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DESCRIPCION
Vectores de expresion capaces de inducir respuesta inmunomejorada y métodos para usarlos
I. Campo técnico

Se describen en este documento acidos nucleicos (tales como plasmidos de inmunizaciéon de ADN), que codifican
proteinas de fusidn que contienen una secuencia de aminoacidos desestabilizante unida a una secuencia de
aminoacidos de interés, en los que la inmunogenicidad de la secuencia de aminoacidos de interés se aumenta por la
presencia de la secuencia de aminoacidos desestabilizante. También se describen en este documento acidos
nucleicos que codifican proteinas de fusion secretadas, tales como las que contienen quimiocinas o citocinas y una
secuencia de aminoacidos unida de interés, en los que la inmunogenicidad de la secuencia de aminoacidos de
interés aumenta como resultado de estar unida a la secuencia secretora. Se describen ademas en este documento
métodos para aumentar la inmunogenicidad de las proteinas codificadas para su uso como vacunas o en terapia
génica.

Il. Antecedentes

Se ha demostrado que las respuestas inmunes celulares frente a virus de inmunodeficiencia humana tipo 1 (VIH-1) y
el virus de inmunodeficiencia de simios (VIS) relacionado desempefian un papel importante en el control de la
infeccion por VIH-1 y VIS y en el retardo de la progresion de enfermedad. La contencion de infeccion de VIH-1
primaria en individuos infectados se correlaciona con la aparicién de respuestas de linfocitos T citotéxicos (CTL)
especificos de virus (1, 2, 3). En individuos con infeccién crénica, también se correlaciona una respuesta de CTL de
alta frecuencia contra VIH-1 con una carga viral baja y progresion de la enfermedad lenta (4,5). También se ha
demostrado una respuesta de CTL especifica de VIH-1 en ciertos individuos seronegativos altamente expuestos (6,
7, 8). También, se han identificado respuestas proliferativas especificas de VIH fuertes, que pueden ser criticas para
el mantenimiento de respuestas de CTL en pacientes sin progresion a largo plazo (9, 10).

Gag de VIH-1 es una de las proteinas virales mas conservadas. Se han detectado respuestas de CTL entre distintos
clades, amplias que reconocen epitopos conservados en Gag de VIH-1 en personas infectadas con VIH-1 (11, 12) y
el desarrollo de una vacuna de VIH-1 segura y eficaz puede depender de la induccion de respuestas de CTL y/o T
auxiliar eficaces contra proteinas de VIH-1 conservadas tales como Gag. Se ha mostrado que las vacunas de ADN
inducen respuestas inmunes celulares eficaces y proteccion contra una diversidad de patdgenos virales, bacterianos
y parasitarios en modelos animales. Sin embargo, aun no estan disponibles vacunas de ADN que puedan inducir
respuestas inmunes celulares potentes contra Gag de VIH-1.

Los inventores han demostrado recientemente que destruyendo las secuencias inhibidoras en la regién codificante
de Gag de VIH-1, podrian aumentar significativamente la expresiéon de proteina Gag en primate asi como en células
de raton (13, 14, 15, 16) y potenciar drasticamente la respuesta inmune inducida por una vacuna de ADN (13).
Puesto que este nuevo vector de expresion de Gag es independiente de Rev/RRE e independiente de especie,
proporciona un enfoque factible para evaluar sistematicamente las estrategias que podrian conducir a la induccién
maxima de respuestas inmunes celulares contra moléculas Gag de VIH en modelos animales.

La administracion intramuscular (i.m.) de una vacuna de ADN representa un medio sencillo y eficaz para inducir
respuestas inmunes tanto humorales como celulares (17). Hay tres rutas potenciales responsables de la
presentacién de antigenos después de la inyeccion i.m. de ADN. En primer lugar, las células musculares podrian
captar el ADN, expresar el antigeno proteico codificado y presentarlo a células inmunes. Datos recientes sugieren
que esta ruta es poco probable in vivo (18). En segundo lugar, las células presentadoras de antigeno tales como
células dendriticas atraidas al sitio de inyeccion pueden captar el ADN, expresar la proteina codificada y presentarla
a linfocitos T y B. En tercer lugar, las células musculares pueden captar el ADN y expresar el antigeno proteico,
transmitiéndose después el antigeno a células dendriticas para presentacion. Si sucede la segunda posibilidad, una
proteina que se sintetice y se degrade en el citoplasma de células dendriticas seria una diana excelente para la
presentacion de complejo mayor de histocompatibilidad (MHC) de clase | e induccién de respuestas de CTL. Como
alternativa, si sucediera el tercer escenario, una proteina sintetizada en las células musculares que podria dirigirse
eficazmente a células dendriticas induciria la mejor respuesta de CTL.

Para distinguir entre estas diferentes posibilidades, se construyeron tres formas diferentes de vectores de vacuna de
ADN de Gag de VIH-1 y se compararon con respecto a la induccién de respuestas inmunes. Estas formas diferentes
de Gag incluyeron (i) una Gag convencional (St-Gag) (también denominada Gag “WT” en este documento) que se
ensambla en particulas, que se liberan eficazmente de células y se rodean por membrana lipidica derivada de la
célula hospedadora adquirida durante gemacién del virus; (ii) una forma citoplasmica de Gag (Cy-Gag) que no se
dirige a la membrana plasmatica y por lo tanto permanece en el citoplasma; y (iii) una forma secretada de Gag (Sc-
Gag) que se sintetiza en la cara citoplasmatica del reticulo endoplasmico rugoso (RE), se transporta a través del RE
y el aparato de Golgi y se libera como una proteina secretada (es decir, no rodeada por una membrana lipidica) (19).
(Las proteinas Gag mutantes que no se dirigen eficazmente a la membrana plasmatica y permanecen
principalmente en el citoplasma se crearon destruyendo la sefial de miristilacién de Gag de VIH-1. Las moléculas de
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SC-Gag se crearon mediante la adicion de la secuencia de péptido sefial t-PA al extremo N terminal de la molécula
Gag de VIH-1. Esta secuencia proporciona una sefial para translocacion de la proteina secretada al lumen del RE,
para transporte a través del RE y el aparato de Golgi y para liberacion en forma de moléculas de Sc-Gag). (19).

En el estudio descrito anteriormente, se abord6 la cuestién de si la direccion de Gag de VIH-1 a diversos
compartimentos subcelulares podria influir en la induccidon de las respuestas inmunes en ratones inmunizados por
ADN. Los resultados demostraron que la direccién de las moléculas Gag de VIH-1 a diferentes compartimentos
subcelulares influye de hecho en las respuestas inmunes tanto humoral como celular que se inducen por vacunacion
con ADN i.m. Especificamente, cuando estas formas de Gag se administraron a ratones como una vacuna de ADN,
se descubrio que el vector de ADN que codifica la Sc-Gag generé mejores respuestas T auxiliar y CTL primarias que
el vector de ADN que codifica Cy-Gag. Ademas, el vector de ADN que codifica la Sc-Gag también generé un mayor
nivel de respuestas de CTL secundarias que el vector de ADN que codifica Cy-Gag después de sensibilizacion con
ADN e infeccién con Gag de virus vaccinia recombinante. Las titulaciones del virus vaccinia se redujeron
notablemente en los ovarios de ratones inmunizados con vacuna de ADN Gag mas de 125 dias antes de la
infecciéon, en comparacion con las titulaciones en ratones que recibieron solamente el vector de ADN de control.
Estos datos indicaron que la memoria de linfocitos T CD8" inducida por vacunacion con ADN es funcionalmente
relevante y proporciona inmunidad protectora en este sistema. El vector de ADN que codifica la Sc-Gag proporcioné
mejor proteccion contra Gag de virus vaccinia recombinante que el vector de ADN que codifica Cy-Gag (19).

Otro estudio ha mostrado que la alteracion de la localizacion celular de la glucoproteina D (gD) de herpesvirus 1
bovino por vacuna de ADN modula la respuesta inmune humoral. Aunque las formas tanto secretora como citosdlica
de gD indujeron una respuesta de anticuerpo IgG2a, la forma secretora de gD indujo una respuesta de IgG1 mas
fuerte que la respuesta de IgG2a (23). Se observaron resultados similares para Sc-Gag y Cy-Gag en el estudio
descrito anteriormente. Por otro lado, St-Gag (también llamada gag “WT” en este documento), que es competente
para formar particulas de tipo viral, indujo una respuesta predominantemente de anticuerpo IgG2a. Este ultimo dato
es coherente con la idea de que la localizacion de antigenos después de inmunizaciéon con ADN podria influir en el
tipo y potencia de respuestas inmunes humorales.

Aunque se ha mostrado que las vacunas de ADN solas protegen contra presentaciones patdégenas en animales
pequefios (24), su rendimiento en primates en general ha sido decepcionante. Las vacunas de ADN, incluso con
refuerzos repetidos, inducen solamente respuestas inmunes moderadas en comparacion con vacunas de virus
atenuado vivo o virus recombinante. Sin embargo, recientes estudios han demostrado que los regimenes de
inmunizacién de sensibilizacion-refuerzo heterélogos usando ADN mas vectores Ankara de virus vaccinia modificado
recombinante pueden inducir respuestas inmunes celulares fuertes y protecciéon contra la malaria en ratones (25),
(26) y VISmac (27), (28) en modelos de monos. Aunque las respuestas inmunes de linfocitos T inducidas por
inmunizacién por ADN son moderadas, se centran en gran medida en unos pocos epitopos especificos, debido al
pequefio nimero de otros epitopos expresados por este sistema de suministro de antigenos. Un refuerzo con un
virus vaccinia recombinante que exprese el mismo antigeno supuestamente estimula esta poblacion de linfocitos T
de memoria sensibilizados. Los datos de los inventores mostraron que pSc-GAG indujo respuestas de linfocitos T de
memoria mas altas que otros vectores de expresion de Gag como se mide por la actividad de CTL ex vivo, nimero
mas alto de células productoras de IFN-y CD8" después de estimulacion con péptido especifico de Gag de VIH-1
restringido por MHC de clase | y mayor proteccién contra infeccion por Gag de virus vaccinia recombinante (19).
Estos vectores de expresion de Gag pueden ser Utiles para evaluacion adicional de la sensibilizacion y refuerzo
heterélogos con ADN mas vector viral en la induccion de respuestas inmunes celulares protectoras. Podrian
considerarse estrategias similares para modelos de primates no humanos en los que pueden evaluarse VIS o virus
de inmunodeficiencia humana/de simio.

Ha habido varios informes con respecto al uso de péptidos sefial t-PA en vacunas de ADN. En el caso de vacuna de
ADN de Env de VIH-1 (20), el reemplazo del péptido sefial auténtico de gp160 con el de t-PA pretendia superar el
requisito de Rev/RRE para la expresion de proteina Env (21). Se ha mostrado que el reemplazo de secuencias de
péptido sefial de proteinas micobacterianas con el de t-PA en vectores de ADN se correlaciona con mas proteccion
contra presentacion tuberculosa en ratones, aunque no se midieron las respuestas de CTL (22). Los vectores de
ADN que contenian fusién de péptido t-PA con antigenos de Plasmodium vivax no aumentaron significativamente la
produccion de anticuerpo en ratones y las respuestas inmunes celulares no se evaluaron (39). Si el péptido sefal t-
PA puede potenciar la induccion de respuestas inmunes para antigenos citoplasmicos en general por medio de una
estrategia de vacuna de ADN requiere investigacion adicional.

Otros informes, con respecto a vacunas de cancer potenciales, han demostrado que las inmunizaciones activas de
pacientes humanos con vacunas idiotipicas indujeron respuestas de linfocitos T CD8" especificas del antigeno y
efectos antitumorales (29). Se han presentado previamente varias estrategias preclinicas alternativas para
desarrollar vacunas, incluyendo fusion de Fv de cadena sencilla derivado de idiotipo tumoral (“scFv”) con citocinas y
péptidos inmunogénicos tales como interleucina (“IL”) -2, IL-4 y factor estimulante de colonias de macroéfagos y
granulocitos (“GM-CSF”) (30, 31, 32). Estas fusiones de scFv con citocinas, fragmentos de toxinas y péptidos virales
predominantemente inducen una respuesta humoral con activacion indetectable de inmunidad mediada por células
(véase Tabla 2 de la referencia 33). En un enfoque diferente, el antigeno modelo se hace inmunogénico en ratones
fusionandolo genéticamente con un resto de quimiocina (33, 34, 35). La inmunidad antitumoral potente dependia de
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la generacién de anticuerpos andi-idiotipicos especificos y linfocitos T tanto CD4+ como CD8+. Esos investigadores
han presentado la hipétesis de que la administracién de estas vacunas como proteinas de fusion o vacunas de ADN
desnudo pueden permitir la direccion eficaz de células presentadoras de antigeno in vivo. También proponen que la
fusion de quimiocinas puede representar una nueva estrategia general para formular antigenos clinicamente
relevantes, tales como antigenos tumorales y de VIH de nueva identificacion no existentes en vacunas para cancer y
SIDA, respectivamente, que inducen inmunidad de linfocitos T CD8" potente (33). Estos investigadores declaran
adicionalmente que con respecto al desarrollo de vacunas de VIH, se ha mostrado que VIH no puede entrar en
células humanas a no ser que se una primero a dos tipos de receptores de superficie celular: CD4 y receptores de
quimiocina. Los dos virus de VIH de movimiento distinto principales infectan células mediante correceptores CCR5 o
CXCRA4. Por lo tanto, declaran que puede preverse una vacuna de fusién de quimiocinas para VIH que induciria no
solamente respuestas de linfocitos T y humorales contra VIH, si no que posiblemente podrian interferir con la unién
de VIH con el receptor de quimiocina respectivo, bloqgueando de este modo la infeccién. Finalmente, también
proponen que su estrategia puede mejorarse adicionalmente modificando y mutando el resto de quimiocina, o
reemplazandolo con los genes de tipo quimiocina virales, que reducirian el riesgo de generacion de autoanticuerpos
contra quimiocinas nativas.

Otra estrategia disefiada para potenciar la induccion de respuestas de CTL especificas de antigeno implica la
direccion de antigenos de vacuna directamente a la ruta de procesamiento de antigenos de MHC de clase |,
proporcionando de este modo mas de los epitopos peptidicos que desencadenan la respuesta de CTL. Una sefal
que se dirige a proteinas para degradacion de proteasoma es el ensamblaje de una cadena de poliubiquitina unida a
un resto Lys accesible en la proteina diana. Un factor que influye en la tasa a la que se produce poliubiquitinacion es
la identidad del resto N terminal de la proteina diana, como ciertas proteinas diana de extremos N terminal no Met
para degradacion rapida por el proteasoma 26S. Townsend y otros han mostrado que dicha direcciéon de “norma de
extremo N” de antigenos puede potenciar su procesamiento y presentacion por la ruta de clase | en una situacion in
vitro. (Véase referencia 36).

Las proteinas con extremos N terminal no Met se han expresado en células usando construcciones de fusion en las
que la secuencia codificante de la proteina diana se fusiona en fase con el extremo C terminal de la secuencia
codificante de ubiquitina. La ubiquitina se prepara normalmente en la célula como una poliproteina que se escinde
por hidrolasas de ubiquitina en el extremo C terminal de cada subunidad de ubiquitina, dando lugar a moléculas de
ubiquitina individuales. Estas mismas hidrolasas de ubiquitina también escindiran la proteina de fusién diana de
ubiquitina en el extremo C terminal de ubiquitina, exponiendo el extremo N terminal de la diana. En un estudio
reciente, Tobery y Siliciano generaron fusiones de ubiquitina con nef de VIH-1 con Met o Arg en el extremo N
terminal de nef (UbMNef y UbRNEef, respectivamente) (37). En experimentos in vitro usando vectores vaccinia para
expresar UbMNef y UBRNef, se mostr6 que aunque ambos vectores indujeron la expresion de cantidades
comparables de nef, la forma de nef con un resto de Arg en el extremo N terminal y una semivida mucho mas corta
(t12 = 15 minutos frente a 10 horas). Ademas, la inmunizacion de ratones con un vector vaccinia que expresaba el
UbRNef rapidamente degradado dio como resultado la inducciéon de una respuesta de CTL especifica de nef mas
vigorosa que la inmunizacién con un vector vaccinia que expresaba el UbMNef estable. Tobery y Siliciano concluyen
que aumentar las respuestas de CTL especificas de nef dirigiendo el antigeno para degradacion citoplasmica rapida
representa una estrategia atractiva para vacunacioén contra VIH (37).

En un estudio mas reciente, Tobery y Siliciano usaron la proteina viral (nef de VIH-1) como un modelo antigeno
asociado con tumor para evaluar la eficacia in vivo de la estrategia de direccion de “norma de extremo N” para
potenciar la induccion de respuesta de CTL de novo en ratones. Declaran que sus resultados sugieren que la
estrategia de direccion de “norma de extremo N” puede conducir a una potenciacién en la induccion de CTL que es
suficiente para conferir proteccion contra una dosis letal de células tumorales que expresan antigenos (36).

Vleminckxk et al (Mechanisms of Development, vol. 81, paginas 65-74 (1999) describen que el dominio de
transactivacion C terminal de beta-catenina es necesario y suficiente para sefializacion por el complejo de LEF-
1/beta-catenina en Xenopus laevis. Wu et al (J. Immunol, vol. 159, paginas 6037-6043 (1997)) describen que las
vacunas de acido desoxirribonucleico que codifican antigenos con degradacién dependiente de proteasoma rapida
son inductores altamente eficaces de linfocitos T citoliticos. Hershko (Anual Review of Biochemistry, vol. 67, paginas
425-479 (1998)) describe el sistema de ubiquitina. Rosati (J. Virol, vol 79, paginas 8480-8492 (1998)) describe que
las vacunas de ADN expresan diferentes formas de antigeno de virus de inmunodeficiencia de simio reducen la
viremia tras exposicién a VISmac251. El documento WO 99 46392 describe métodos y composiciones que se
refieren a proteinas de fusion de antigeno tumoral-quimiocina como vacunas de cancer. Biragyn et al (Nat. Biotech,
vol. 17, paginas 253-258 (1999)) describen que la fusion genética de quimiocinas con un autoantigeno tumoral
induce inmunidad antitumoral dependiente de linfocitos T protectora.

En resumen, hasta la fecha, se han usado vacunas de ADN que expresan diversos antigenos para inducir
respuestas inmunes. En muchos casos esta respuesta es polarizada o subdptima para fines de vacunacion
practicos. La presente invencién demuestra que combinaciones de vacunas de ADN que contienen diferentes
formas de antigenos, asi como administracion de las vacunas de ADN a diferentes sitios de inmunizacién, aumentan
la respuesta inmune y por lo tanto, se espera que proporcionen procedimientos de vacunacién de ADN practicos.
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lll. Sumario de la invencién
La invencion proporciona una composicion que comprende uno o mas vectores que expresan:

(i) una construccion de acido nucleico que contiene secuencias de nucleétidos que codifican una proteina
de fusién que comprende una secuencia de aminoacidos desestabilizante que dirige la proteina a la ruta de
degradacion de proteasoma-ubiquitina unida covalentemente a un antigeno, en la que la inmunogenicidad
del antigeno aumenta por la presencia de la secuencia de aminoacidos desestabilizante y

(ii) una construccion de acido nucleico que codifica una proteina de fusion secretada que comprende una
secuencia de aminoacidos de quimiocina MCP-3 unida covalentemente al antigeno, en la que la
inmunogenicidad del antigeno aumenta por la presencia de la secuencia de aminoacidos de quimiocina
MCP-3.

La invencion proporciona adicionalmente una composicion farmacéutica que comprende uno o mas vectores de la
invencion y un vehiculo farmacéuticamente aceptable. La invencion proporciona adicionalmente una composicion
farmacéutica de la invencién para su uso en la induccion de anticuerpos en un mamifero en la que estan presentes
construcciones de acido nucleico expresadas por uno o mas vectores de la invencion en dicha composicion en una
cantidad que es eficaz para inducir dichos anticuerpos en dicho mamifero. La invencion también proporciona una
composicion farmacéutica de la invencidon para su uso en la induccion de linfocitos T citotdxicos y/o inductores
auxiliares en un mamifero en el que dichas construcciones de acido nucleico expresadas por uno o mas vectores de
la invencion estan presentes en dicha composicion en una cantidad que es eficaz para inducir linfocitos T citotéxicos
y/o inductores auxiliares en dicho mamifero.

La invencién proporciona adicionalmente una composicion de vacuna para su uso en la induccién de inmunidad en
un mamifero contra infeccién por VIH que comprende una cantidad terapéuticamente eficaz de uno o mas vectores
de la invencién en la que la secuencia de antigeno es una secuencia de antigeno de VIH y un vehiculo
farmacéuticamente aceptable.

La invencion proporciona adicionalmente una composicion farmacéutica que comprende particulas virales que
contienen uno o mas vectores de la invencion. La invencién también proporciona una composicion farmacéutica de
la invencién para su uso en la estimulacion de una respuesta inmune contra un antigeno.

La invencion proporciona adicionalmente una composicién de la invencion para su uso en la vacunacién de un
mamifero para inducir anticuerpos en el mamifero, en la que el uno o mas vectores estan presentes en una cantidad
que es eficaz para inducir dichos anticuerpos en dicho mamifero. La invenciéon proporciona adicionalmente una
composicion de la invencién para su uso en la vacunacion de un mamifero induciendo linfocitos T citotdxicos y/o
inductores auxiliares en el mamifero, en la que en algunos vectores estan presentes en una cantidad que es eficaz
para inducir linfocitos T citotoxicos y/o inductores auxiliares en dicho mamifero.

La invencion también proporciona un kit que comprende uno o mas vectores de la invencion.

La invencion proporciona adicionalmente un primer vector para su uso en un método para vacunar a un mamifero
induciendo anticuerpos o linfocitos citotéxicos y/o inductores auxiliares, en el que dicho método comprende
adicionalmente administracion de un segundo vector, en el que uno de los vectores expresa una construccion de
acido nucleico que contiene secuencias de nucledtidos que codifican una proteina de fusién que comprende una
secuencia de aminoacidos desestabilizante que dirige la proteina a la ruta de degradacion de proteasoma-ubiquitina
unida covalentemente a un antigeno en el que la inmunogenicidad del antigeno aumenta por la presencia de la
secuencia de aminodcidos desestabilizante; y

el otro vector expresa una construccién de acido nucleico que codifica una proteina de fusion secretada que
comprende una secuencia de aminoacidos de quimiocina MCP-3 unida covalentemente al antigeno, en la que la
inmunogenicidad del antigeno aumenta por la presencia de la secuencia de aminoacidos de quimiocina MCP-3.

También se describen en este documento acidos nucleicos (incluyendo, pero sin limitacién, plasmidos de
inmunizacion de ADN), que codifican proteinas de fusién que comprenden una secuencia de aminoacidos
desestabilizante unida covalentemente a una secuencia de aminoacidos heterdloga de interés, en los que la
inmunogenicidad de la secuencia de aminoacidos de interés aumenta por la presencia de la secuencia de
aminoacidos desestabilizante.

Se describen ademas en este documento acidos nucleicos que codifican proteinas de fusion secretadas que
comprenden una secuencia de aminoacidos secretora, tales como los que contienen quimiocinas o citocinas, unidos
covalentemente a una secuencia de aminoacidos heteréloga de interés, en los que la inmunogenicidad de la
secuencia de aminoéacidos de interés aumenta por la presencia de la secuencia de aminoacidos secretora.

También se describen en este documento productos producidos por los acidos nucleicos, por ejemplo, ARNm,
polipéptidos y particulas virales asi como vectores y sistemas de vectores que comprenden estos acidos nucleicos.
Adicionalmente se describen células hospedadoras que comprenden estos acidos nucleicos, vectores, sistemas de
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vector y/o sus productos.

La presente descripcion también se refiere a composiciones que comprenden estos acidos nucleicos, vectores,
sistemas de vector, productos y/o células hospedadoras y métodos para usar estas composiciones, solas o en
combinacién, para estimular una respuesta inmune mejorada.

Se describen adicionalmente métodos para usar los mismos o diferentes acidos nucleicos, vectores, sistemas de
vector, productos y/o células hospedadoras, o composiciones de los mismos, en diferentes sitios para potenciar la
respuesta inmune.

Se describen ademas usos de estos acidos nucleicos, vectores, sistemas de vector, células hospedadoras y/o
composiciones para producir ARNm, polipéptidos y/o particulas virales infecciosas y/o para inducir anticuerpos y/o
linfocitos T citotdxicos y/o auxiliares.

La presente descripcion también se refiere al uso de estos acidos nucleicos, vectores, sistemas de vector, productos
y/o células hospedadoras, o composiciones de los mismos, en terapia génica o como vacunas.

Por ejemplo, se describe en este documento el uso de estas construcciones de &cido nucleico, vectores, sistemas
de vector y/o células hospedadoras para su uso en inmunoterapia e inmunoprofilaxis, por ejemplo, como una
vacuna, o en terapia genética después de expresion, en mamiferos, preferentemente en seres humanos. Las
construcciones de acido nucleico pueden incluir o incorporarse en vectores lentivirales, vectores vaccinia, vectores
de adenovirus, vectores de herpesvirus u otros vectores de expresion o pueden también inyectarse directamente en
células tisulares dando como resultando expresiéon eficaz de la proteina codificada o fragmento proteico. Estas
construcciones también pueden usarse para reemplazo génico in vivo o in vitro, por ejemplo, por recombinacién
homologa con un gen diana in situ. También pueden usarse para transfectar células ex vivo.

IV. Breve descripcion de los dibujos

Figura 1. Respuestas proliferativas (mostradas como indice de estimulacion, Sl) en ratones inyectados con
los vectores o combinaciones indicados. Los vectores son como se describe en los ejemplos.

Figura 2. Respuestas proliferativas (mostradas como indice de estimulacion, Sl) en ratones inyectados dos
veces con los plasmidos de expresion de VIS o combinaciones indicados. Juntos = inyeccion de 3 ADN en
los mismos sitios; 3 sitios = inyecciones de los mismos ADN en sitios separados. Los vectores son como se
describe en los ejemplos.

Figura 3. Respuesta de anticuerpo en monos. Se inyectd a dos animales (N° 585.587) 4x con 5 mg por via
intramuscular (“i.m.”) de vector de expresion MCP3p37gag. Se proporciond a dos animales (N° 626.628) el
mismo ADN por via mucosal como preparaciones de ADN-liposoma. Titulaciones representadas como
diluciones en suero reciprocas con puntuacion positiva en ensayos de ELISA de p24 de VIH.

Figura 4. Porcentaje de células IFN gamma + en poblacién de CD8 después de estimulacion in vitro con
grupo de péptidos gag en macacos después de tres vacunaciones con WT + MCP3; WT + MCP3 + CATE;
WT o sin vacunacion (“virgenes”). (Nota: WT significa gag de tipo silvestre, también denominado gag
convencional (St-gag) en este documento; MCP3 significa fusiones de MCP3-gag; CATE significa fusiones
de b-catenina-gag).

Figura 5. Porcentaje de células IFNgamma + en poblaciéon de CD8 después de estimulacion in vitro con un
grupo de péptido env en macacos después de tres vacunaciones con WT + MCP3; + WT + CATE; WT +
MCP3 + CATE; WT; o sin inyeccion (“virgenes”). (Nota: WT significa env de tipo silvestre; MCP3 significa
fusion MCP3-env; CATE significa fusiones b-catenina-env).

Figura 6. Diagrama esquematico del vector que codifica la envoltura de VIS CMVkan/R-R-SIVgp160CTE.
Figura 7. Secuencia de ADN del vector que codifica la envoltura de VIS CMVkan/R-R-SIVgp160CTE que
contiene un gen env de VIS mutado.

Figura 8. Secuencia de nucleétidos y aminoacidos de fusién de MCP3-gp160 env (VIH).

Figura 9. Secuencia de nucleétidos y proteina de la fusion beta-catenina-gp160 env (VIH).

Figura 10. Transferencia de Western de vectores de expresiéon de env de VIH. Se muestran vectores
optimizados para secuencia de tipo silvestre de gp160 (carriles 1, 2, 3) o las fusiones con MCP-3 (carril 6,
9), péptido lider tPA (carril 4, 7) y beta-catenina (carril 5, 8). Se realizaron transfecciones con ADN
plasmidico purificado en células humanas 293 y se cargaron extractos celulares (intracelular) o
sobrenadantes celulares (extracelular) en geles de SDS-acrilamida, se realizé transferencia y se exploraron
con anticuerpos anti-env de VIH. Se muestran las posiciones de gp120 y gp41. La flecha abierta indica
productos de degradacion detectados en el carrili 5. CTE y RTE indican elementos de control post-
transcripcional adicionales respectivos presentes en algunos vectores.

V. Modos para llevar a cabo la invencion

Debe entenderse que tanto la descripcidon general anterior como la siguiente descripcion detallada son solamente
ilustrativos y explicativos y no son limitantes de la invenciéon, como se reivindica. Los dibujos adjuntos, que se
incorporan en y constituyen una parte de la memoria descriptiva, ilustran una realizacién de la invencion y, junto con
la descripcion, sirven para explicar los principios de la invencion.
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Se describen en este documento acidos nucleicos (incluyendo, pero sin limitacién, plasmidos de inmunizacion de
ADN), que codifican proteinas de fusidon que comprenden una secuencia de aminoacidos desestabilizante unida
covalentemente a una secuencia de aminoacidos heterdloga de interés, en la que la inmunogenicidad de la
secuencia de aminoécidos de interés aumenta por la presencia de la secuencia de aminoacidos desestabilizante.

También se describen &acidos nucleicos que codifican proteinas de fusion secretadas que comprenden una
secuencia de aminoacidos secretora, tales como las que contienen quimiocinas o citocinas, unidas covalentemente
a una secuencia de aminoacidos heterdloga de interés, en los que la inmunogenicidad de la secuencia de
aminoacidos de interés aumenta por la presencia de la secuencia de aminoacidos secretora.

La presente descripcion se refiere adicionalmente a acidos nucleicos que tienen secuencias que codifican proteinas
de fusion que contienen secuencias de aminoacidos desestabilizantes que aumentan la inmunogenicidad de una
secuencia de aminoacidos unida y a métodos para usar composiciones que comprenden estos acidos nucleicos, o
combinaciones de los mismos, para aumentar la inmunogenicidad de la proteina o las proteinas codificadas. Se
describen ademas en este documento acidos nucleicos que codifican una proteina de fusidon que contiene
secuencias de aminoacidos MCP-3 y gag o env de VIH, o gag o env de VIS y proteinas adicionales relacionadas con
vacunaciones contra antigenos no asociados con tumores, tales como antigenos patégenos. También se describen
métodos para usar diferentes sitios de inmunizacion para aumentar la inmunogenicidad de la proteina o las
proteinas codificadas.

Un aspecto de la presente descripcion se refiere a una construccion de acido nucleico que codifica una proteina de
fusién que comprende una secuencia de desestabilizacion unida covalentemente a una secuencia de aminoacidos
que contiene uno o mas antigenos asociados con enfermedad. Son secuencias de desestabilizacion preferidas las
que dirigen la proteina de fusién a la ruta de degradaciéon proteosdémica de ubiquitina. Mas preferentemente, la
secuencia de desestabilizacion esta presente en las secuencias de aminoacidos seleccionadas entre el grupo que
consiste en c-Myc aa2-120; Ciclina A aa13-91; Ciclina B aa13-91; IkBa aa20-45; b-catenina aa19-44; c-Jun aa1-67;
y c-Mos aa1-35 y fragmentos funcionales de las mismas.

En una realizacion, la presente descripcion se refiere a acidos nucleicos que comprenden secuencias que codifican
polipéptidos que contienen una secuencia de aminoacidos desestabilizante que aumenta la inmunogenicidad de una
secuencia de aminoacidos unida covalentemente que contiene un antigeno clinicamente relevante, tal como un
antigeno asociado a enfermedad, en comparacién con su inmunogenicidad en ausencia de la secuencia de
aminoacidos desestabilizante.

En otra realizacion, la presente descripcion se refiere a acidos nucleicos que codifican proteinas de fusion
secretadas, tales como las que contienen quimiocinas inmunoestimuladoras, tales como MCP-3 o IP-10 o citocinas,
tales como GM-CSF, IL-4 o IL-2. En una realizacion preferida, la invencion se refiere a proteinas de fusiéon que
contienen secuencias de aminoacidos de MCP-3 y antigenos virales tales como gag y env de VIH o gag o env de
VIS.

Las secuencias de acido nucleico de las construcciones descritas en el presente documento pueden ser sintéticas
(por ejemplo, sintetizadas por sintesis quimica), semisintéticas (por ejemplo, una combinaciéon de ADN genémico,
ADNc o ADN amplificado por PCR y ADN sintético), o producidas de forma recombinante. Las secuencias de acido
nucleico también pueden opcionalmente no contener intrones. La secuencia de &cido nucleico que codifica la
secuencia de aminoacidos desestabilizante se une preferentemente en fase con el extremo N terminal de una
secuencia de acido nucleico que codifica uno o mas antigenos de interés, o epitopo o epitopos inmunogénicos de
los mimos. Estas secuencias pueden opcionalmente unirse por otra secuencia que codifica uno o mas aminoacidos
enlazadores.

Ademas, las secuencias de acido nucleico que codifican mas de un antigeno de interés, pueden opcionalmente
unirse operativamente en fase o mediante un sitio de entrada al ribosoma interno (IRES), por ejemplo, de ARN de
picornavirus. Un IRES se usara en circunstancias en las que se desea expresar dos proteinas (o antigenos) del
mismo promotor. Usando un IRES la expresién de las dos proteinas esta coordinada. También puede estar presente
una secuencia que codifica polipéptido adicional bajo el control de un promotor separado. Una secuencia tal puede
codificar, por ejemplo, un marcador seleccionable, o antigeno o antigenos adicionales de interés. La expresion de
esta secuencia puede ser constitutiva; por ejemplo en el caso de un marcador seleccionable esto puede ser util para
seleccionar células de empaquetamiento transfectadas de forma exitosa, o células de empaquetamiento que
producen titulaciones particularmente altas de particulas de vector. Como alternativa o adicionalmente, el marcador
seleccionable puede ser Util para seleccionar células que se han infectado de forma exitosa con secuencia de acido
nucleico y tienen la secuencia integrada en su propio genoma.

Las construcciones descritas en este documento también pueden codificar moléculas de inmunoestimulacion
adicionales, tales como la quimiocina MCP-3 ilustrada en este documento y fragmentos funcionales de las mismas.
Estas moléculas de inmunoestimulacién pueden codificarse por secuencias de acido nucleico como parte de la
unidad de expresion de proteina de fusidon o pueden codificarse por secuencias de acido nucleico como parte de una
unidad de expresion separada. Estas moléculas también pueden codificarse por secuencias presentes en diferentes
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construcciones de acido nucleico, vectores, etc. Se conocen bien en la técnica moléculas inmunoestimuladoras tales
como citocinas, quimiocinas o linfocinas. Véase, por ejemplo, Patente de Estados Unidos N° 6.100.387. Véase,
también, por ejemplo, Biragyn y Kwack (1999) (referencia 34).

Cuando se codifican antigenos de VIH o VIS, los &acidos nucleicos también pueden contener fragmentos
independientes de Rev de genes que conservan la funciéon deseada (por ejemplo, para antigenicidad de Gag o Pol,
formacién de particulas (Gag) o actividad enzimatica (Pol)), o pueden contener también variantes independientes de
Rev que se han mutado de modo que la proteina codificada pierda una funcién que no se desea en ciertas
circunstancias. En el ultimo caso, por ejemplo, el gen puede modificarse para codificar mutaciones (al nivel de
aminoacidos) en el sitio activo de las proteinas de transcriptasa inversa o integrasa para evitar transcripcion inversa
o integracion. Se describen fragmentos independientes de Rev del gen gag y gen env en las Patentes de Estados
Unidos N° 5.972.596 y 5.965.726. Véase también, documento PCT/US00/34985 presentado el 22 de diciembre 2000
(publicado como el documento WO 01/46408 el 28 de junio de 2001) para el gen gag y las Figuras 6 y 7 en este
documento para el gen env de VIS.

La expresion de las proteinas codificadas por estas construcciones o vectores de acido nucleico después de
transfeccion en células puede controlarse tanto en el nivel de ARN como de produccién de proteinas. Los niveles de
ARN se cuantifican por métodos conocidos en la técnica, por ejemplo, transferencias de Northern, cartografia de S1
o métodos de PCR. Los niveles de proteina también pueden cuantificarse por métodos conocidos en la técnica, por
ejemplo, transferencia de Western o ELISA o métodos de deteccién fluorescente. Puede usarse un protocolo de
ELISA no radiactivo rapido para detectar proteina gag (ensayo de captura de antigeno gag de DUPONT o
COULTER).

Se conocen diversos vectores en la técnica. Véase, por ejemplo, Patente de Estados Unidos N° 6.100.387. Son
vectores preferidos considerados Utiles en terapia génica y/o como vectores de vacuna, lentivirus que tienen,
dependiendo de las circunstancias deseadas,

a) ninguna ronda de replicacion (es decir, un sistema de replicacion cero)
b) una ronda de replicacion, o
c) un sistema completamente replicante

Tales vectores se describen, por ejemplo, en el documento PCT/US00/34985 presentado el 22 de diciembre de 2000
(publicado como documento WO 01/46408 el 28 de junio de 2001); y N° de Serie de Estados Unidos 09/872.733,
presentado el 1 de junio de 2001.

En una realizacion preferida, un sistema de lentivirus basado en VIH o VIS util en este documento comprende los
siguientes tres componentes.

1) un vector de empaquetamiento que contiene secuencias de acido nucleico que codifican los elementos
necesarios para empaquetamiento de vector tales como proteinas estructurales (excepto env de VIH) y las
enzimas requeridas para generar particulas de vector, el vector de empaquetamiento que comprende al menos
un gen gag/pol de VIH o VIS independiente de Rev mutado;

2) un vector de transferencia que contiene secuencias de accidn en cis genéticas necesarias para que el vector
infecte la célula diana y para transferencia del gen o los genes terapéuticos, indicadores u otros de interés,
comprendiendo el vector de transferencia la sefial de encapsidacién y el gen o los genes de interés o un sitio
de clonacién para insertar el gen o los genes de interés; y

3) un vector que contiene secuencias que codifican un elemento necesario para dirigir la particula viral a la
célula receptora pretendida, preferentemente el gen que codifica la glucoproteina G del virus de estomatitis
vesicular (VSG-G) o MuLV amfotréfico o envs lentiviral.

En tales vectores, cuando el promotor de CMV u otro promotor fuerte, de alta eficacia, se usa en lugar del promotor
LTR de VIH-1 en el vector de empaquetamiento, puede conseguirse alta expresion de gag, pol o gag/pol en
ausencia total de cualquier otra proteina viral. El intercambio de promotor LTR de VIH-1 es beneficioso en el vector
de empaquetamiento u otros vectores si se desea expresion constitutiva y también para expresion de células de
mamifero distintas de células humanas, tales como células de ratén, en las que el promotor de VIH-1 es débil. En
ciertas realizaciones, también se deseara la presencia de promotores heterélogos en el vector de transferencia y el
vector que codifica la envoltura, cuando se usan tales vectores.

Los antigenos de interés, en particular, antigenos clinicamente relevantes se seleccionan de acuerdo con el efecto
que se busca conseguir. Preferentemente, el antigeno induce anticuerpos o linfocitos T auxiliares o linfocitos T
citotoxicos.

Se describen aminoacidos o antigenos de interés utiles en las construcciones de acido nucleico de la presente
descripcion, por ejemplo, la Patente de Estados Unidos 5.891.432 (véase, por ejemplo, Col. 13, In. 20 a Col. 17, In.
67). Estos antigenos incluyen, pero sin limitacion, antigenos asociados con enfermedad tales como antigenos
asociados con tumor, antigenos asociados con enfermedad autoinmune, antigenos asociados con enfermedad
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infecciosa, antigenos virales, antigenos parasitarios y antigenos bacterianos. Los antigenos asociados con tumor
incluyen, pero sin limitacion, p53 y mutantes del mismo, Ras y mutantes del mismo, un péptido de punto de ruptura
Bcer/Abl, HER-2/neu, HPV 2, E6, HPV E7, antigeno carcinoembrionario, MUC-1, MAGE-1, MAGE-3, BAGE, GAGE-1,
GAGE-2, N-acetilglucosaminiltransferasa-V, p15, gp100, MART-1/MelanA, tirosinasa, Trip-1, beta-catenina, MUM-1 y
CDK-4, N-acetilglucosaminiltransferasa-V, p15, gp100, MART-1/MelanA, tirosinasa, TRP-1, beta-catenina, MUM-1 y
CDK-4. Los antigenos de VIH o VIS incluyen, pero sin limitacion, Gag, Env, Pol, Nef, Vpr, Vpu, Vif Tat y Rev. En una
realizacion preferida de la invencion, los antigenos de VIH Gag-Pol-Tat-Rev-Nef o Tat-Rev-Env-Nef se unen entre si,
pero no son activos como componentes de VIH.

Las construcciones de &cido nucleico descritas en este documento, asi como vectores, sistemas de vector o
particulas virales que contienen tales construcciones de acido nucleico, o las proteinas codificadas pueden usarse
para terapia génica in vivo (por ejemplo, inoculacion parenteral de vector de titulacién alta) o ex vivo (por ejemplo,
transduccion in vitro de células del paciente seguida de reinfusién en el paciente de las células transducidas). Estos
procedimientos ya se han usado en diferentes protocolos de terapia génica aprobados.

Un modo de realizar terapia génica es extraer células de un paciente, infectar las células extraidas con un vector, tal
como un vector lentiviral, o una particula viral y reintroducir las células de nuevo en el paciente. Un marcador
seleccionable puede usarse para proporcionar un medio para enriquecer células infectadas o transducidas o
seleccionar de forma positiva solamente las células que se han infectado o transducido, antes de reintroducir las
células en el paciente. Este procedimiento puede aumentar las posibilidades de éxito de la terapia. Los marcadores
seleccionables pueden ser por ejemplo genes de resistencia a farmaco, genes de enzimas metabdlicas o cualquier
otro marcador seleccionable conocido en la técnica. Los genes de seleccion tipicos codifican proteinas que confieren
resistencia a antibidticos y otras sustancias tdéxicas, por ejemplo, histidinol, puromicina, higromicina, neomicina,
metotrexato, etc. y marcadores de superficie celular.

Sin embargo, resultara evidente que para muchas aplicaciones de terapia génica de vectores, tales como vectores
lentivirales, la seleccion de expresion de un gen marcador puede no ser posible o necesaria. De hecho la expresién
de un marcador de seleccion, aunque es conveniente para estudios in vitro, podria ser nociva in vivo debido a la
induccion inapropiada de linfocitos T citotoxicos (CTL) dirigidos contra la proteina marcadora ajena. Ademas, es
posible que para aplicaciones in vivo, se prefieran vectores sin ningln promotor interno. La presencia de promotores
internos puede afectar por ejemplo a las titulaciones de transduccion obtenibles a partir de una linea células de
empaquetamiento y la estabilidad del vector integrado. Por lo tanto, los vectores de unidad de transcripcion sencilla,
que pueden ser bi-cistronicos o poli-cistronicos, que codifican uno, dos o mas genes terapéuticos, pueden ser el
vector preferido disefiado para su uso in vivo. Véase, por ejemplo, el documento WO 98/17816.

También se describen en este documento vacunas y composiciones farmacéuticas que comprenden al menos una
de las secuencias de &cido nucleico, polipéptidos, particulas virales, sistemas de vectores o células huésped
transducidas o transfectadas de la presente descripcion y un vehiculo fisiolégicamente aceptable.

Como se usa en este documento, el término “transduccién” generalmente se refiere a la transferencia de material
genético al huésped mediante infeccion, por ejemplo, en este caso por el vector lentiviral. El término “transfeccion”
se refiere en general a la transferencia de material genético aislado a células mediante el uso de agentes de
transfeccion especificos (por ejemplo, fosfato calcico, DEAE Dextrano, formulaciones lipidicas, particulas de oro y
otras microparticulas) que cruzan la membrana citoplasmatica y suministran parte del material genético al nucleo
celular.

Composiciones Farmacéuticas

Las composiciones farmacéuticas descritas en este documento contienen una cantidad farmacéuticamente y/o
terapéuticamente eficaz de al menos una construcciéon de acido nucleico, polipéptido, vector, sistema de vector
particula viral/cepa de virus, o célula hospedadora (es decir, agentes) de la presente descripcion. Si se desea, las
construcciones de acido nucleico, polipéptidos, particulas virales, vectores, sistemas de vector, particula viral/cepa
de virus, o células hospedadoras descritos en este documento pueden aislarse y/o purificarse por métodos
conocidos en la técnica.

En una realizacion de la invencion, la cantidad eficaz de un agente de la invencién por dosis unitaria es una cantidad
suficiente para provocar la expresion detectable del antigeno de interés. En otra realizacion de la invencion, la
cantidad eficaz de agente por dosis unitaria es una cantidad suficiente para prevenir, tratar o proteger contra efectos
nocivos (incluyendo gravedad, duracién o alcance de los sintomas) de la afeccion que se trate. La cantidad eficaz de
agente por dosis unitaria depende, entre otras cosas, de la especie de mamifero inoculada, el peso corporal del
mamifero y el régimen de inoculacién seleccionado, como se conoce bien en la técnica. La dosificacién de los
agentes terapéuticos que seran mas adecuados para profilaxis o tratamiento también variara con la forma de
administracion, el agente particular seleccionado y las caracteristicas fisiolégicas del paciente particular en
tratamiento. La dosis se administra al menos una vez. Pueden administrarse dosis posteriores segun se indique.
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Para controlar la respuesta de individuos a los que se administraron las composiciones de la invencién, pueden
determinarse los niveles de expresion de proteinas o ARNm. En muchos casos sera suficiente evaluar el nivel de
expresion en suero o plasma obtenido de un individuo tal. Las decisiones sobre si administrar otra dosis o cambiar la
cantidad de la composicién administrada al individuo pueden basarse al menos parcialmente en los niveles de
expresion.

La expresion “dosis unitaria” en relacién con los indculos se refiere a unidades fisicamente separadas adecuadas
como dosificaciones unitarias para mamiferos, conteniendo cada unidad una cantidad predeterminada de material
activo (por ejemplo, acido nucleico, reserva de virus o célula hospedadora) calculada para producir el efecto
deseado en asociacion con el diluyente requerido. Las titulaciones de las reservas de virus para administrar a una
célula o animal dependeran de la aplicacién y el tipo de suministro (por ejemplo, in vivo o ex vivo). Las reservas de
virus pueden concentrarse usando métodos tales como centrifugacion. Las titulaciones para administrar ex vivo
estan preferentemente en el intervalo de 0,001 a 1 unidad infecciosa/célula. Otro método para generar reservas
virales es co-cultivar lineas celulares estables que expresan el virus con las células diana. Este método se ha usado
para conseguir mejores resultados cuando se usan vectores retrovirales tradicionales debido a que las células
pueden infectarse durante un periodo de tiempo mas largo y tienen la posibilidad de infectarse con mdltiples copias
del vector.

Para administracién in vivo de construcciones de acido nucleico, vectores, sistemas de vector, cepas de virus o
células que se han transducido o transfectado ex vivo, la dosis debe determinarse por aumento de dosis, limitandose
la dosis superior por la aparicion de efectos adversos inaceptables. Las dosis de partida preliminares pueden
extrapolarse de experimentos usando vectores lentivirales en modelos animales, por métodos conocidos en la
técnica, o pueden extrapolarse a partir de comparaciones con dosis retrovirales conocidas (por ejemplo
adenovirales). En general, se usaran inicialmente dosificaciones pequefas y, si es necesario, se aumentaran en
incrementos pequefios hasta que se alcance el efecto 6ptimo segun las circunstancias. Las dosificaciones
ilustrativas estan dentro del intervalo de 10® hasta aproximadamente 5 x 10" particulas.

Para vacunaciones se administrara ADN IM en PBS como se ha descrito previamente en liposomas, con inoculacién
intradérmica, electro-inyeccion u otros métodos. Como ejemplo, se descubrié que 5 mg por dosis IM en macacos
(ADN a 1 mg/ml) inyectados en varios sitios diferentes producian una buena respuesta inmune.

Los indculos se preparan tipicamente como una solucion en un vehiculo fisiolégicamente aceptable tal como
solucién salina, solucion salina tamponada con fosfato y similares para formar una composicién farmacéutica
acuosa.

Los agentes descritos en este documento generalmente se administran con un vehiculo o excipiente
fisioldgicamente aceptable para los mismos. Un vehiculo fisioldgicamente aceptable es uno que no provoca una
reaccion fisica adversa tras su administraciéon y en el que los acidos nucleicos u otros agentes de la invencion son
suficientemente solubles para conservar su actividad para suministrar una cantidad farmacéuticamente o
terapéuticamente eficaz del compuesto. La cantidad farmacéuticamente o terapéuticamente eficaz y método de
administracién de un agente puede variar basandose en el paciente individual, la indicacion que se esté tratando y
otros criterios evidentes para un experto habitual en la materia. Una construcciéon de &cido nucleico descrita en este
documento esta preferentemente presente en una cantidad que es capaz de expresar la proteina codificada en una
cantidad que es eficaz para inducir anticuerpos y/o linfocitos T citotdxicos y/o inductores auxiliares. Una cantidad
terapéuticamente eficaz de un acido nucleico es una suficiente para evitar, o atenuar la gravedad, alcance o
duracién de los efectos nocivos de la afeccion que se esté tratando sin provocar efectos secundarios adversos
significativos. La via o las vias de administracion Utiles en una aplicaciéon particular son evidentes para un experto
habitual en la materia.

Las vias de administracion de los agentes descritos en este documento incluyen, pero sin limitacion, parenteral, e
inyeccion directa en un sitio afectado. Las vias parenterales de administracion incluyen pero sin limitacion
intravenosa, intramuscular, intraperitoneal y subcutanea. La via de administracion de los agentes es tipicamente
parenteral y es preferentemente en la médula 6sea, en el LCR, intramuscular, subcutanea, intradérmica, intraocular,
intracraneal, intranasal y similares. Véase, por ejemplo, documento WO 99/04026 para ejemplos de formulaciones y
vias de administracion.

La presente descripcién incluye composiciones de los agentes descritos anteriormente, adecuados para
administracion parenteral incluyendo, pero sin limitacion, soluciones isoténicas estériles farmacéuticamente
aceptables. Tales soluciones incluyen, pero sin limitacion, solucion salina y solucion salina tamponada con fosfato
para inyeccion nasal, intravenosa, intramuscular, intraperitoneal, subcutanea o directa en una articulaciéon u otra
area.

Al proporcionar los agentes a un mamifero receptor, preferentemente un ser humano, la dosificacion administrada

variara dependiendo de factores tales como la edad, peso, altura, sexo, condicién médica general, historial médico
previo del mamifero y similares.
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La administracion de las composiciones farmacéuticas de la invencién puede ser para fines “profilacticos” o
“terapéuticos”. Cuando se proporcionan de forma profilactica, las composiciones se proporcionan antes de cualquier
sintoma. La administracion profilactica de la composicion actla para evitar o aliviar cualquier efecto nocivo posterior
(incluyendo gravedad, duracidon o alcance de los sintomas) de la afeccion que se esté tratando. Cuando se
proporciona de forma terapéutica, la composicion se proporciona en el momento de (o poco después de) la aparicion
de un sintoma de la afeccion que se esté tratando.

Para todos los usos terapéuticos, profilacticos y diagnosticos, uno o mas de los agentes, asi como anticuerpos y
otros reactivos necesarios y dispositivos y accesorios apropiados, pueden proporcionarse en forma de kit para que
esté facilmente disponible y se use faciimente.

Cuando estan implicados inmunoensayos, tales kits pueden contener un soporte sdlido, tal como una membrana
(por ejemplo, nitrocelulosa), una perla, una esfera, tubo de ensayo, varilla y asi sucesivamente, a los que se unira un
receptor tal como un anticuerpo especifico para la molécula diana. Tales kits también pueden incluir un segundo
receptor, tal como un anticuerpo marcado. Tales kits pueden usarse para ensayos de tipo sandwich para detectar
toxinas. También se prevén kits para ensayos competitivos.

VI. Aplicabilidad industrial

Los acidos nucleicos descritos en este documento pueden expresarse en la célula u organismo hospedador nativo o
en una célula u organismo diferente. Los genes mutados pueden introducirse en un vector tal como un plasmido,
césmido, fago, virus o minicromosoma e insertarse en una célula u organismo hospedador por métodos bien
conocidos en la técnica. En general, las construcciones pueden utilizarse en cualquier célula, eucariota o procariota,
incluyendo células de mamifero (por ejemplo, células humanas (por ejemplo, HelLa), de mono (por ejemplo, Cos), de
conejo (por ejemplo, reticulocitos de conejo), rata, hamster (por ejemplo, CHO y células de rifién de cria de hamster)
o células de raton (por ejemplo, células L), células vegetales, células de levadura, células de insecto o células
bacterianas (por ejemplo, E. coli). Los vectores que pueden utilizarse para clonar y/o expresar secuencias de acido
nucleico descritas en este documento son los vectores que son capaces de replicar y/o expresar las secuencias
codificantes en la célula hospedadora en la que las secuencias codificantes se desean replicar y/o expresar. Véase,
por ejemplo, F. Ausubel et al., Current Protocols in Molecular Biology, Greene Publishing Associates y Wiley-
Interscience (1992) y Sambrook et al. (1989) para ejemplos de vectores apropiados para diversos tipos de células
hospedadoras. Los promotores nativos para tales secuencias codificantes pueden remplazarse con promotores
fuertes compatibles con el hospedador en el que se insertan las secuencias codificantes. Estos promotores pueden
ser inducibles. Las células hospedadoras que contienen estas secuencias codificantes pueden usarse para expresar
grandes cantidades de la proteina Util en preparaciones enzimaticas, compuestos farmacéuticos, reactivos de
diagndstico, vacunas y compuestos terapéuticos.

Las construcciones descritas en este documento también pueden usarse para terapia génica in vitro o in vivo. Por
ejemplo, una construccién producira un ARNm in _situ para aumentar en Ultima instancia la cantidad de polipéptido
expresado. Tales polipéptidos incluyen antigenos virales y/o antigenos celulares. Se espera que tales
construcciones y sus productos de expresion sean Utiles, por ejemplo en el desarrollo de una vacuna y/o terapia
génica.

Las construcciones y/o productos preparados usando construcciones que codifican antigenos de interés podrian
usarse, por ejemplo, en la producciéon de reactivos de diagndstico, vacunas y terapias para enfermedades, tales
como SIDA y enfermedades relacionadas con SIDA.

Por ejemplo, pueden usarse vectores que expresan niveles altos de Gag en inmunoterapia e inmunoprofilaxis,
después de expresion en seres humanos. Tales vectores incluyen vectores retrovirales y también incluyen inyeccién
directa de ADN en células musculares u otras células receptoras, dando como resultado la expresion eficaz de gag,
usando la tecnologia descrita, por ejemplo, en Wolff et al., Science 247: 1465-1468 (1990), Wolff et al., Human
Molecular Genetics 1(6): 363-369 (1992) y Ulmer et al., Science 259: 1745-1749 (1993). Ademas, las construcciones
de gag podrian usarse en la inhibicion transdominante de expresion de VIH después de la introduccion en seres
humanos. Para esta aplicacion, por ejemplo, se modificarian vectores de expresion o moléculas de ADN que
expresen altos niveles de p55%° o p37°* para generar mutantes de gag transdominante, como se describe, por
ejemplo, en Trono et al., Cell 59: 113-120 (1989). Los vectores se introducirian en seres humanos, dando como
resultado la inhibicién de produccién de VIH debido a los mecanismos combinados de inhibicién transdominante de
gag y de inmunoestimulacién por la proteina gag producida. Ademas, las construcciones que codifican gag podrian
usarse en la generacién de nuevos vectores retrovirales basandose en la expresion de proteinas gag lentivirales.
Los lentivirus tienen caracteristicas Unicas que pueden permitir la direccion e infeccion eficaz de células que no se
dividen. Se esperan aplicaciones similares para vectores que expresen altos niveles de env.

Los siguientes ejemplos ilustran ciertas realizaciones de la presente invencion, pero no deberian interpretarse con

limitantes de su alcance de ninguna manera. Ciertas modificaciones y variaciones resultaran evidentes para los
expertos en la materia a partir de las ensefianzas de la descripcién anterior y los ejemplos posteriores.
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Ejemplo 1

Vectores
Se usan vectores de ADN que expresan antigenos de VIH-1 o VIS en los ejemplos de este documento.

Tres tipos diferentes de plasmidos que codifican formas de Gag de VIH ejemplificados en este documento son como
sigue:

1) plasmidos que expresan gag completa (p55) o partes de gag (p37) o gag y proteasa (p55gagpro). P55
produce particulas de gag que se liberan parcialmente a partir de la célula. P37 se libera parcialmente a partir
de la célula pero no a partir de particulas. P55gagpro también produce proteasa, de este modo la gag se
procesa para formar p17, p24, p6 y p7;

2) plasmidos que expresan la quimiocina MCP-3 fusionada con el extremo N terminal de p55gag. Puesto que
MCP-3 es una proteina secretada, la proteina de fusién producida también se secreta a partir de las células de
mamifero después de la escision del péptido sefal; y

3) plasmidos que expresan fusiones de gag con secuencias que confieren degradacion proteasémica eficaz.

Se produjeron vectores de expresion de ADN similares para proteina env de VIH (véase, por ejemplo, Figuras 8-9),
asi como para proteinas gag y env de VIS. Los plasmidos de env de VIH se construyeron basandose en una
secuencia de env de clade B de VIH y se ensayaron con respecto a expresion. La expresion fue alta en ausencia de
Rev. (Véase Figura 10). Se describen vectores especificos y combinaciones de los mismos, en mas detalle
posteriormente. Los inventores también tienen variaciones de los vectores que no contienen aminoacidos
enlazadores, o contienen menos aminodacidos para CATENINA, etc., que no se ejemplifican especificamente en este
documento. Se sabe que existen fragmentos mas pequefios de las secuencias secretoras o la secuencia de
estabilizacion, que los ejemplificados en este documento, que mantienen la funciéon deseada, en algunos casos, o
pueden identificarse por experimentacion rutinaria. Estas secuencias también son Utiles en este documento.

P37gag = plasmido de VIH descrito previamente
MCP3p37gag = como anteriormente y también contiene la secuencia lider de ip1o.
Lo siguiente es un ejemplo para MCP3p37gag:

El vector pPCMVkanMCP3gagp37M1-10 expresa la siguiente proteina de fusion de MCP3-gag (SEC ID N° 1):
MNPSAAVIFCLILLGLSGTAQ

(IP10)

G 1L D (enlazador)
MAQPVGINTSTTCCYRFINKKIPK
QRLESYRRTTSSHCPREAVIFKTK
LDKEICADPTQKWVQDFMKHLDK
KTQTPKL (MCP-3)

ASAGA (enlazador)
GARASVLSGGELDRWEKIRLRPGG
KKKYKLKHIVWASRELERFAVNPG
LLETSEGCRQILGQLQPSLQTGSEE
LRSLYNTVATLYCVHQRIEIKDTK
EALDKIEEEQNKSKKKAQQAAADT
GHSNQVSQNYPIVQNIQGQMVHQA
ISPRTLNAWVKVVEEKAFSPEVIP
MFSALSEGATPQDLNTMLNTVGGH
QAAMQMLKETINEEAAEWDRYVHP
VHAGPIAPGQMREPRGSDIAGTTS
TLQEQIGWMTNNPPIPVGEIYKRW
ITLGLNKIVRMYSPTSILDIRQGPK .
EPFRDYVDRFYKTLRAEQASQEVK
NWMTETLLVQNANPDCKTILKALG
PAATLEEMMTACQGVGGPGHKAR
VLEF- (p37gagHIV)
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CYBp37gag = contiene secuencias desestabilizadoras de ciclina B
CATEp37gag = contiene secuencias desestabilizadoras de beta catenina
MOSp37gag = contiene secuencias desestabilizadoras de mos
SIVMCP3p39= como anteriormente para VIH

SIVCATEpP39= como anteriormente para VIH

SIVgagDX es un clon molecular de gag de VIS independiente de Rev. Este vector se describe en el documento
PCT/US00/34985 presentado el 22 de diciembre de 2000 (publicado como documento WO 01/46408 el 28 de junio
de 2001). P39 indica una secuencia de ADN que codifica Gag p39 de VIS (p17 + p25 de VIS). P57 indica una
secuencia de ADN que codifica la Gag p57 de VIS completa.

“Gag” indica secuencia de ADN que codifica la proteina Gag, que genera componentes del nucleo del virién, “Pro”
indica “proteasa”. Los genes de proteasa, transcriptasa inversa e integrasa comprenden el gen de “pol”. En estas
construcciones “MCP3” indica aminoacidos de MCP-3 33-109 unidos a péptido secretor IP-10 al que se ha hecho
referencia anteriormente (como alternativa, puede unirse a su propio péptido secretor natural o cualquier otra sefal
secretora funcional tal como la sefial de tPA mencionada anteriormente), “CYB” indica los aminoacidos 10-95 de
Ciclina B, “MOS” indica los aminoacidos 1-35 de C-mos y “CATE” indica los aminoacidos b-catenina.

Secuencias de acido nucleico de Ciclina B y aminoacidos codificados usados en las construcciones ilustradas en
este documento:

ATGTCCAGTGATTTGGAGAATATTGACACAGGAGT
TAATTCTAAAGTTAAGAGTCATGTGACTATTAGGC
GAACTGTTTTAGAAGAAATTGGAAATAGAGTTAC

AACCAGAGCAGCACAAGTAGCTAAGAAAGCTCAG
AACACCAAAGTTCCAGTTCAACCCACCAAAACAA

CAAATGTCAACAAACAACTGAAACCTACTGCTICT
GTCAAACCAGTACAGATGGAAAAGTTGGCTCCAA

AGGGTCCTTCTCCCACACCTGTCGACAGAGAGATG
GGTGCGAGAGCGTCAGTATTAAGCGGGGGAGAAT
TAGATCGATGGGAAAAAATTCGGTTAAGGCCAGG
GGGAAAGAAGAAGTACAAGCTAAAGCACATCGTA
TG (SEC ID N°: 2)

MetSerSerAspLeuGluAsnlleAspThrGlyValAsnSerLysVal

LysSerHisValThrlleArgArgThrValLeuGluGlulleGlyAsnAr
gValThrThrArgAlaAlaGInValAlaLysLysAlaGInAsnThrLy
sValProValGInProThrLysThiThrAsnValAsnLysGlnLeuLy

sProThrAlaSerValLysProValGlnMetGluLysLeuAlaProLys

GlyProSerProThrProValAspArgGlu (SEC ID N°: 3)

Secuencias de acido nucleico de c-Mos y aminoacidos codificados usados en las construcciones ilustradas en este
documento:

ATGCCCGATCCCCTGGTCGACAGAGAG (SEC ID N° 4)
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MetProAspProLeuValAspArgGlu (SEC ID N° 5)

Ejemplo 2

Construccién de Vectores

Para disefiar construcciones “desestabilizadas de Gag”, una busqueda de la bibliografia de secuencias
caracterizadas capaces de dirigir proteinas a la ruta de degradacién de proteasoma-ubiquitina proporcioné la
siguiente lista, no necesariamente representativa:

c-Myc aa2-120
Ciclina A aa13-91
Ciclina B aa13-91 *los inventores usaron 10-95 en los ejemplos de este documento

IkBa aa20-45
b-Catenina aa19-44 * los inventores usaron 18-47 en los ejemplos de este documento
c-Mos aal-35

Los inventores clonaron un subconjunto de las secuencias de degradacion de ADNc de Jurkat, concretamente las
sefiales de ciclina B, b-catenina y c-Mos, usando PCR. Los cebadores tanto de ciclina como de catenina
proporcionaron fragmentos de la longitud esperada, que se cortaron y clonaron en el sitio Sall de los vectores
pCMV37(M1-10)kan o pCMV55(M1-10)kan y (versién Bam) en el sitio BamHI de pFREDIacZ. (los plasmidos p37 y
p55 tienen las mismas secuencias de p37 y p55 descritas en las patentes que contienen secuencias de INS-gag
(véase, por ejemplo, Patente de Estados Unidos N° 5.972.596 y Patente de Estados Unidos N° 5.965.726) pero
tienen una cadena principal de plasmido diferente que expresa kanamicina. pFREDIacZ contiene el promotor IE de
CMV que expresa beta galactosidasa de E coli.)

Los plasmidos correspondientes se llaman:

pCMV37(M1-10)kan con secuencia de ciclina B en el sitio Sall pS194
pCMV37(M1-10)kan con secuencia de b-catenina en el sitio Sall pS195
pCMV55(M1-10)kan con secuencia de ciclina B en el sitio Sall pS199
pCMV55(M1-10)kan con secuencia de b-catenina en el sitio Sall pS200
pFREDIlacZ con secuencia de ciclina B en el sitio BamH]I pS201
pFREDIacZ con secuencia de b-catenina en el sitio BamHI pS202

En el caso de Mos, la sefial de degradacion consiste en cinco aminodcidos N-terminales y una lisina a
aproximadamente 30 aminodacidos de distancia. Una lisina localizada de forma similar esta presente en gag de VIH,
pero no en lacZ. Por esa razdn, se sintetizaron oligos que abarcaban los cinco aminoacidos desestabilizadores
(ambas cadenas), se hibridaron y se ligaron al extremo N-terminal de gag, pero no lacZ. Hubo tres versiones de la
secuencia de MOS:

MOSNSwtUP y MOSN5wtDN tiene serina que se ha mostrado que provoca degradacién cuando se fosforila

MOSN5aspUP y oo L - I - -
MOSN5aspDN tiene sustitucion de Ser por Asp, que limita la fosforilacion para accion constitutiva
MOSNS5argUP y tiene sustitucion de Ser por Arg, supuestamente marcando sefial de degradacion
MOSNS5argDN inactiva

De los seis plasmidos planeados, los inventores solamente examinaron los siguientes:

pS191 que tiene pCMV37(M1-10)kan con la secuencia Mos de tipo silvestre (“WT”), pero el inserto es mas
largo de lo pretendido, con una copia adicional de la secuencia sintética a la inversa;

pS192 que tiene pCMV37(M1-10)kan con secuencia de Mos “Asp” en el sitio de Sall; y
pS197 con pCMV55(M1-10)kan con secuencia de Mos “Asp” en el sitio de Sall.

Ejemplo 3

Caracterizacion Preliminar de las Senales de Degradacion en los Vectores

Se realizaron los siguientes experimentos para caracterizacion preliminar de las sefiales de degradacién en las
construcciones de acido nucleico descritas anteriormente.

Se midié la actividad b-galactosidasa en células HelLa y 293 transfectadas de forma transitoria después de
transfeccion con pFREDIacZ o sus versiones modificadas con ciclina B o b-catenina (pS201 y 202). La aparente
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pérdida de actividad lacZ se interpreté como indicativa de degradacion proteica inducida por sefal de ubiquitinacién.

Con Gag modificada se realizaron los siguientes experimentos para confirmar que las sefiales de degradacion
también actdan en el contexto de gag. En primer lugar se midi6 p24-gag por ELISA en extractos celulares y
sobrenadantes de células transfectadas con las construcciones de Gag modificadas. Aunque los inventores
obtuvieron pruebas de desestabilizacion, en varios casos este experimento que mide el nivel total de antigeno p24
no fue conclusivo. Esto fue probablemente debido a que, como se ha mostrado previamente, los fragmentos de gag
aun pueden puntuar de forma positiva en el procedimiento de ensayo de captura de antigenos. Por lo tanto los
inventores investigaron lo intactas que estaban las proteinas producidas.

Se procesaron extractos proteicos de células HelLa o 293 transfectadas de forma transitoria con diferentes plasmidos
de gag en gel de acrilamida tris-glicina, se transfirieron a membrana Immobilon P y se tifieron con anticuerpos anti-
VIH para revelar Gag. Estos experimentos no mostraron ninguna sefial de degradacion en células Hela, sin
embargo las células 293 transformadas con las versiones modificadas por ciclina o b-catenina de Gag claramente
demostraron a presencia de bandas prominentes tefiidas con Gag de peso molecular mas pequefio que la Gag
modificada de longitud completa. Tales bandas de longitud completa no se observaron con las células transfectadas
con Gag de tipo silvestre. Estos hallazgos son coherentes con la degradacion de Gag inducida por sefal.

Para examinar adicionalmente si las modificaciones N-terminales inducen degradacion de Gag, los inventores
realizaron experimentos de seguimiento de pulso con células 293 transfectadas de forma transitoria. Un dia después
de la transfeccion las células se incubaron en medio sin metionina para agotar los grupos celulares, se marcaron con
®S-metionina en el mismo medio y se siguieron mediante la adicién de un exceso de 1.000 veces de la metionina
fria. Se han realizado dos experimentos. Uno con pulso de ~1 hora y seguimiento de 12 horas y otro con pulso de 30
minutos y seguimiento de 1,5 horas. Los experimentos mostraron que la gag modificada degrada mas rapidamente
que la Gag de tipo silvestre. Las sefiales derivadas tanto de ciclina B como b-catenina actuaron en la
desestabilizacion de Gag en un grado similar. Se analizaron experimentos adicionales con las fusiones de
construcciones de env-beta catenina y verificaron que las fusiones eran mucho mas inestables después de
expresion en células humanas.

Ejemplo 4

Respuestas Proliferativas de Vectores y Combinaciones de Vectores

Estos vectores se ensayaron con respecto a expresion proteica in vitro después de transfecciones en células de
mamifero y con respecto a inmunogenicidad en ratones y primates (macacos).

Métodos:

Se purifico ADN usando el kit de purificacion de ADN sin endotoxinas Qiagen. Los niveles de endotoxinas se
midieron de forma rutinaria y fueron muy bajos (ensayo de QCL cinético, Bio-Whittaker proporciond
aproximadamente una unidad de endotoxina/mg de ADN en estas preparaciones).

Se inyectd a los ratones por via intramuscular 100 ng de ADN en 100 mi de PBS. Se proporcionaron tres inyecciones
de ADN los dias 0, 14 y 28. El dia 35 los ratones se sacrificaron y sus esplenocitos se ensayaron con respecto a
proliferacion en presencia de antigeno de gag especifico. Ademas, se evaluaron las respuestas citotoxicas
realizando ensayos de citotoxicidad convencionales. La respuesta de anticuerpo de los ratones vacunados también
se esta evaluando usando sueros obtenidos de estos animales.

Para experimentos con monos, se inyectaron 5 mg de ADN de VIH MCP3gag en 5 ml de solucién salina tamponada
con fosfato (PBS) en varios puntos por via intramuscular en macacos Rhesus, después de sedar a los animales. Se
proporcionaron cuatro inyecciones a las 0, 2, 4 y 8 semanas. Los animales se siguieron por varios ensayos para
evaluar la respuesta inmune celular y humoral. Inmunizaciones previas con gag p37M1-10, descritas en la patente
anterior de los inventores proporcionaron solamente niveles bajos de anticuerpo. La construccion gag previa
estimulé bien la inmunidad celular, pero no los anticuerpos.

La Figura 1 muestra las respuestas proliferativas (mostradas como indice de estimulacion, Sl) en ratones a los que
se han inyectados los vectores indicados o combinaciones de los siguientes vectores que contienen secuencias de
ADN que codifican polipéptidos de VIH, o controles polipeptidicos:

p37gag

MCP3p37gag

CYBp37gag

CATEp37gag

MOSp37gag = *los inventores usaron Mos WT en el ejemplo de este documento

CATE+MCP3 =*2 construcciones, véase anteriormente; estos son los mismos plasmidos usados solos o en
combinaciones
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CATE+MCP3+p37 = *3 construcciones, véase anteriormente

La Figura 2 muestra respuestas proliferativas (mostradas como indice de estimulacion, Sl) en ratones a los que se
inyectaron dos veces los plasmidos de expresion de VIS o combinaciones. Juntos = inyeccion de 3 ADN en los
mismos sitios; 3 sitios = inyecciones de los mismos ADN en sitios separados. Cuando se usaron los “mismos sitios”,
todos los ADN se mezclaron e inyectaron en los mismos sitios corporales en el musculo. Cuando se usaron sitios
separados, los ADN se mantuvieron por separado y se inyectaron en sitios anatémicos que estan separados. Esto
se produjo cada vez que los inventores inmunizaron a los ratones, es decir, los 3 ADN se mantuvieron por separado
y se inyectaron en sitios diferentes entre si y se usaron diferentes sitios de inyeccion para cada vacunacion.
SIVgagDX

SIVMCP3p39

SIVCATEP39

MCP3+CATE+P57 (juntos)

MCP3+CATE+P57 (3 sitios)

La Figura 3 muestras las respuestas de anticuerpo en monos. Se inyectd a dos animales (N° 585, 587) 4x con 5 mg
IM de vector de expresion de MCP3p37gag. Se proporcioné a dos animales (N° 626, 628) el mismo ADN por via
mucosal que las preparaciones de ADN-liposoma. Las titulaciones se representan como diluciones en suero
reciprocas con puntuacién positiva en ensayos de ELISA anti p24 de VIH.

Resultados

Los inventores descubrieron que las fusiones de MCP-3 con gag redujeron drasticamente la respuesta inmune a
gag, en comparacién con los vectores de gag no modificados (tipo 1 como se ha descrito anteriormente), véase
figuras. Esta propiedad puede ser en parte el resultado de secrecidon de gag mas eficaz de las células, puesto que
los inventores han mostrado recientemente que gag secretado que tenia la secuencia lider de tPA era mas eficaz en
la secrecion e inmunogenicidad (Qiu et al, J. Virol. 2000).

Ademas, este efecto puede mediarse por la funcién de la molécula de MCP-3. La magnitud de la respuesta sugiere
efectos adicionales de MCP-3, de acuerdo con los efectos notificados de MCP-3 en la induccién de inmunogenicidad
contra un antigeno tumoral. La inyeccion intramuscular de este MCP3p37gag en macacos condujo a la produccién
de anticuerpos anti-gag de titulaciéon alta. Este no fue el caso con un vector de expresion de gag previamente
ensayado, lo que indica que es posible inducir una respuesta de anticuerpo eficaz en primates solamente por
vacunacion de ADN. Ademas, estos resultados sugieren que la inmunogenicidad mejorada en ratones era un
método satisfactorio para predecir la inmunogenicidad aumentada en primates. Los inventores ensayaron por lo
tanto varios vectores y combinaciones de vectores en ratones, en un intento de identificar las mejores
combinaciones para experimentos posteriores en primates.

Los inventores también estudiaron la expresion e inmunogenicidad de vectores que dirigen los antigenos de VIH
expresados a degradacién por proteasoma y presentacion eficaz en la superficie celular mediante la clase de
moléculas de MHC-I. Se sabe que la inmunidad restringida por MHC-I es importante para defensas anti-virales. La
presentaciéon de MHC-I de forma intracelular produjo péptidos cortos en la superficie celular. Un cambio en la
composicion de los péptidos expuestos por una célula, indica al sistema inmune que la célula es anémala (por
ejemplo infectada por virus) y deberia destruirse. Los péptidos expuestos a MHC-I se originan de degradacién
proteasémica de proteinas celulares. Los inventores ensayaron la hipétesis de que proporcionar fuertes sefiales de
ubiquitinacién adicionales a antigenos de VIH que lo dirigen a degradacién proteasémica aumentaria sus
posibilidades de procesarse para presentacion en superficie.

Los inventores ensayaron varias sefiales de ubiquitinacién dentro de proteinas conocidas para conferir degradacion
rapida después de unirlas al extremo N-terminal de Gag de VIH. En paralelo, las mismas sefiales de ubiquitinacion
se fusionaron con beta-galactosidasa para comprobar la eficacia de degradaciéon por la caida en su actividad
enzimatica. Este ensayo mostr6 que todas las sefales seleccionadas potenciaron la degradacién de beta-
galactosidasa.

La secuencia mas eficaz identificada por estos experimentos corresponde a los aminoacidos 18-47 de beta-catenina,
una proteina implicada en la sefalizacién de Wnt y adhesion célula-célula, cuya abundancia se controla por
degradacion.

30 aa de Beta-catenina (18-47):

RKAAVSHWQQQSYLDSGIHSGATT

TAPSLS (SECIDN®6)
Beta-catenina (18-47) afiadida en el extremo N-terminal de antigenos de VIH con iniciador AUG Met:
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MRKAAVSHWQQQSYLDSGIHSGA
TTTAPSLS (SECIDN%7)

La inyeccion en ratones de construcciones de ADN que expresan Gag de VIH-1, o Gag fusionada con dominio de
desestabilizacion de beta-catenina mostré que la segunda construccion era mas inmunogénica. En comparacion con
Gag sola, la fusion de beta-catenina-Gag indujo respuestas proliferativas especificas de VIH mas altas, respuesta de
CTL elevada y nivel mas alto de células secretoras de IFNgamma+ CD8+.

Las comparaciones directas con otras secuencias de desestabilizacion mostraron una potencia global mas alta de
fusién de beta-catenina-Gag. Por lo tanto, una conclusion sorprendente es que, aunque varias secuencias
aumentaron el procedimiento de proteasoma y desestabilizacién de proteina las secuencias de beta-catenina eran
mucho mejores en la induccidon de una respuesta inmune aumentada. Puesto que el resultado practico de estos
estudios son procedimientos de vacunacion mejorados, los inventores proponen el uso de preferentemente las
secuencias de beta-canina identificadas aqui para su uso en direccion de antigenos a degradacion.

Otra importante conclusion vino de estudios de combinaciones de vectores que expresaban diferentes formas de
antigenos. Se descubrié que las combinaciones mostraban inmunogenicidad mejorada especialmente cuando se
inyectaban en diferentes sitios en el mismo ratdén, en comparacién con una mezcla de vectores de ADN inyectados
en el mismo sitio.

Los inventores proponen que diferentes formas de los antigenos desencadenan respuestas inmunes
cualitativamente diferentes. Por lo tanto, las combinaciones de antigenos aplicadas en diferentes sitios y también en
diferentes momentos, pueden aumentar respuesta inmune protectora. Los resultados hasta la fecha apoyan la
conclusién de que usar diferentes formas de ADN de forma secuencial o en combinaciones pero aplicadas en
diferentes sitios puede reproducir la buena inmunogenicidad obtenida con otras combinaciones de vacuna de
sensibilizacion-refuerzo. Esta sera una mejora drastica sobre los procedimientos existentes para vacunacién de ADN
en primates, que se ha mostrado que es ineficaz, especialmente para estimular la inmunidad humoral.

EJEMPLO 5

Inmunogenicidad de Vectores de ADN de Env de VIS y Gag de VIS en Macacos

Basandose en los datos anteriores que sugieren que las formas modificadas de los antigenos de VIH y VIS
mostraron diferentes respuestas inmunes después de vacunacion con ADN, los inventores estudiaron la
inmunogenicidad de tres vectores de vacuna de ADN diferentes para gag de VIS y env de VIS en 12 macacos. Los
ADN usados se muestran en la Tabla 1, a continuacién:

Tabla 1

Vectores de ADN de VIS

dag nombre completo
1 pb57gag SIVgagDX WT
3 MCP3gag SIVMCP3p39 extracelular
5 CATEgag SIVCATEp39 intracelular
env

2 gp160env pCMVkan/R-R-SIVgp160CTE WT
4 MCP3env pCMVkan/MCP3/SIVgp160CTE extracelular
6 CATEenv pCMVkan/CATE/SIVgp160CTE intracelular

Los vectores de gag de VIS son los mismos que los usados en los experimentos con ratones descritos en los
ejemplos previos anteriores. El vector parental SIVenv se ha descrito en la Solicitud de Patente N° de Serie
09/872.733, presentada el 1 de junio de 2001 como un ejemplo de un vector con altos niveles de expresion. El
diagrama esquematico y la secuencia de este vector se exponen en las Figuras 6 y 7 en este documento,
respectivamente. Los vectores de fusién en MCP3 y CATE contienen las mismas secuencias de MCP3 y CATE
descritas para los vectores de gag.

Se inmunizaron tres grupos de cuatro macacos virgenes (grupos 1, 2, 3) por via intramuscular con preparaciones de
ADN purificado en PBS como se muestra en la Tabla 2:
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Tabla 2
Inmunizacion con ADN

semana 0 4 12 24
Grupo1: (1,2 3,4 1,2,3,4 1,2,3,4 1,2,3,4
Grupo?2: [ 1,2,5,6 1,2,5,6 1,2,5,6 1,2,5,6
Grupo3: [1,2,3,4,56(1,2,3,456(1,2,3,456]|1,23,45,6
Grupo4: [ 5,6 5,6 3,4 3,4

Grupo 5: [ 1,2 1,2 1,2 1,2

Se inyectaron a los animales los ADN indicados. La cantidad total de ADN inyectado cada vez por animal se
mantuvo constante a 3 mg para gag y 3 mg para env. Se inyectd a los animales en sitios diferentes con los
diferentes ADN. Las inyecciones fueron por via intramuscular con el ADN suministrado en PBS a 1 mg/ml. Los sitios
de inyecciones fueron anatémicamente separados para los diferentes ADN.

Ademas, se inmunizaron cuatro animales (grupo 4) en primer lugar con ADN 5y 6 (es decir, gag de CATE de VIS y
env de CATE de VIS) y posteriormente en las semanas 12 y 24 con los ADN 3 y 4 (es decir, gag de MCP3 de VIS y
env de MCP3 de VIS). Dos animales del grupo 5 recibieron los ADN que expresaban antigenos de tipo silvestre no
modificados para gag y env (1 y 2). Los animales de los grupos 4 y 5 se habian expuesto previamente a ADN de
VIH, pero eran virgenes para antigenos de VIS, lo que se verificd por ensayos inmunolégicos (mediciones de
anticuerpos y respuestas linfoproliferativas a estimulaciéon con antigeno especifico). A pesar de esto, los animales de
los grupos 4 y 5 mostraron respuestas tempranas a inyeccion con ADN de VIS, lo que indica una respuesta
anamnésica a antigenos de VIS. Por lo tanto, el experimento para los grupos 4 y 5 necesita repetirse con animales
virgenes para las conclusiones finales.

En momentos secuenciales durante la vacunacion se obtuvieron muestras de sangre y se analizaron con respecto a
la presencia de anticuerpos, respuestas linfoproliferativas y linfocitos T citotoxicos.

Las titulaciones de anticuerpo obtenidos para gag son como se muestra en la Tabla 3. Se muestra la reciproca de la
dilucién mas alta con mutacién positiva en ensayos de ELISA. Las células vacias indican reactividad de anticuerpos
por debajo de dilucion 1:50.

Estos resultados mostraron que la administracion de vector MCP3gag se asocia con respuesta de anticuerpo fuerte,
debido a que 8/8 (100%) de los animales que recibieron MCP3gag (en los Grupos 1y 3) desarrollaron anticuerpos
gag altos. Por el contrario, 3/6 (50%) de los animales no recibieron anticuerpos desarrollados con MCP3gag (en los
Grupos 2 y 5).

Las respuestas de linfocitos T citotdxicos especificos contra gag y env se evaluaron midiendo el numero de células
CD8 que producen IFNgamma o TNFalfa intracelular en presencia de grupos de péptidos sintéticos gag o env (15
unidades solapantes). Los valores obtenidos después de tres vacunaciones con ADN se muestran en las Figuras 4 y
5. Resulta interesante que la combinacién de tres vectores aumenté el nimero de células productoras de IFNgamma
especificas tras estimulacion con péptidos. Se concluyé que los animales que recibieron las tres formas de antigeno
mostraron respuesta de anticuerpo aumentada sin reducir la respuesta inmune celular. De hecho la respuesta
inmune celular también mostré respuesta inmune celular aumentada y los resultados mostraron diferencias
estadisticas significativas.

Estos datos indican el desarrollo de una respuesta inmune mas equilibrada que lo que se anticipaba previamente por
vacunacion con ADN en macacos, mediante la combinacion de diferentes formas antigénicas.

Las respuestas del grupo 4 (no mostrado anteriormente) también fueron elevadas (el 1,11% vy el 0,88% para gag y
env, respectivamente), pero esto necesita repetirse vacunando animales virgenes.

El mecanismo de esta inmunogenicidad aumentada por la combinacién de vectores de ADN necesita examinarse
adicionalmente. La expresion y secrecion de quimeras de antigeno de MCP-3 puede conducir a aumento de los
niveles de proteinas que estimulan eficazmente las respuestas inmunes humorales. La combinacion de diferentes
formas de antigeno también puede promover mejor activacion y coordinaciéon de células efectoras.

La Tabla 3 muestra respuesta de anticuerpo de gag de VIS para todos los grupos desde el momento de la primera
inmunizacion.
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Tabla 3
Titulaciones de Anticuerpo en Monos Vacunados con ADN de VIS (Grupos 1-5)
N° de semana
animal
3 4 6 8 12 13 14 24 25 26
Grupo1
WT+MCP  918L 50 50 800 3200 50 800 12800
3
919L 50 50 3200
921L 50 50 50 800
922L 800 3200 50 50 3200
Grupo2
WT+CATE 920L 200 800 50 50 50
923L 200 50 3200 3200
924L
925L
Grupo3
WT+MCP  926L 50 200 50 3200 3200
3 +CATE
927L 50 50 50
928L 50 800 50 50 3200
929L 50 200 50 3200 3200
Grupo4
CATE, 585L 800 800 3200 3200 800 3200 800 800 3200 3200
después
MCP3
587L 50 50 3200 3200 12800 3200 3200
626L 800 200 50 50 50 3200 3200
628L 50 50 3200
‘?V’T“p°5 715L 50 800 200 200 200 50 50 3200
716L 800
EJEMPLO 6

Uso de Acidos Nucleicos de la Invencion en Inmunoprofilaxis o Inmunoterapia

En terapia génica postnatal, se ha introducido nueva informacion genética en tejidos por medios indirectos tales
como retirar células diana del cuerpo, infectarlas con vectores virales que portan la nueva informacién genética y
reimplantarlas después en el cuerpo; o por medios directos tales como encapsulacion de informaciones de ADN en
liposomas; inmovilizacion de ADN en proteoliposomas que contienen proteinas receptoras de envoltura viral, co-
precipitacion de fosfato calcico con ADN; y acoplamiento de ADN con un complejo de vehiculo de glucoproteina-
polilisina. Ademas, también se ha descrito infectividad in vivo de secuencias de ADN viral clonadas después de
inyeccion intrahepatica directa con o sin formacion de co-precipitados de fosfato calcico. También se ha mostrado
que secuencias de ARNm que contienen elementos que potencian la estabilidad se traducen eficazmente en
embriones de Xenopus laevis, con el uso de vesiculas lipidicas catidnicas. Véase, por ejemplo, J.A. Wolff, et al.,
Science 247: 1465-1468 (1990) y referencias citadas en el mismo.

También se ha mostrado que la inyeccion de ARN o ADN puro directamente en musculo esquelético da como
resultado expresion significativa de genes dentro de las células musculares. J.A. Wolff, et al., Science 247: 1465-
1468 (1990). Forzar la introduccion de ARN o ADN en células musculares por otros medios tales como por
aceleracion de particulas (N. -S. Yang, et al. Proc. Natl. Acad. Sci. USA 87: 9568-9572 (1990); S.R. Williams et al.,
Proc. Natl. Acad. Sci. USA 88: 2726-2730 (1991)) o transduccién viral o electroporacién in vivo también deberia
permitir que el ADN o ARN se mantenga y exprese de forma estable. En los experimentos presentados en Wolff et
al., se usaron vectores de ARN o ADN para expresar genes indicadores en células de musculo esquelético de ratén,
especificamente células de los musculos del cuadriceps. La expresion proteica se detectd facilmente y no se requirié
sistema de suministro especial para estos efectos. También se obtuvo expresion de polinucleétidos cuando la
composicion y volumen del fluido de inyeccion y el método de inyeccidon se modificaron con respecto al protocolo
descrito. Por ejemplo, se notific6 que se habia observado actividad de enzima indicadora con 10 a 100 ni de
soluciones de sacarosa hipotonicas, isoténicas e hiperténicas, Opti-MEM, o soluciones de sacarosa que contenian
CaCl; 2 mM y también que se habia observado cuando se realizaron inyecciones de 10- a 100- ni durante 20
minutos con una bomba en lugar de en un periodo de 1 minuto.

La actividad enzimatica de la proteina codificada por el gen indicador también se detectdé en musculo abdominal
inyectado con vectores de ARN o ADN, que indica que otros musculos pueden captar y expresar los polinucleétidos.
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También se detectaron cantidades bajas de enzima indicadora en otros tejidos (higado, bazo, piel, pulmén, cerebro y
sangre) inyectados con los vectores de ARN y ADN. También se ha demostrado que ADN plasmidico inyectado por
via intramuscular se expresa de forma estable en musculo de primate no humano. S. Jiao et al., Hum. Gene Therapy
3:21-33 (1992).

Se ha propuesto que la transferencia directa de genes en musculo humano in_situ puede tener varias aplicaciones
clinicas potenciales. El musculo es potencialmente un tejido adecuado para la expresion heteréloga de un transgen
que modificaria las patologias en las que no esta implicado de forma principal el musculo, ademas de en las que si.
Por ejemplo, el tejido muscular podria usarse para la expresion heterdloga de proteinas que pueden inmunizar,
secretarse en la sangre o eliminar un metabolito téxico en circulacién. El uso de ARN y un tejido al que puede
accederse de forma repetitiva podria ser util para un tipo reversible de transferencia génica, administrada de forma
muy parecida a los tratamientos farmacéuticos convencionales. Véase .A. Wolff, et al., Science 247: 1465-1468
(1990) y S. Jiao et al., Hum. Gene Therapy 3: 21-33 (1992).

Se ha propuesto por J.A. Wolff et al., mencionado anteriormente, que la expresiéon intracelular de genes que
codifican antigenos podria proporcionar enfoques alternativos al desarrollo de vacunas. Esta hipotesis se ha
apoyado por un informe reciente de que el ADN transgénico que codifica nucleoproteina de gripe A inyectado en el
cuadriceps de ratones BALB/c dio como resultado la generacion de linfocitos T citotéxicos (CTL) especificos de
nucleoproteina de gripe A y proteccion de una presentacion posterior con una cepa heteréloga de virus de la gripe A,
como se mide por titulaciones virales en pulmén reducidas, inhibicion de pérdida de masa y aumento de la
supervivencia. J. B. Ulmer et al., Science 259: 1745-1749 (1993).

Por lo tanto, parece que la inyeccién directa de vectores de ARN o ADN que codifican el antigeno viral puede usarse
para expresion endégena del antigeno para generar el antigeno viral para presentacién al sistema inmune sin
necesidad de agentes de auto-replicacion o adyuvantes, dando como resultado la generacion de CTL especificos del
antigeno y proteccion de una presentacion posterior con una cepa homologa o heterdloga de virus.

Los CTL tanto en ratones como en seres humanos son capaces de reconocer epitopos derivados de proteinas
virales internas conservadas y se cree que son importantes en la respuesta inmune contra virus. Por reconocimiento
de epitopos a partir de proteinas virales conservadas, los CTL pueden proporcionar proteccién entre cepas. Los CTL
especificos para antigenos virales conservados pueden responder a diferentes cepas de virus, a diferencia de los
anticuerpos, que son generalmente especificos de cepa.

Por lo tanto, la inyeccién directa de ARN o ADN que codifica el antigeno viral tiene la ventaja de no tener algunas de
las limitaciones de los vectores virales o de suministro peptidico directo. Véase J.A. Ulmer et al., anteriormente
mencionado y los analisis y referencias en la misma. Ademas, la generacion de anticuerpos de titulacion alta para
proteinas expresadas después de inyeccion de ADN indican que este puede ser un medio facil y eficaz para
preparar vacunas basadas en anticuerpo dirigidas hacia antigenos conservados o no conservados, de forma
separada o en combinacion con vacunas de CTL dirigidas a antigenos conservados. Estas también pueden usarse
con vacunas peptidicas tradicionales, para la generacién de vacunas de combinacion. Ademas, debido a que la
expresion proteica se mantiene después de la inyeccion de ADN, la persistencia de memoria de linfocitos By T
puede potenciarse, suscitando de este modo inmunidad mediada por células y tumoral de larga duracion.

Vectores para la inmunoprofilaxis o inmunoterapia contra VIH-1

En una realizacion descrita en este documento los acidos nucleicos de la invencion se insertaran en vectores de
expresiéon que contienen casetes de expresion independiente de REV usando un promotor constitutivo fuerte tal
como CMV o RSV, o un promotor inducible tal como VIH-1.

El vector se introducira en animales o seres humanos en un vehiculo farmacéuticamente aceptable usando una de
varias técnicas tales como inyeccién de ADN directamente en tejidos humanos; electroporacion (in vivo o ex vivo) o
transfeccion del ADN en células humanas primarias en cultivo (ex vivo), seleccién de células con respecto a
propiedades deseadas y reintroduccion de tales células en el cuerpo (dicha seleccion puede ser para la
recombinacion homologa exitosa del ADN entrante a una regién gendmica preseleccionada apropiada); generacién
de particulas infecciosas que contienen el gen gag, infeccion de células ex vivo y reintroduccion de tales células en
el cuerpo; o infeccién directa por dichas particulas in vivo.

Se produciran niveles de proteina sustanciales (y se degradaran rapidamente en situaciones en las que sean parte
de la proteina codificada secuencias de desestabilizacion) lo que conduce a una estimulacion eficaz del sistema
inmune.

En otra realizacion descrita en este documento, las construcciones descritas se modificaran para expresar proteinas
Gag mutadas que son incapaces de participar en la formacién de particulas virales. Se espera que tales proteinas
Gag estimulen el sistema inmune en el mismo grado que la proteina Gag de tipo silvestre, pero sean incapaces de
contribuir a produccién de VIH-1 aumentada. Esta modificacién deberia dar como resultado vectores mas seguros
para inmunoterapia e inmunoprofilaxis.
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secuencias de inestabilidad/inhibidoras puede modificarse de acuerdo con los métodos ejemplificados o sus
equivalentes funcionales.

Se pretende que las modificaciones de los modos anteriormente descritos para llevar a cabo la invencién que sean

obvios para los expertos en los campos de ingenieria genética, virologia, inmunologia, medicina y campos
relacionados estén dentro del alcance de las siguientes reivindicaciones.
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REIVINDICACIONES
1. Una composicion que comprende uno 0 mas vectores que expresan:

(i) una construccion de acido nucleico que contiene secuencias de nucleétidos que codifican una proteina de
fusién que comprende una secuencia de aminoacidos desestabilizante que dirige la proteina a la ruta de
degradacion de proteasoma-ubiquitina unida covalentemente a un antigeno, en la que la inmonogenicidad del
antigeno aumenta por la presencia de la secuencia de aminoacidos desestabilizadora, y

(ii) una construccién de acido nucleico que codifica una proteina de fusidon secretada que comprende una
secuencia de aminoacidos de quimiocina MCP-3 unida covalentemente al antigeno, en la que la
inmonogenicidad del antigeno aumenta por la presencia de la secuencia de aminoacidos de quimiocina MCP-3.

2. Una composicién de la reivindicacién 1, en la que la secuencia de aminoacidos desestabilizadora de (i) esta
presente en una secuencia de aminoacidos que se selecciona entre el grupo que consiste en c-Myc aa2-120; Ciclina
A aa13-91; Ciclina B 10-95; Clclina B aa13-91; IkBa aa20-45; b-Catenina aa19-44; c-Jun aa1-67 y c-Mos aa1-35.

3. Una composicion de la reivindicacion 1, en la que la secuencia desestabilizadora se selecciona entre el grupo que
consiste en c-Mos aa1-35; ciclina B aa 10-95; b-catenina 19-44 y b-catenina 18-47.

4. Una composicion de la reivindicacion 1, en la que la secuencia desestabilizadora se selecciona entre b-catenina
19-44 y b-catenina 18-47.

5. Una composicion de una cualquiera de las reivindicaciones precedentes, en la que la secuencia de aminoacidos
de quimiocina MCP-3 es los aminoacidos de MCP-3 33-109 6 1-109.

6. Una composicion de una cualquiera de las reivindicaciones precedentes, en la que el antigeno es un antigeno
asociado a enfermedad.

7. Una composicion de la reivindicacion 6, en la que el antigeno asociado a enfermedad se selecciona entre el grupo
que consiste en antigeno asociado a tumor, antigeno asociado a enfermedad autoinmune, antigeno asociado a
enfermedad infecciosa, antigeno viral, antigeno parasitario y antigeno bacteriano.

8. Una composicién de la reivindicacion 7, en la que el antigeno viral es un antigeno de VIH.

9. Una composicioén de la reivindicacion 8, en la que dicho antigeno de VIH se selecciona entre el grupo que consiste
en Gag, Env, Pol, Nef, Vpr, Vpu, Vif, Tat y Rev.

10. Una composiciéon de la reivindicacion 6, en la que el antigeno asociado a enfermedad comprende fragmentos
antigénicos de Gag-Pol-Tat-Rev-Nef o Tat-Rev-Env-Nef de VIH unidos entre si, no necesariamente en ese orden.

11. Una composicién de la reivindicaciéon 1, en la que la construcciéon de acido nucleico que codifica la proteina de
fusién secretada se selecciona entre el grupo que consiste en (a) una construccion que comprende una secuencia
que codifica p37 gag de VIH, una secuencia de quimiocina MCP-3 y una secuencia de IP10 y (b) una construccién
que comprende una secuencia que codifica p39 gag de VIS, una secuencia de quimiocina MCP-3 y una secuencia
lider de IP10.

12. Una composicion de la reivindicacién 1 que comprende:

(i) uno o mas vectores que codifican Gag de tipo silvestre, Gag unido a los aminoacidos 33-19 de MCP-3
unidos a péptido secretor IP-10 MNPSAAVIFCLILLGLSGTQ y Gag unido a los aminoacidos 18-47 de b-
catenina; o

(ii) uno o mas vectores que codifican Env de tipo silvestre, Env unida a los aminoacidos 33-109 de MCP-3
unidos a péptido secretor IP-10 MNPSAAVIFCLILLGLSGTQ y Env unido a los aminoacidos 18-47 de b-
catenina.

13. Una composicion de una cualquiera de las reivindicaciones precedentes, en la que el uno o mas vectores estan
contenidos en particulas virales.

14. Una composicién farmacéutica que comprende uno o mas vectores como se definen en una cualquiera de las
reivindicaciones 1 a 12 y un vehiculo farmacéuticamente aceptable.

15. Una composicidon farmacéutica de la reivindicaciéon 14 para su uso en la induccién de anticuerpos en un

mamifero en la que dichas construcciones de acido nucleico estan presentes en dicha composicién en una cantidad
que es eficaz para inducir dichos anticuerpos en dicho mamifero.
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16. Una composicion farmacéutica de la reivindicacién 14 para su uso en la induccion de linfocitos T citotoxicos y/o
inductores auxiliares en un mamifero en el que dichas construcciones de acido nucleico estan presentes en dicha
composicion en una cantidad que es eficaz para inducir linfocitos T citotdxicos y/o inductores auxiliares en dicho
mamifero.

17. Una composicion de vacuna para su uso en induccién de inmunidad en un mamifero contra infeccion por VIH
que comprende una cantidad terapéuticamente eficaz de uno o mas vectores como se define en una cualquiera de
las reivindicaciones 8 a 12 y un vehiculo farmacéuticamente aceptable.

18. Una composiciéon farmacéutica que comprende particulas virales como se define en la reivindicacion 13.

19. Una composicion farmacéutica de la reivindicacion 14 6 18 para su uso en la estimulacién de una respuesta
inmune contra un antigeno.

20. Una composicion de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 13 para su uso en la vacunaciéon de un mamifero
induciendo anticuerpos en el mamifero, en la que dichos vectores estan presentes en una cantidad que es eficaz
para inducir dichos anticuerpos en dicho mamifero.

21. Una composicion de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 13 para su uso en la vacunaciéon de un mamifero
induciendo linfocitos T citotoxicos y/o inductores auxiliares en el mamifero, en la que dichos vectores estan
presentes en una cantidad que es eficaz para inducir linfocitos T citotdxicos y/o inductores auxiliares en dicho
mamifero.

22. Un kit que comprende uno o mas vectores como se define en una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 12.

23. Un primer vector para su uso en un método para vacunar a un mamifero induciendo anticuerpos, o linfocitos
citotoxicos y/o inductores auxiliares, en el que dicho método comprende adicionalmente administracién de un
segundo vector,

en el que uno de los vectores expresa una construcciéon de acido nucleico que contiene secuencias de nucleétidos
que codifican una proteina de fusién que comprende una secuencia de aminoacidos desestabilizadora que dirige la
proteina a la ruta de degradacion de proteasoma-ubiquitina unida covalentemente a un antigeno en el que la
inmunogenicidad del antigeno aumenta por la presencia de la secuencia de aminoacidos desestabilizadora; y

el otro vector expresa una construccién de acido nucleico que codifica una proteina de fusién secretada que
comprende una secuencia de aminoacidos de quimiocina MCP-3 unida covalentemente al antigeno, en la que la
inmunogenicidad del antigeno aumenta por la presencia de la secuencia de aminoacidos de quimiocina MCP-3.

24. El primer vector para su uso en el método de la reivindicacién 23, en el que en dicho vector que expresa una
construcciéon de acido nucleico que contiene secuencias de nucledtidos que codifican una proteina de fusién que
comprende una secuencia de aminoacidos desestabilizadora, dicha secuencia de aminoacidos desestabilizadora se
selecciona entre el grupo que consiste en c-Myc aa2-120; Ciclina A aa13-91; Ciclina B 10-95; Ciclina B aa13-91;
IkBa aa20-45; b-Catenina aa19-44; c-Jun aa1-67; y c-Mos aa1-35.

25. El primer vector para su uso en el método de la reivindicacion 23 6 24 en el que dicho vector se administra en el
mismo sitio que el segundo vector.

26. El primer vector para su uso en el método de la reivindicacion 23 6 24 en el que dicho vector se administra en un
sitio diferente del segundo vector.

27. El primer vector para su uso en el método de la reivindicacion 23 6 24 en el que dicho vector se administra a la
vez que el segundo vector.

28. El primer vector para su uso en el método de la reivindicacion 23 6 24 en el que dicho vector se administra en un
momento diferente del segundo vector.

29. El primer vector para su uso en el método de la reivindicacion 23 6 24 en el que el antigeno es un antigeno de
VIH.

30. El primer vector para su uso en el método de la reivindicacion 23 6 24 en el que el antigeno es gag de VIH.
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BsrGl (37)

1 CCTGGCCATTGCATACGTTGTATCCATATCATAATATGTACATTTATATIGGCTCATGTCCAACATTACCGOCATGTTGA
81 CATTGATTATIGACTAGTTATTAATAGTARTCAATTACGGGGTCATTAGTTCATAGOCCATATATGGAGTTCCGCOGTTAC
161 ATAACTTACGGTARATGGCCCGCCTGGCTGACCGCOCAACGACCCOCGCCCATTGACGTCAATAATGACGTATGTTCCCA
241 TAGTARCGCCAATAGGGACTTTCCATIGACGICAATGGGTGGAGTAT TTACGGTAAACTGCCCACTTGGCAGTACATCAR
321 GTGTATCATATGOCAAGTACGOCCCCTATTGACGTCAATGACGETAAATGGOCCGCCTGGCATTATGCOCAGTACATGAC

SnaBl (432
401 mrmmmmmin&mmmmmmmmmm
481 TCAATGGGOGTGGATAGOGGTTTGACTCACGGGGATTTOCAAGTCTCCACCCCATIGACGTCARTGGGAGTTIGTTTIGG
561 CACCAAAATCAACGGGACTTTCCAAAATGTCGTAACAACTCCGCCCCATIGACGCAAATGGGCGGTAGGCGTGTACGGTG
641 GGAGGICTATATAAGCAGAGCTCGTTTAGTGAACCGICAGATCGCCIGGAGACGOCATCCACGCTGTITIGACCTCCATA

721 GARGACACCGGGACCOGATCCAGCCTCCGCGGGCOGOGCTAAGTATGGGATGTCTTGGGAATCAGCTGCTTATCGOCATCT

1PMet Gl yCysLeuGl yAsnGi nLeuLeul IeAl alleL
801 TGCTTTTAAGIGICTATGGGATCTATIGTACTCTATATGICACAGTCT TTTATGGTGTACCAGCTTGGAGGAATGCGACA

13P guleuLlouSer Val TyrGly i 1eTyrCysThr LeuTyrVal Thr Val PheTyrG yVal ProAl aTrpArgAsnAi aThr
881 ATTCOCCTCTTTITGTGCAACCAAGAATAGGGATACTTIGGGGARCAACTCAGTGOCTACCAGATAATGGTGATTATTCAGA

40P 1 | eProLleuPheCysAlaThr LysAsnArgAspThr TrpGl yThr Thr Gl nCysLeuProAspAsnGl yAspTyrSer
961 AGIGGCCCTTAATGTTACAGARAGCTITGATGCCTGGAATARTACAGTCACAGARCAGGCAATAGAGGATGTATGGCARC

66r uvalAlaLevAsnVal Thr Gt uSer PheAspAl aTrpAsnAsnThr Val Thr G uGinAlal 1 eGl uAspVal TrpGinL
1041 TCTTIGAGACCTCAATAAAGCCTIGIGTAAARTTATCCCCATTATGCATTACTATGAGATGCAATAARAGTGAGACAGAT

93P euPheGluThr Ser | leLysProCysVal LysLeuSer ProLeuCys| leThrMetArgCysAsnLysSer GluThrAsp
1121 AGATGGGGATTGACAAAATCARTARCAACAACAGCATCAACAACATCAACGACAGCATCAGCAARAGTAGACATGGTCAR

1200 A ¢rgTrpGl yLeuThr LysSer | | aThr Thr Thr Al aSer Thr Thr Ser Thr Thr Al aSer Al aLysValAspMet ValAs
1201 TGAGACTAGTICTIGIATAGCCCAGGATAATTIGCACAGGCTIGGAACAAGAGCAAATGATAAGCTGTARATTCARCATGA

146* nGl uThr Ser SerCys | | eAl aGl nAspAsnCysThr Gl yLeuGl uGl nGl uGl nMet | 1 eSer CysLysPheAsnMet T
Psil {1329)
12081 CAGGGTTAAAAAGAGACAAGARARAAGACTACAATGAACTIGGTACTCTGCAGATTTGGTATGTGAACAAGGGAATAAC

1730 hr Gl yLeuLysArgAspLysLysLysGl uTyrAsnGluThr TrpTyrSer Al aAspleuVal CysGl uGl nGl yAsnAsn
1361 ACTGGIAATGAAAGTAGATGTITACATGAACCACTGTAACACTICTGT TATCCARGAGTCTTIGTGACAAACATTATTGGGA

200P Thr Gl yAsnGl uSer ArgCysTyrMetAsnHi sCysAsnThr Sar Val § | @Gl nGl uSer CysAspLysHIsTyrTrpAs
1441 TGCTATTAGATTIAGGIATIGIGCACCTCCAGGT TATGCTTTGCTTAGATGTAATGACACAAATTATTCAGGCTTTATGC

226k pAlalleArgPheArgTyrCysAl aProP roGl y TyrAl aLeuLeuArgCysAsnAspThrAsnTyrSer Gl yPheMat P
1521 CTAAATGITCTARGGIGGTGGTCTICT TCATGCACARGGATGATGGAGACACAGACTTICTACTIGGTITGGCTTTAATGGA

253P roLysCysSerLysVal Val Val Ser Ser Cys Thr A rgMetMet Gl uThr Gi nThr Ser Thr TrpPheGl yPheAsnGl y
1601 ACTAGRGCAGAAARTAGARCTTAIATITACTGGCATGGTAGGGATRATAGGACTATARTTAGTITARATAAGTATTATAR

280" ThrArgAl aGl uASnAIgTE Tyrl | o TyrT rpHl 5G yA rgAspAsnArgThr | 1611 eSer LeuAsnLysTyrTyrAs
1681 TCTAACAATGAAATGTAGAAGACCAGGAAATAAGACAGTTTTACCAGTCACCATTATGTCTGGATTGGTTTTCCACTCAC

306P nLeuThrMetLysCysArgArgProGl yAsnLysThr Val LeuProVal Thr | | eMetSer Gl yLeuVal PheHi sSer G
Xeml (Y778)

1761 AACCAATCAATGATAGGCCAAAGCAGGCATGGIGTIGGTTIGGAGGARAATGGAAGGATGCAATARARGAGGTGARGCAG

3330 inProll eAsnAspArgProLysGi nAl aT rpCysT rpPheGl yGl yLysTrplysAspAlal lelysGluValLysGin

1841 ACCATTGTCRAACATOCCAGGTATACTGGARCTARCAATACTGATAARATCARTT TGACGGCTCCTGGAGGAGGRAGATCC

360P ThrileValLysHisProArgTyrThr Gl yThrAsnAsnThrAsplys| | eAsnLeuThr Al.aProGl yGl yGi yAspPr
1921 GGAAGTTACCTTCATGTGGACAAATIGCAGAGGAGAGT TCCTCTACTGTARARTGAATTGGTTTCTARAATIGGGTAGAAG

386 oGl uVal Thr PheMet TrpThrAsnCysArgG yGl uPheLeuTyrCysLysMetAsnTrpPheLeuAsnT rpval GluA
2001 ATAGGAATACAGCTAACCAGAAGCCAARGGRACAGCATAARAGGAATTACGTGCCATGTCATATTAGACARATAATCAARC

413P spArgAsnThr Al aAsnGlnLysProLysGl uGl nHi eLys ArgAsnTyrVal ProCysHis110ArgGinll el 1 eAsn

FIG. 7-l
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(2134)
2081 ACTTGGCATAAAGTAGGCAAAAATGTTTATTTGOCTCCAMGAGAGGGAGACCTCACGTGTAACTCCACAGTGACCAGTCT

4400 Thr TrpHi sLyeVal Gl yLysAsnVal TyrLeuProP roArgGl u@ yAspLeuThr CysAsnSer Thr Val Thr Ser Le
2161 CATAGCAAACATAGATTGGATTGATGGAAACCARAC TAATATCACCATGAGTGCAGAGGTGGCAGRACTGTATCGATTGG

4660 ulleAleAsni 1 eAepTrpl i eAspGl yAsn@ nThrAsn! | eThr Met Ser Al aGl uVe!Al aGl uLeuTyrArgleuG
2241 AATTGGGAGATTATAAATTAGTAGAGATCACTCCAATTGGCTTGGCOCOCACAGATGTGAAGAGGTACACTACTGGTGGC

493" luLeuGi yAspTyrLysLeuVal Glul leThr Prol| eGl yLevAl aProThrAspVal LysArgTyrThr Thr GlyGly

BspM! (2378)
2321 ACCTCAAGAAATAARAGAGGGGTCTTTGTGCTAGGGTTCTTGGGTTTTCTCGCARCGGCAGG

5209 Thr SerArgAsnLys ArgGlyVal PheVal LeuGl yPheLeu@l yPhelLeuAl aThr Al aGl ySer Al aMe t Gi yAl aA)
2401 CAGOCTGACCCTCACGGCACAGTCCOGAACTTTATTGGCTGGGATAGTCCAACAGCAGCAACAGCTGTTGGACGTGGTCA

S46P aSer LeuThr LeuThr Al aGl nSer A rgThr LeuLeuAl aGly | 1 eVal G nGi nGI nGl nGi nLeulLeuvAspVal Vail L
Eam1105| (2502)
2481 AGAGACAACARGAATTGTTGCGACTGACCGICTGGGGAACARAGAACCTCCAGACTAGGETCACTGOCATCGAGARGTAC

573P ysArgGi nGl nGl uLeuLeuArgLeuThr Val T rpGl yThr LysAsnLeuGI nThrArgVal Thr Al al leGl uLysTyr

2561 TTAAAGGACCAGGOGCAGCTGAATGCTTGGGGATGIGCGT TTAGACARGTCTGOCACACTACTGTAOCATGGCCARATGC
L]

600P LeuLysAspGl nAl aGl nLeuAsnAl aT rpGl yCysAl aPhsArgGi nVal CysHisThr Thr Val ProT rpP roAsnAl

2641 AAGTCTAACACCAAAGTGGAACAATGAGACT TGGCAAGAGTGGGAGOGARMAGGTTGACTTCTTGGAAGARRATATAACKG

626¥ aSer LeuThr ProLysT rpAsnAsnG uThr T rpGlnGl uT rpGl uArgLysValAspPhaleuGluG uAsntieThr A
2721 COCTCCTAGAGGAGGCACARATTCAACAAGAGAAGARCATGTATGAATTACAAAAGTTGAATAGCTGGGATGTGTTIGGC

6510 1 aLeuleuGi UG UAlaGIn| | eG nGI NGl uLysAsnMet TyrGluLeuGl nLysLeuAsnSer TrpAspVal PheGly
2801 AATTGGTITGACCTTGCTICTIGGATARAGTATATACAATATGGAGTTIATATAGITGTAGGAGTARTACTGITARGAAT

680P AsnT rpPheAspleuAl aSer TrplleLysTyrl | eGinTyrGlyVal TyrlleValVal GlyVal I lsLeuleuArg!|
2881 AGTGATCTATATAGTACAAATGCTAGCTAAGTTAAGGCAGGGGTATAGGCCAGIGT ICTCTTCCOCACCCTCTIATTICC

706*eVal l1aTyrl | eVal GinMetLeuAl alysLeuArgGl nGl yTyrArgProVal PheSer Ser ProProSer TyrPheG

733% I nGinThrHis | | eGl nG nAspProAl aLeuP reThr A rgGl uGl yLysGl uArgAspGl yGI yGl uGl yGl yGl yAsn
3041 AGCTCCTGGOCTIGGCAGATAGAATATATOCAC TTTCTIATICGTCAGCT TATTAGRCTCT TGACT TGGCTATTCAGTAA

760P Ser Ser TrpProTrpGinl leGl uTyrl | eMi sPheLeu! | eArgGinLeu!l eArgLeuLeuThr TrpLeuPheSerAs
3121 CIGTAGGACTTIGCTATCGAGAGTATACCAGATOCTCCAACCARTACTCCAGAGGCTCTCTGOGACCCTACAGAGGATTC

786 nCysArgThr LeuLeuSer ArgVal TyrGinll eLeuGi nFroll eLeuGi nArgleuSer Al aThr LeuGInArgl 1 oA
Bsu38l (3208)
3201 GAGAARGTOCTCAGGACTGAACTGACCTACCTACAATATGGGTGGAGCTATTTOCATGAGGOGGTCCAGGCCGTCTGGAGA

B13%rgGluValLeuArgThr GluLeuThr TyrleuGl nTyrQ! y TrpSer TyrPhaHi sGl uAl aVal G nAl aVal TrpArg
3281 TCTGCGACAGAGACTCTIGOGGGCGCETGGGGAGRC TTATGGGAGACTCTTAGGAGRGGTGGAAGATGGATACTOGCAAT

840¥ Ser Al aThr Gl uThr LeuAl aGl yAl aT rpGl yAspLeuT rpGluThr LeuArgArgG yGlyArgTrpll eLeuAl al )
BamH! (3418)
EcoRl (3412)
3361 CCOCCAGGAGGATTAGACAAGGGCTTGAGCTCACTCTCT TG TGAGGGACAGAGRATTOGGATCCact agt tet agaCTCGA
_
866P eProArgArgl 1 eArgGl nGl yLeuGl uLeuThr LeuLeu- = -
Eco47ill (3457)
3441 GGGEGEGOCOGETACGACCGC TTAGCTAGCTAGAGACCACCTCCCCTGOGAGCTARGCTGGALCAGCCARTGACGGGTARG

3521 AGAGTGACATTTTTCACTAACCTARGACAGGRGGGCOGTCAGAGCTACTGCC TARTCCAARGACGGGTARARGTGATARR

BstEll (3673)
3601 AATGTATCACTCCAACCTAAGACAGGOGCAGCTITCCGAGGGATTIGTCGTCTGTTTTATATATATT TAAAAGGGTGACCT

FIG. 7-2
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BsaBl (3740)
3681 GTCCGGAGCCGTGCTGCOCGRATGATGTCTTGGTCTAGACTOGAGGGGGGGCCCRG TACGAT CCAGRTCTGCTGTGCCTT

3761 CTAGTTGOCAGCCATCIGTIGTTIGOOCCTCOCCCGTGCCTICCTTGACCCTGGAAGGTGCCACTCCCACTGTCCTTTCE

3841 TAATAAAATGAGGAAATTGCATCGCATTGTCTGAGTAGGIGTCATTCTATTICTGEGGGGTGGGGTGGGGCAGCACAGCAA

Sphl (3948) Kpnl (3976)
3921 GGGGGAGGATTGGGAAGACAATAGCAGGCATGCTGGGEATGCGETGGECTCTATGGGTACCCAGGTGCTGAAGARTTGAC

BstX| (4080)
4001 CCGGTTCCTCCTGGEOCAGAAAGARGCAGGCACATCCCCTTCTCTGTGACACACCCTGTCCACGCOOCTGGTICTTAGTT

4081 CCAGCCCCACTCATAGGACACTCATAGCTCAGGAGGGCTCCGCCTTCAATCCCACCCGCTARAGTACTIGGAGCGGTCTC

4161 TCCCTCCCICATCAGCCCACCAAACCARACCTAGCCTCCAAGAGTGGGAAGAARTTAAAGCAAGATAGGCTATTAAGTGC

Xmnl (4293)
4241 Acmmmmmmmmmmmmm&mmm

4321 CTCGCTGOGCTOGGIOGT TOGGCTGOGGCGAGCGGTATCAGCTCACTCAAAGGOGGTAATAOGGTTATCCACAGARTCAG
4401 GGGATAACGCAGGAAAGAACATGTGAGCARAAGGCCAGCAAMGGCCAGGARCCGTAAARAGGCCGCGTIGCTGGCGTTT
4481 TICCATAGGCTCCGOOCOCCTGACGAGCATCACAAAARTCGACGC TCARGTCAGAGGTGGOGARACCOGACAGGACTATA
4561 AAGATACCAGGCGT I TOOCOCTGGAAGC TOCCTOG TGOGCTCTCCTG T TCOGACCCTGOOGCT TACCGGATACCTGTCCG
4641 CCTTICTCOCTTCGEGAAGCG TGGOGCTTTCTCARTGCTCACGC TG TAGGTATCTCAGTTCGGTGTAGGTOGTICOGCTCC
4721 ARGCTGGGCTGTGTGCACGAACCOCCCG T TCAGOCCGACCGCTROGCC T TATCOGGTAACTATCGTCTTGAGTCCARCCC
4801 GGTAAGACACGACTIATCGOCACTGGCAGCAGOCACTOGTARCAGGATTAGCAGAGOGAGGTATGTAGGCGGTGCTACAG
4881 AGITCITGAAGTGGIGGCCTAACTACGGCTACACTAGAAGGACAGTATI TGGTATCTGOGCTCTGCTGRAGCCAGTTACC
4961 TTCGGAARAAGAGTIGGIAGCTCTTGATCCGGCARACRAACCACCGCTGGTAGCGETGGTTITITIGTTIGCARGCAGCA
5041 GATTACGCGCAGAAAAAAAGGATCTCARGAAGATCCTITGATCITITCTACGGGGTCTGACCCTCAGTOGAACGAAMACT
5121 CACGTITAAGGGATTITGGTCATGAGATTATCAAARAGGATCTICACCTAGATCCTTTTAAATTARARATGAAGTTTTAAR
5201 TCAATCTARAGTATATATGAGTARACTTGGTCTGACAGTTACCAATGCTTAATCAGTGAGGCALCTATCTCAGOGATCTG
5281 TCTATTIICGIICATOCATAGT TGCCTGACTOCGGGGEEGEGEEECGCTGAGGTCTGCCICGTGAAGARGGTGTIGCTGAC

5361 TCATACCAGGOCTGAATCGCCCCATCATCCAGCCAGAAAGTGAGGGRGCCACGETTGATGAGAGCTTIGITGTAGGTGGA
5441 CCAGITGGIGATTITIGAARCITITGCTTIGOCACGGAACGG TCTGOGT TGICGGGARGATGOGTGATCTGATCCTICAACT
5521 CAGCAAAAGTTCGATITAT ICAACAAAGOOGOCGTCOOGTCAAGTCAGOSTAATGCTCTGOCAG TG ITACAACCAATTAA
5601 CCAATTCTGATIAGARAARCTCATOGAGCATCAAATGAAACTCCAATTTATICATATCAGGATTATCAATAOCATATTIT

) 2714PhePheG vAspLeuMetLeuHl sPheGl nLeulLysAsnMeiAspP roAsnAspl 1 eGl yTyrLysG

- 5681

TGAAAAAGCCGT T TC TGTAATGARGGAGAARACTCACOGAGGCAG TICCATAGGATGGCARGATCCTIGGTATCGGICTGE
2484 nPheLeuvArglLysGinLeuSer ProSer PheG uGl yLeuCysAsnTrpLeul | #Al aLeuAspGIinTyrArgAspAl a
5761 GATICCGACTCGTCCAACATCAATACAACCTATTAATTTCCCCTCGTCAAAARTAAGGTTATCAAGTGAGARATCACCAT

22241 1eG yVelArgG yValAspl | eCysGl y1 | eLeulysGl yGl uAspPhel | eLeuAsnAspleuSer PheAspGl yHi
5841 GAGTGACGACTGAATCOGGTGAGAATGGCAAAAGCTTA

TGCATTTCTTTCCAGACT TGTTCAACAGGCCAGCCATTACGC
19548 Thr Val Val SerAspProSer PheProLeuLeulysHi sMetGluLysT rpVa!l Gl nGl uVal ProT rpGl yAsnArgG
Pvul (5993)

Sgft (5992)

5621 TCGTCATCAAAATCACTCGCATCAACCARACCGI TATTCATICGTGATTGCGUCTGAGCGAGACGARATACGUGATOGCT
1684 | uAspAspPheAspSer Al aAspVal LeuGl yAsnAsnMetArgSer Gi nAl aGi nA) aLeuArgPheValArgAspSer

BarFl (6036) Sspl (6067)
6001 GTTAAAAGGACAATTACRAACAGGAATCGAATGCAACCGGCGCAGGAACACTGOCAGCGCATCAACAATATTTTCACCTG
1424AsnPheProCysAsnCysVal Proll eSer HisLevArgArgLeuPheValAl aLeuAl rAspVal | | 0AsnGl uGl ySe
Smal (§118)

6081 AATCAGGATATTCTICTAATACCTGGAATGCTGT T T TCCOGGGEATCGCAGTCGGTGAGTAACCATGCATCATCAGGAGTA
1154¢rAspProTyrGiuGluLeuVal Gl nPheAl aThr LysGl yProl | Al aThr Thr LeuLeuT rpAl aAspAspProThr A
6161 CGGATAAAATGCTTGATGGTCGGAAGAGGCATARAT TCOGTCAGCCAGT TTAGTCTGRCCATCTCATCTGTARCATCATT
884rg! |l efheHisLyst | eThr ProleuProMat PheGl uThr LeuTrpAsnLeuArgValMat Gl uAspThr ValAspAsn

6241 GGCARCGCTACCTTTIGCCATGT I TCAGAAACAACTCTGGOGCATCEGGCTTCCCATACARTCGATAGATTGTOGCACCTG
624AlaVal Ser Gl yLysGl yHi sLysLesuPheLeuGl uProAl aAspProlysGl yTyrLeuArgTyri 1 eThr Al aGl ySe

Nrul (6335) :

6321 ATTGCCCGACATTATCGOGAGCCCATTTATACCCATATARATCAGCATCCATGTIGGAAT T TAATCGOGGCCTOGAGCAR

3541 GInGi yValAsnAspArgAl aTrplysT yrGl y Ty rLeuAspAi aAspMatAsnSerAsnLeuvArgProArgSer CysS

6401 GACGTTTCOCGTIGAATATGGCTCATARCACCCCTTIGTATTACTGT T TATGTARGCAGACAGT TITATIGTI ICATGATGA

84or Thr G uArgGinl | eHi sSerMat
Dralll (8523)
6481 TATATITTITATCTITGIGCARTGTAACATCAGAGATTTIGAGACACAACGTGGCTTTOCCOCOCCOCCCATTATIGARGCA
6561 TITATCAGGGTTATIGICTCATGAGOGGATACATATT TGAATGTATTTAGAAAAATAAACAAATAGGGGTTOCGCGCACA

FIG. 7-3
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TTTCCOCGAAAAGTGCCAC TTATCATGACATTAACCTATARANATAGGOGTATCACGAG
GOCCTTTCGTCTCGCGCGTTTORGTGA TGCAGCTCCOGGAGACGGTCACAGCTTGTC
TGTAAGCGGA

T

GOGGCATCAGAGCAGAT TG TACTGAGAGTGCACCATATGOGG TG TGAMATACCGCACAGATGCG TAAGGAGAARATACCG

CATCAGATIGGCTATIGG

FIG. 7-4
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