGCCATECARATEGTTGAAGGAGACTATCARCGAG
GAGGCAGCCGAGTEEGACAGRGTECATCCCGTCCACGCTGGCCCARTCGOGTCCGEA
CAGATGOGEEAGCCTCGCGECTCTGACATTGCCGGCACCACCTCTACACTGCARGAD
CARRTCGEATEGATGACCARCARTCCTCCCATCCCAGTTGGAGAARTCTATARACGG
TEEATCATCCTGEECCTEAACAAGATCGTGCGCATGTACTCTCCGACATCCATCCTT
GACATTACACAGGAACCCARAGAGCCTTTTAGGGAT TACGTCGACCGGTTTTATAAG
ACCCTGEOEAGCAGAGCAGECCTCTCAGGAGETCARRAACT GGATGACGGAGACACTC
CTEETACAGARCGCTAACCCCGACTGCAMACRATCTTGRAAGGCACTAGECCCGGCT
GCCACCCTEOAAGACGATEATCGACCGOCTGTCAGGGAGTAGCGCGGACCCGEATACAMA

GCCAGAGTGTTG [SEQ ID NO: 81]

MEPISPIETV
KIGPENPYNT
GLEEEESVIV
LEQGWEGSPA
ETEIEELROH
FDEWTVHDID
AELELAENEE
LETGEKYARME
ETWWTIEYWQOA
ETELGEAGEYV
SQYALGIIQA
DELVSAGIRE
SQRRODILDL
VEEANEGENT
FENCMGARAS
NEPGLLETSEG
TEEALDEIEE
ISPRTLNAWY
AMOMLEETIN
IGWMTHNFFI
VORFYETLRA
MTACQGVGEGP

SVELEPGMDG
EVFAIEEEDS
LDVGDAYFEV
IFQESMIEIL
LLEWGLTITFED
FLVGELNWAS
ILKEPVHGVY
GAHTHNDVEQL
TWIEEWEFVH
THRGRQEVVT
QPDOSESELV
VLMVGFEVTE
WIYETQGYFP
SLLHPVSLHG
VLESGGELIEW
CROQILEGJLOF
EQNESKERRQ
KVVEEKAFSP
EEAAEWDRVH
FVGEIYFRWI
EQASQEVENW

PEVEOWPLTE
TEMRELVDFR
FLDEDFREYT
EFFRECQNFDI
FFHQKEFPPFL
QIYPGIEKVRD
YOPSKDLIAR
TEAVOKITTE
TPPLVELWYQ
LTDTTHNQETE
NQITEQLIKE
QVPLEPMTYE
DRQIYTPGERG
MODPEREVLE
EKIRLEPGGE
SLOTGSEELE
QAAADTGHSN
EVIPMFSALS
PVHAGPIAFG
ILGLNEIVEM
MTETLLVONA

EKIKALVEIC
ELMERTQDFW
AFTIPSINMNE
VIYOYMDDLY
WMGYELHPDK
LOKLLEGTEA
IQKQGQGOWT
SIVIWGKTEK
LEKEPIVGAE
LOAIYLATQD
EEVYLAWVEA
ARVDLEHFLE
VEYPLTFEWHC
WRFDSRLAFH
FEYELEHIVW
SLYNTVATLY
QVSQNYPIVQ
EGATPODLNT
OMREPRGSDI
YSPTSILDIR
NPDCKTILEA

GHEARVL [SEQ ID NO: 82]

67

TEMEEEGKIS
EVOLGIPHPA
TPEIEYDYNV
VGSDLEIGOH
WTVQPIVLEE
LTEVIPLTEE
YOTYOEPFEN
FKLPIQKETW
TFYVDGAANR
SQLEVHNIVTD
HKGIGANEQV
EKGOLEGLIH
YKLVPVEFDK
HVARELHPEY
ASRELERFAV
CVHQRIEIKD
NIQGOMVHORA
MLNTVGGHQR
AGTTSTLOEQ
QGPKEPFRDY
LGPAATLEEM
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Figura 19
Secuencia de TngR (F1):

AT e T A T T G E T A T G T O T e e T A ASC TR A GATGGGAGARAR TT
AGGCTRCGLOOEFEGRAGEECAARRRGRAR TACAMNICTCAAGCATATCCTETEEECOTOG
AR T TR EE T T T e O T AR D CAGE O T TEAAAACAT CTGAGOEATET
CECCAGATCCTEFEGEECAATTGCAGCCATCCCTCCAGACOGEERETEAMCAGCTAMNIE
T e TATARCA AT EECTAC O TCTACTECGTACACCAGRGGATCGAGATTARS
GATACCAMGGAGGCCTTEGACARRR TTEAGEMNEEAGOAAARCRACREOARSARGRAG
R S A S A T e T G A TR A TAICAR O CAGG TATCACAGARCTATCCT
ATTGTCCARMNCA T T AGGEOCRGATGETTCATCAGEOCATCAGOOCCCERACGITD
AR T TG TEAR A TTE T CCAMGAGARGGCCTTT TCTCCTEAGSTTATCOCCCATS
T TGO T T TGAG TGAGGEERCCACTCCTCAGSARCCTCAATRCARATECT TARTACT
T EEECEECCA TR e CCCATCCAAA TG TTEAMGEAGAC TATCAACGAGEAGICA
GFOCGAGTEEEACACAGTGCATCCCETCCACGC TEECCCARTCOCECCOGGACACATE
CoGEARACC T CEECTCTERCA T TECCGoCACCACCTCTACA O TGOARGAGOARATC
GEATEEATGACCARCAATCCTCOCATCCCAGTTGAAGAARTC TATARRCOESTEEATC
ATCCTEEECCTAARCARGATCETEOECATETACTCTOCOGACATOCATCCTTGACATT
AGhRCARGEEN OO ACAGCCTT T TAGGGATTACGTCGACCEOT TT TA TARSA TS
COARGCRARECAGEOCTCTCAGEAGETCARR AR CTEEATCEACEGACGRCMRCTOCTHETR
CREA A TRACCCCEACTECARARC AT CTTGAAGECACTAGGC COGECTEOCRIT
CTEEAAGREATGATERCOGCCTETCAGRARGTAGECAARCCCGERACRCE R R COORGR
I T T EA T e T e T T T T o A TR CAC C TOAGE TACCTT TAAGACCAATGACTTAC
ARCGGCAGCTGTAGATCTTAGCCACTTTTTARRAGARAAGECGGOACTOGARCGAGCTE
ATTCRCTCCCARMEARGRCAAEATETCCTTEATCTETEEATCTACCACAROACARGED
TACTTOOCTEA T TEECARAAC TANAC AT ARG AGEGETOARA TATOC RO TS
T A T e T e T A AT A T ARG T TR OO CA TA RGO TACARCAGEODAAT
ARAGGAGAGAACACCRGCT TG T TACACCC TETGAGCC TGOATGEEATGGATGACCOCG
R AR T T T AGAC T A G T T TGACRCCCGCCTRAGCATTTCATCACETGGOC
CEAGRG TR T CCGEACTACT T OAAGAACTGOATGEECCCCATCAGTCOCATOGRS
ACCETECCEETOAAGCTOARARCCOAEGATERACAGCCCCARGETCARGCAGTGGICA
CTCACCGAGERACARAGE T CARCECCCTEETGEAGATCTCCACCEAGATGGAGAARCRG
GECAAGETCAGCAAGARTCEEEOCTEAGARCCCATACAMRCACCCCOGTETTTEOCATC
ARGAAGRAGERCASCR AR TEGOECANGCTEET AR TTTCCGEEAGCTGRATARG
CoOGACCCRCEATTTCTGGERGATOCAGCTREECATOCCOCATCOREOCGCGOCTRAAS
ARGARAGARAGRGCETEACOETECTGEACGTEEECGACECTTACTTCAGOGTCOCTCTG
GRCEAECACTTTAGARAGTRCACCSCCTTTRCCATCCCATCTATCARCRR CGRGARCC
CCTECATCREATATCAGTRCAACGTCCTCCOCCAGRECTEEARGEGOTOTOOOGED
AT TT ARG TC AT A CARGAT OO TORRAGCOSTTTOGEAAGCRERANCOCDEAT
ATOSTCARTCTAC ARG T ACAT G RACCACC TG TACETGEGLTCTEACC TGEARATOOGESE
CAGCATCGCACGARCGA TTORGEAGC TEAGGCAGCATC TOCTEAGATGEAGCCTEACT
AT CCCCACAAGARGCATCAGAAGARGCCOCCATTCC TgaaGATEECCTACGAGCTS
CATCCOGRCARRETEEACCETECAGCCTATCOTCCTOCCCAAGARGEACARCTORACC
CTeRA S eA AT AR AR GG TGO RGO TCAAC T S TAGOCREAT CTATOOD
GEGATCAACETECECCAGC TCTCCARGCTECTECEGOEEFCACCAASSOCCTEACCIAG
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GTGATTCCCCTCACGGAGGARGCCOAGCTCGAGCTGGLTGAGARCCGEEAGATCCTE
AAGGAGCCCETGCACGECGTGTACTATGACCCCTCCAAGGACCTGATCGCCEARATC
CAGAAGCAGGECCACGCEECAGTEAACATACCAGATTTACCAGGAGCCTTTCAAGAAT
CTCAAGACCGGCAAGTACGCCCECATEAGGGECECCCACACCAACGATETCAAGCAG
CTGACCGAGGCOGTCCAGAAGATCACGACCGAGTCCATCGTGATCTGGGGGAAGATH
CCCAAGTTCARAGCTGCCTATCCAGAAGGAGACCTGGGAGACGTGGTGEACCGAATAT
TEECAGGCCACCTGEATTCCCCAGTCEEAGTTCGTGAATACACCTCCTCTGETCEAAG
CTGTGETACCAGCTCCAGRAGGAGCCCATCCTGRECECEEAGACATTCTACGTGGAL
GECGCGECCAACCEGCEAARCRARGCTCGGGARGGOCGGETACGTCACCARACCGGGGT
CGCCAGAAGGTCGTCACCCTGACCGACACCACCAACCAGAAGACGGAGCTECAGGCC
ATCTATCTCGCTCTCCAGEACTCCGECCTEGAGCTGRAACATCETEACCGEACAGCCAG
TACGCECTGGECATTATTCAGGCCCAGCCOGACCAGTCCGAGAGCEARCTGETGAAC
CAGATTATCGAGCAGCTEATCARGARAAGACARGETCTACCTCGCCTEEETCOCGECC
CATARGGGCATTGGCGECARCGAGCAGETCGACARGCTGETGAGTGCGGGEATTAGA

ARGGTGCTGTAR [SEQ ID NO: 83)

MGARASVLSG
LETSEGCRQI
LDKIEEEQNE
TLNARVEVVE
LEETINEEAR
THNERIEVGE
YETLRAEQAS
QEVEGPEHKA
HIQRREQDILD
FVEEANEGEN
YFENCMGPIS
EGKISKIGPE
IPHPAGLEKK
YOYHVLPQGW
EIGQHRTKIE
IVLPEKDSWT
FLTEEAELEL
EPFRNLETGK
OFETWETWWT
GRANRETELG
NIVTDEQYAL
GNEQVDELVS

[SEQ ID NO:

GELDEWEKIR

LEQLOPSLOT
SKEKAQQAAR
EFAFSPEVIP
EWDRVHPVHA
IYKRWIILGL
QEVENWMTET
RVLMVGFPVT
LWIYHTQGYT
TSLLHFVSLH
PIETVEVELK
NPYNTPVFAI
ESVTWVLDVGD
KGSPAIFQES
ELRQHLLRWG
VNDIQKLVGK
AENREILKEP
YARMRGEAHTH
EYWQATWIPE
EAGYVTNRGR
GIIQAQPDOS
AGIRKVL
B4]

LRPGGKFEYE LEHIVWASRE

GSEELRSLYN
DTGHSNQVSQ
MFSALSEGAT
GPIAPGOMRE
NKIVRMYSPT
LLVOMANEDC
PQVFLREMTY
FDWONY TEGE
GMDDEEREVL
PGMDGPEVED
KKHDSTEWRE
AYFSVPLDED
MTKILEPFRK
LTTPDKKHOK
LNWASQIYRG
VHGVYYDFSK
DVKQLTEAVQ
WEFVNTEELY

TVATLYCVHQ
NYPIVONIQG
PODLNTMLNT
PRGSDIAGTT
SILDIRQGPK
ETILEALGPA
KARVDLEHFL
GVETPLTFGOW
EWRFDSRLAF
WFLTEEKIKA
LVDFRELNER
FREYTRFTIP
QNPDIVIYQY
EPFFLWMGYE
IEVROQLCELL
DLIAEIQEQG
EITTESIVIW
FLWYQLEKEP

QEVVTLTDTT NQKTELQAIY

ESELVNQIIE

70

QLIKKEKVYL

LERFAVNPGL
RIEIKDTKEA
QMVHQAISPR
VGGHOAAMOM
STLOEQIGWM
EPFRDYVDEF
ATLEEMMTRC
KEKGGLEGLI
CYKLVEVEFD
HHVARELHPE
LVEICTEMEHK
TODFWEVOLG
SINNETPGIR
MDDLYVGSDL
LHPDEWTVQF
RGTKALTEVI
QGOWTYQIYQ
GKTPHFELPI
IVGAETFYVD
LALQDSGLEV
AWVPAHKGIG
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Figura 23

Ejemplo de la respuesta inmunitaria CD8 que se detecta en of modelo de ratdn tras Iz inmunizacion con fas
construcciones reconfiguradas. Las construcciones comprenden Gag, RT y Nef como condensacion triple.
G es Gag, A es RT y N es Nef.

Respuzstas al pipbds Gag mediants ELlspot IFN-gamma el dia 15 |7 dias después del refuerze)
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Reospusctas al pétide RT mediante ELkspat IFN-gamima =i dia 35 (a los T dias del refusrzo)

76



ES 2364 466 T3

Figura 24

Argicusrpas Fag reechares ELSA ol g 25 da los T daas dal redosrea|
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