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DESCRIPCION
Métodos y composiciones para inducir una respuesta inmune frente a VIH y modelos para ensayo
ANTECEDENTES

El sindrome de inmunodeficiencia adquirida (SIDA) es una amenaza sanitaria importante en todo el mundo. El VIH
es la causa principal de SIDA. Hasta la fecha, no existen vacunas eficaces para el SIDA. Por estas razones, se
estan haciendo grandes esfuerzos para crear vacunas y modelos adecuados para ensayar las vacunas. Una diana
de las vacunas terapéuticas es la proteina de la cubierta de VIH (gp160). Durante la infeccion, gp160 es escindida
por las proteasas de la célula del huésped para formar gpl120 y gp4l. Barnett et al. (US2002/0146683) describe
numerosos polipéptidos de la cubierta de VIH en los que al menos una de las configuraciones en lamina B nativas
ha sido modificada. Se ensefia que las construcciones se usan en las composiciones de vacuna. Vajdy et al.
(US2005/0175631) ensefia composiciones farmacéuticas para el tratamiento de SIDA en las que las composiciones
tienen un antigeno de VIH y un adyuvante mucosal. WO 2005/028625 describe virus VIH de clado C y aplicaciones
de éstos.

RESUMEN DE LA INVENCION

Se describen métodos y composiciones para incitar una respuesta inmune en un sujeto por la administracién de un
antigeno de VIH. Los antigenos de VIH incluyen polinucleétidos y polipéptidos de VIH de clado C, particulas virales
VIH recombinantes y composiciones. Las particulas virales VIH recombinantes son particularmente Utiles en
modelos animales para estudiar VIH.

Los aspectos y realizaciones de la presente invencion se presentan en las reivindicaciones adjuntas.
DESCRIPCION BREVE DE LOS DIBUJOS

La Figura 1 representa un alineamiento de la secuencia de aminoéacidos de la regién consenso de la cubierta de VIH
(SEQ ID NO:12) con las regiones de la cubierta de las cepas 1084i (SEQ ID NO:13), 1157ip de longitud completa
(SEQ ID NO:2), 1157ip con deleciones en las regiones variables de la cubierta 1, 2 y 3 (SEQ ID NO:6) y 1157ip con
deleciones en las regiones variables de la cubierta 1, 2, 3y 4 (SEQ ID NO:8).

La Figura 2 representa un alineamiento de la secuencia de acido nucleico de la region consenso de la cubierta de
VIH (SEQ ID NO:14) con las regiones de la cubierta de las cepas 1084i (SEQ ID NO:15), 1157ip de longitud
completa (SEQ ID NO:1), 1157ip con deleciones en las regiones variables de la cubierta 1, 2 y 3 (SEQ ID NO:5) y
1157ip con deleciones en las regiones variables de la cubierta 1, 2, 3y 4 (SEQ ID NO:7).

La Figura 3 ilustra la actividad de anticuerpo neutralizante frente a SHIV-1157ip y SHIV89.6P.
La Figura 4 ilustra los recuentos de células T CD4+ y cargas de ARN viral en Monos Rhesus.
La Figura 5 ilustra la construccion de SHIV-1157ipd3.

La Figura 6 ilustra los niveles de expresion de luciferasa en construcciones con numeros crecientes de sitios NF-xB
y replicacion de SHIV-1157ipd3 frente a SHIV-1157ipd3N4.

La Figura 7a ilustra el uso de correceptor de SHIV-1157ipd3 y SHIV-1157ipd3N4.

Las Figuras 7b y c ilustran la neutralizacion del virus con varios nmAb humanos ampliamente reactivos: b12, 2G12,
2F5y4E10,y b12, 2G12, 2F5, 4E10 y 4X, respectivamente.

La Figura 8 representa la secuencia de nucleétidos de la regién de la cubierta de la construccion designada 1157ip
env (SEQ ID NO: 1).

La Figura 9 representa la secuencia de aminoacidos de la regién de la cubierta de la construccion designada 1157ip
env (SEQ ID NO: 2).

La Figura 10 representa la secuencia de nucleétidos de la regién de la cubierta de la construccion designada
1157ipdv12 (SEQ ID NO: 3).

La Figura 11 representa la secuencia de aminoécidos de la region de la cubierta de la construccion designada
1157ipdv12 (SEQ ID NO: 4).

La Figura 12 representa la secuencia de nucledtidos de la regién de la cubierta de la construccion designada
1157ipdv123 (SEQ ID NO: 5).

La Figura 13 representa la secuencia de aminoacidos de la region de la cubierta de la construccion designada
1157ipdv123 (SEQ ID NO: 6).
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La Figura 14 representa la secuencia de nucleétidos de la regiéon de la cubierta de la construccion designada
1157ipdv1234 (SEQ ID NO: 7).

La Figura 15 representa la secuencia de aminoacidos de la region de la cubierta de la construccién designada
1157ipdv1234 (SEQ ID NO: 8).

La Figura 16 representa la secuencia de nucleétidos de la regién de la cubierta de la construccion designada
1157ipd3 (SEQ ID NO: 9).

La Figura 17 representa la secuencia de aminoacidos de la region de la cubierta de la construccion designada
1157ipd3 (SEQ ID NO: 10).

La Figura 18 representa la secuencia de aminoacidos de la region Nef de la construccion designada 1157ipd (SEQ
ID NO: 11).

La Figura 19 es una ilustracion de la estrategia de clonacion para SHIV-1157i.
La Figura 20 es una ilustracion de la viremia en macacos vacunados y control.
DESCRIPCION DETALLADA

Definiciones

Tal y como se usa en la presente memoria, un “polinucleétido” se refiere a una secuencia de nucleétidos unida
covalentemente (es decir, ribonucleétidos para ARN y desoxirribonucledtidos para ADN) en la que la posicion 3’ de
la pentosa de un nucleétido se une por un enlace fosfodiéster a la posicion 5 de la pentosa del nucleétido siguiente.
El término “polinucledtido” incluye polinucledtidos mono y bicatenarios. “Polinucleétido” también engloba un
polinucledtido corto, referido frecuentemente como un oligonucledtido (por ejemplo, un cebador o una sonda). Un
polinucledtido tiene un “extremo 5™ y un “extremo 3™ porque los enlaces fosfodiéster de los polinucledtidos se
producen entre el carbono 5’ y el carbono 3’ del anillo de pentosa de los mononucleétidos sustituyentes. El extremo
de un polinucledtido en el que una nueva unidn seria en un carbono 5’ es su nucleétido 5’ terminal. El extremo de un
polinucledtido en el que una nueva union seria en su carbono 3’ es su nucleétido 3’ terminal. Tal y como se usa en la
presente memoria, una secuencia de polinucleétido, incluso si es interna a un polinucledtido mayor (por ejemplo, una
region de secuencia en un polinucleétido), también puede decirse que tiene extremos 5’y 3'.

El término “polinucledtido” tal y como se emplea en la presente memoria engloba formas de un polinucleétido
modificadas quimicamente, enzimaticamente o metabdlicamente. El término también captura secuencias que
incluyen cualquiera de los andlogos de base conocidos de ADN y ARN, e incluye modificaciones tales como
deleciones, adiciones y sustituciones (generalmente de naturaleza conservativa) en la secuencia nativa, siempre que
la molécula de &cido nucleico codifique una proteina terapéutica o antigénica. Las modificaciones de los
polinucledtidos pueden tener varios efectos incluyendo, por ejemplo, facilitar la expresion del producto polipeptidico
en una célula huésped.

Los polinucleétidos usados en la presente invencién incluyen polinucleétidos que codifican un fragmento
inmunogénico o derivado de éste. Dichos fragmentos inmunogénicos o derivados de éstos incluyen fragmentos que
codifican un epitopo de célula B o un epitopo de célula T. Los polinucleétidos usados en la presente invencion
también incluyen polinucleétidos que codifican un gen env o particula viral VIH recombinante.

Tal y como se usa en la presente memoria un “polipéptido” es una cadena molecular de aminoacidos y no se refiere
a una longitud especifica del producto. Asi, los péptidos, dimeros de oligopéptidos, multimeros y semejantes estan
incluidos en la definicién de polipéptido. Este término también se pretende que incluya polipéptido que ha sido
sometido a modificaciones post-expresion tales como, por ejemplo, glicosilaciones, acetilaciones, fosforilaciones y
semejantes. Ademas, para los propoésitos de la presente invencion, un “polipéptido” se refiere a una proteina que
incluye modificaciones, tales como deleciones, adiciones y sustituciones (generalmente de naturaleza conservativa)
en la secuencia nativa, siempre que la proteina mantenga la actividad deseada.

Tal y como se usa en la presente memoria, “aislado” quiere decir, cuando se refiere a un polinucleétido o un
polipéptido, que la molécula indicada se separa y diferencia del organismo completo con el que la molécula se
encuentra en la naturaleza o, cuando el polinucleétido o polipéptido no se encuentra en la naturaleza, esta lo
suficientemente libre de otras macromoléculas biolégicas de manera que el polinucleétido o polipéptido puede
usarse para su proposito pretendido.

Tal y como se usa en la presente memoria, “antigeno” se refiere a una molécula que contiene uno o mas epitopos
(bien lineales, conformacionales o ambos) que estimularan el sistema inmune de un huésped para obtener una
respuesta especifica de antigeno humoral y/o celular. El término se usa indistintamente con el término
“inmundgeno”. Normalmente, un epitopo de célula B incluird al menos aproximadamente 5 aminoacidos pero puede
ser tan pequefio como 3-4 aminoacidos. Un epitopo de célula T, tal como un epitopo CTL, incluird al menos
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aproximadamente 7-9 aminoacidos y un epitopo de célula T auxiliar al menos aproximadamente 12-20 aminoé&cidos.
Normalmente, un epitopo incluira entre aproximadamente 7 y 15 aminoacidos, tal como 9, 10, 12 6 15 aminoacidos.
El término “antigeno” indica tanto antigenos de subunidad (es decir, antigenos que estan separados y diferenciados
de un organismo completo con el que el antigeno esta asociado en la naturaleza), asi como bacterias, virus, hongos,
parasitos muertos, atenuados o inactivados u otros microbios.

También para los propésitos de la presente descripcion, un “antigeno” se refiere a una proteina que incluye
modificaciones, tales como deleciones, adiciones y sustituciones (generalmente de naturaleza conservativa), de la
secuencia nativa, siempre que la proteina mantenga la capacidad de incitar una respuesta inmunolégica, como se
define en la presente memoria. Los antigenos incluyen los polipéptidos de SEQ ID NOs: 2, 4, 6, 8, 10y 11 y
variantes de éstos.

Tal y como se usa en la presente memoria, el término “que induce una respuesta inmune” frente a un antigeno o
composicion es el desarrollo en un sujeto de una respuesta inmune humoral y/o celular frente a un antigeno
presente en la composicion de interés. Una “respuesta inmune humoral” se refiere a una respuesta inmune mediada
por moléculas de anticuerpo, mientras que una “respuesta inmune celular” es una mediada por linfocitos T y/o otras
células sanguineas blancas El antigeno de interés también puede incitar una respuesta inmune mediada por
anticuerpos. Por lo tanto, una respuesta inmunolégica puede incluir uno o mas de los efectos siguientes: la
produccién de anticuerpos por las células B; y/o la activacion de células T supresoras, citotoxicas o auxiliares y/o
células T dirigidas especificamente a un antigeno o antigenos presentes en la composicidon o vacuna de interés.
Estas respuestas pueden servir para neutralizar la infectividad y/o mediar la citotoxicidad celular dependiente de
anticuerpo-complemento o anticuerpo (ADCC) para proporcionar proteccién a un huésped inmunizado. Dichas
respuestas pueden determinarse usando inmunoensayos y ensayos de neutralizacion estandar, muy conocidos en la
técnica.

Una respuesta inmune celular implica una respuesta especifica de antigeno por células T citotoxicas (“CTL"). Las
CTL tienen especificidad para antigenos peptidicos que se presentan en asociacion con proteinas codificadas por el
complejo mayor de histocompatibilidad (MHC) y se expresan en las superficies de las células. Las CTL ayudan a
inducir y estimular la destruccion de microbios intracelulares o la lisis de células infectadas con dichos microbios.
Otro aspecto de la inmunidad celular implica una respuesta especifica de antigeno por las células T auxiliares. Las
células T auxiliares actlan para ayudar a estimular la funcion, y centrar la actividad de, células efectoras especificas,
tales como células B y plasméticas asi como células T citotdxicas, frente a células que presentan antigenos
peptidicos en asociacion con moléculas de MHC en su superficie. Una “respuesta inmune celular” también se refiere
a la produccién de citoquinas, quimioguinas y otras moléculas como éstas producidas por células T activadas y/o
otras células sanguineas blancas, incluyendo las derivadas de células T CD4+ y CD8+. Ademas, una respuesta de
quimioquinas también puede inducirse por varias células sanguineas blancas o endoteliales en respuesta a un
antigeno administrado.

Una composicion o vacuna que incita una respuesta inmune celular puede servir para sensibilizar a un sujeto
vertebrado por la presentacién de un antigeno en asociacion con moléculas de MHC en la superficie celular. La
respuesta inmune mediada por células esta dirigida a, o cerca de, células que presentan el antigeno en su
superficie. Ademas, los linfocitos T especificos de antigeno pueden generarse para permitir la proteccion futura de
un huésped inmunizado.

Una respuesta inmunoldgica mediada por células puede determinarse por varios ensayos conocidos en la técnica
incluyendo, ensayos de linfoproliferacion (activacion de linfocitos), ensayos de células citotdxicas CTL, o ensayando
para linfocitos T especificos para el antigeno en un sujeto sensibilizado. Dichos ensayos son muy conocidos en la
técnica. Véanse, por ejemplo, Erickson et al., J. Immunol. (1993) 151: 4189-4199; Doe et al., Eur. J. Immunol. (1994)
24: 2369-2376. La respuesta inmune mediada por células también puede determinase por la medida de citoquinas
intracelulares o secrecion de citoquinas por poblaciones de células T (por ejemplo, por la técnica ELISPOT) o por la
medida de células T especificas de epitopo (por ejemplo, por la técnica del tetramero) (revisada por McMichael, A.
J., y O'Callaghan, C. A., J. Exp. Med. 187(9): 1367-1371, 1998; Mcheyzer-Williams, M. G., et al., Immunol. Rev. 150:
5-21, 1996; Lalvani, A., et al., J. Exp. Med. 186: 859-865, 1997).

Tal y como se usan en la presente memoria, los términos “polipéptido Env” o “polipéptido de la cubierta” se refieren a
una molécula derivada de una proteina de la cubierta, por ejemplo, de HIV Env (SEQ ID NO:2 o variantes de ésta).
La proteina de la cubierta de VIH-1 es una glicoproteina de aproximadamente 160 kd (gp160). Durante la infeccion
de la célula huésped por el virus, gp160 es escindida por las proteasas de la célula huésped para formar gp120 y la
proteina de membrana integral, gp4l. La parte gp4l estan anclada en (y abarca) la bicapa de la membrana del
virién, mientras que el segmento gp120 sobresale en el entorno circundante. Como no existe una union covalente
entre gp120 y gp41, gp120 libre se libera de la superficie de los viriones e infecta a las células. Los polipéptidos Env
también pueden incluir polipéptidos gp140. Los polipéptidos Env pueden existir como mondémeros, dimeros o
multimeros.

Tal y como se usa en la presente memoria, un “polipéptido gp120” quiere decir una molécula derivada de una regién
gpl20 del polipéptido Env. La secuencia primaria de aminoacidos de gpl20 tiene aproximadamente 511
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aminodcidos. La secuencia de aminoacidos de gpl20 contiene cinco dominios relativamente conservados
interrumpidos por cinco dominios variables. Los dominios variables contienen sustituciones, inserciones y deleciones
extensas de aminoacidos. Un “polipéptido gp120” incluye tanto subunidades Unicas como multimeros.

Un “polipéptido Env” o “polipéptido gp120” como se define en la presente memoria no esté limitado a un polipéptido
gue tiene la secuencia exacta descrita en la presente memoria, sino que incluye proteinas que tienen

Ademas, el término “polipéptido Env’ (por ejemplo, “polipéptido gp120”) engloba proteinas que incluyen
modificaciones adicionales en la secuencia nativa, tales como deleciones, adiciones y sustituciones internas
adicionales. Estas modificaciones pueden ser intencionadas, como mediante mutagénesis dirigida a sitio, 0 pueden
ser accidentales, tales como mediante eventos mutacionales naturales. Asi, por ejemplo, el polipéptido Env que se
va a usar en las composiciones de vacuna, las modificaciones deben ser tales que la actividad inmunolégica (es
decir, la capacidad de incitar una respuesta de anticuerpos frente al polipéptido) no se pierda.

Tal y como se usa en la presente memoria, el término “polipéptido Env modificado” es un polipéptido Env (por
ejemplo, gp120 como se ha definido anteriormente), que se ha manipulado para delecionar o reemplazar todo o una
parte de las regiones variables V1, V1/V2, V1-V3 o V1-V4. Generalmente, los polipéptidos Env modificados (por
ejemplo, gp120) tienen eliminado lo suficiente de las regiones variables como para exponer el sitio de unién CD4,
pero dejan lo suficiente de la estructura como para permitir el plegamiento correcto. Aunque en la presente memoria
no se han ejemplificado todas las modificaciones posibles de la region variable, debe entenderse que pueden
considerarse otras modificaciones. El polipéptido Env modificado puede comprender la secuencia de aminoacidos
de SEQ ID NO: 4, 6, 8 6 10. El polipéptido Env modificado esta codificado por la secuencia de nucleétidos de SEQ
ID NO: 3, 5, 7 6 9 0 una variante de ésta.

Una variante de un “polipéptido Env modificado” o “polipéptido Env” tal y como se usa en la presente memoria, se
refiere a una secuencia de aminoacidos que esta alterada por uno 0 mas aminoacidos. La variante puede tener
cambios “conservativos”, en los que un aminoacido sustituido tiene propiedades estructurales o quimicas similares,
por ejemplo, el reemplazo de leucina con isoleucina. Mas raramente, una variante puede tener cambios “no
conservativos”, por ejemplo, el reemplazo de una glicina con un triptéfano. Las variaciones menores similares
también pueden incluir deleciones o inserciones de aminoacidos, o0 ambas siempre que la variante sea capaz de
inducir una respuesta inmune. La guia para determinar qué residuos de aminoacidos pueden sustituirse, insertarse o
delecionarse sin suprimir la actividad biolégica o inmunolégica puede encontrarse usando programas informaticos
muy conocidos en la técnica, por ejemplo, software DNASTAR. Las variantes de la presente invencion incluyen
“polipéptidos Env modificados” o “polipéptidos Env” que son al menos 80%, preferiblemente 85%, mas
preferiblemente 90%, incluso mas preferiblemente 95% y lo mas preferiblemente 96%, 97%, 98% 6 99% homologos
a una secuencia de aminoacidos de referencia.

“VIH" es el Virus de la Inmunodeficiencia Humana, un virus que causa inmunodeficiencia atacando a las células
CD4+ en el cuerpo. La presente invencion esta centrada principalmente en VIH clado C. VIH esta organizado en
grupos y subtipos (clados). La guia para la aplicacion de la invencion a diferentes clados también puede encontrarse
en HIV Sequence Compendium 2002 Kuiken C, Foley B, Freed E, Hahn B, Marx P, McCutchan F, Mellors J,
Wolinsky S, y Korber B, editores. Publicado por el Theoretical Biology and Biophysics Group, Los Alamos National
Laboratory, LA-UR numero 03-364. En particular, los datos de la secuencia consenso para los clados de VIH-1 A, B,
C y D y un nimero para los aislados puede encontrarse en las paginas 490 a 550; los datos de la secuencia
consenso para los clados de VIH-2 A, B, C y D y un nimero de aislados puede encontrarse en las paginas 554 a
578.

En una realizacion de la descripcién, el polipéptido env del clado ¢ de VIH estd codificado por la secuencia de
polinucledtido de SEQ ID NO: 1, 3, 5, 7 6 9 0 una variante de ésta. En otras realizaciones de la descripcién, el
polipéptido env del clado C de VIH tiene la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 2, 4, 6, 8 6 10 o una variante
de ésta.

Se describen métodos y composiciones para incitar una respuesta inmune en un sujeto mediante la administracion
de un antigeno VIH. Los antigenos VIH incluyen los polinucleétidos y polipéptidos del clado C de VIH. También se
describen métodos y composiciones para tratar o prevenir una infeccion por VIH.

”ou

Los términos “prevenir”, “que previene” y “prevencion”, tal y como se usan en la presente memoria, se refieren a una
disminucion en la aparicién de VIH en un animal. La prevencién puede ser completa, por ejemplo, la ausencia total
de VIH en un sujeto. La prevencién también puede ser parcial, de manera que la apariciéon de VIH en un sujeto es
menor de la que habria ocurrido sin la presente invencion.

También se describe un método para inducir una respuesta inmune en un sujeto que comprende administrar un
polipéptido de la cubierta del clado C de VIH en una cantidad suficiente para inducir una respuesta inmune en el
sujeto. En una realizacion, el polipéptido comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 2. El polipéptido
de la cubierta del clado C de VIH puede estar modificado de manera que la regién V1 esta delecionada. El
polipéptido de la cubierta del clado C de VIH puede estar modificado de manera que las regiones V1/V2 estan
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delecionadas. En una posibilidad més adicional, el polipéptido puede comprender la secuencia de aminoacidos de
SEQ ID NO: 4. El polipéptido de la cubierta del clado C de VIH puede estar modificado de manera que las regiones
V1, V2 y V3 estan delecionadas. En una posibilidad méas adicional, el polipéptido puede comprender la secuencia de
aminoacidos de SEQ ID NO: 6. El polipéptido de la cubierta del clado C de VIH puede estar modificado de manera
que las regiones V1, V2, V3 y V4 estan delecionadas. El polipéptido puede comprender la secuencia de aminoacidos
de SEQ ID NO: 8. El método puede incluir ademas la administracion de un segundo antigeno VIH. El segundo
antigeno VIH incluye gp120 y gp160.

También se describe un método para inducir una respuesta inmune en un sujeto que comprende administrar un
polinucledtido que codifica un polipéptido de la cubierta del clado C de VIH en una cantidad suficiente para inducir
una respuesta inmune en el sujeto. El polinucleétido puede comprender la secuencia de nucleétidos de SEQ ID NO:
1. La region del polinucleétido que codifica la region V1 del polipéptido de la cubierta del clado C de VIH puede estar
modificada de manera que la region V1 esta delecionada. La regiéon del polinucledtido que codifica las regiones
V1/V2 del polipéptido de la cubierta del clado C de VIH puede estar modificada de manera que las regiones V1/V2
estan delecionadas. El polinucleétido puede comprender la secuencia de nucleétidos de SEQ ID NO: 3. Las regiones
del polinucledtido que codifican las regiones V1, V2 y V3 del polipéptido de la cubierta del clado C de VIH pueden
estar modificadas de manera que las regiones V1, V2 y V3 estan delecionadas. El polinucleétido puede comprender
la secuencia de nucledtidos de SEQ ID NO: 5. La regién del polinucle6tido que codifica las regiones V1, V2, V3y V4
del polipéptido de la cubierta del clado C de VIH puede estar modificada de manera que las regiones V1, V2, V3y
V4 estan delecionadas. El polinucleétido puede comprender la secuencia de nucledtidos de SEQ ID NO: 7. El
método puede incluir ademas la administracién de un segundo antigeno VIH. El segundo antigeno VIH incluye
gp120y gpl60.

Se describen polipéptidos de la cubierta del clado C de VIH aislados y modificados. También se describe un
polipéptido de la cubierta de VIH aislado. En una realizacion de la invencion, el polipéptido comprende la secuencia
de aminoacidos de SEQ ID NO: 2.

Se describe un polipéptido de la cubierta del clado C de VIH modificado en el que la regién V1 esta delecionada y un
polipéptido de la cubierta del clado C de VIH modificado en el que las regiones V1/V2 estan delecionadas. En una
realizacién de la invencion, el polipéptido comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 4. También se
describe un polipéptido de la cubierta del clado C de VIH modificado en el que las regiones V1, V2 y V3 estan
delecionadas. En una realizacion de la invencion, el polipéptido comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID
NO: 6. Se describe un polipéptido de la cubierta del clado C de VIH modificado en el que las regiones V1, V2, V3 y
V4 estan delecionadas. En una realizacion de la invencion, el polipéptido comprende la secuencia de aminoacidos
de SEQ ID NO: 8.

Se describen polinucleétidos aislados y modificados que codifican un polipéptido de la cubierta de VIH. También se
describe un polinucledtido aislado que codifica un polipéptido de la cubierta del clado C de VIH. En una realizacion
de la invencion, el polinucleétido comprende la secuencia de nucleétidos de SEQ ID NO: 1. La region del
polinucledtido que codifica la region V1 del polipéptido de la cubierta del clado C de VIH puede estar modificada de
manera que la region V1 esta delecionada. Las regiones del polinucleétido que codifican las regiones V1/V2 del
polipéptido de la cubierta del clado C de VIH pueden estar modificadas de manera que las regiones V1/V2 estan
delecionadas. En una realizacion de la invencion mas adicional, el polinucleétido comprende la secuencia de
nucledtidos de SEQ ID NO: 3. Las regiones del polinucleétido que codifican las regiones V1, V2 y V3 del polipéptido
de la cubierta del clado C de VIH pueden estar modificadas de manera que las regiones V1, V2 y V3 estan
delecionadas. En una realizacién de la invenciébn méas adicional, el polinucleétido comprende la secuencia de
nucledtidos de SEQ ID NO: 5. Las regiones del polinucleétido que codifican las regiones V1, V2, V3 y V4 del
polipéptido de la cubierta del clado C de VIH pueden estar modificadas de manera que las regiones V1, V2, V3y V4
estan delecionadas. En una realizacién de la invencién mas adicional, el polinucleétido comprende la secuencia de
nucleétidos de SEQ ID NO: 7.

La invencion también proporciona vectores y composiciones que incluyen los polinucledtidos y polipéptidos de la
cubierta del clado C de VIH de la invencion.

En otro aspecto, la invencién proporciona una particula viral VIH recombinante que tiene una region de la cubierta
1157ipd que tiene la secuencia de nucleétidos de SEQ ID NO: 9. En otro aspecto, la invencién proporciona una
particula viral VIH recombinante que incluye una region de la cubierta 1157 ipd3 que tiene la secuencia de
aminoacidos de SEQ ID NO: 10. En cualquiera de los dos Ultimos aspectos, la particula viral VIH recombinante
puede incluir ademas la secuencia de aminoacidos de Nef de SEQ ID NO: 11. En realizaciones adicionales de la
invencién, la particula viral recombinante tiene dos 0 mas regiones NF-kB. Las particulas virales VIH recombinantes
pueden estar incluidas en una composicion y pueden usarse en un método para evaluar la eficacia de una vacuna
de SIDA candidata en un sujeto. El método incluye las etapas de administrar una vacuna de SIDA candidata a un
primate no humano, infectar al primate no humano con la particula viral y detectar la progresion de la enfermedad.
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Polipéptidos y polinucleétidos de la invencién

Un polinucleétido de la presente invencién puede emplearse para producir un polipéptido por técnicas
recombinantes. Dicho polipéptido puede ser Uutil, por ejemplo, como un antigeno para la induccion de una respuesta
inmune o como un reactivo para la purificacion por afinidad de dicho anticuerpo.

En una realizacion, los polipéptidos se generan usando técnicas recombinantes, muy conocidas en la técnica. A este
respecto, pueden considerarse sondas oligonucleotidicas basadas en las secuencias conocidas del genoma del
polipéptido Env y usarse para sondar bibliotecas gendmicas o de ADNc para genes Env. El gen puede aislarse
ademas usando técnicas estandar y, por ejemplo, enzimas de restriccibn empleadas para truncar el gen en partes
deseadas de la secuencia de longitud completa. De manera similar, el o los genes Env pueden aislarse directamente
de las células y tejidos que contienen el mismo, usando técnicas conocidas, tales como extraccion con fenol y la
secuencia manipularse ademas para producir los truncamientos deseados. Véase, por ejemplo, Sambrook et al.,
supra, para una descripcion de las técnicas usadas para obtener y aislar ADN.

Los genes que codifican los polipéptidos Env (por ejemplo, longitud completa y delecién de la region variable)
pueden producirse sintéticamente, tomando como base las secuencias conocidas, por ejemplo, secuencias descritas
en la presente memoria. La secuencia de nuclettidos puede disefiarse con los codones apropiados para la
secuencia de aminoacidos deseada particular. La secuencia completa se ensambla generalmente a partir de
oligonucledtidos superpuestos preparados por métodos estandar y ensamblados en una secuencia codificadora
completa. Véanse, por ejemplo, Edge (1981) Nature 292: 756; Nambair et al. (1984) Science 223: 1299; Jay et al.
(1984) J. Biol. Chem. 259: 6311; Stemmer et al. (1995) Gene 164: 49-53.

Las técnicas recombinantes se usan facilmente para clonar un gen que codifica un gen de polipéptido Env que
puede mutagenizarse in vitro por el reemplazo del o de los pares de bases apropiados para resultar en el codén para
el aminoéacido deseado. Dicho cambio puede incluir tan poco como un par de bases, que produce un cambio en un
Unico aminoacido, o puede englobar varios cambios de pares de bases. Alternativamente, las mutaciones pueden
producirse usando un cebador con emparejamiento erréneo que hibrida con la secuencia de nucleétidos parental
(generalmente ADNc correspondiente a la secuencia de ARN), a una temperatura por debajo de la temperatura de
fusion del daplex con emparejamiento erréneo. El cebador puede hacerse especifico manteniendo la longitud del
cebador y la composicion de bases en limites relativamente estrechos y manteniendo la base mutante localizada de
forma centrada. Véanse, por ejemplo, Innis et al, (1990) PCR Applications: Protocols for Functional Genomics; Zoller
y Smith, Methods Enzymol. (1983) 100: 468. La extension con cebador se produce usando ADN polimerasa,
clonandose el producto y seleccionandose los clones que contienen el ADN mutado, derivado por segregacion de la
cadena extendida por cebador. La seleccion puede conseguirse usando el cebador mutante como una sonda de
hibridacion. La técnica también es aplicable para generar multiples mutaciones puntuales. Véase, por ejemplo,
Dalbie-McFarland et al. Proc. Natl. Acad. Sci. USA (1982) 79: 6409.

Una vez que las secuencias codificadoras para las proteinas deseadas se han aislado o sintetizado, pueden
clonarse en cualquier vector o replicon adecuado para expresiéon. Puede generarse una amplia variedad de vectores
que codifican polipéptidos modificados creando construcciones de expresion que unen de manera operativa los
polinucledtidos de la invencion. La construccion se introduce en una célula huésped para la expresion del
polipéptido. Los ejemplos no limitativos de dichas combinaciones se discuten en los Ejemplos.

Numerosos vectores de clonaciéon son conocidos para los expertos en la técnica y la seleccién de un vector de
clonacion apropiado es un objeto de eleccién. Los ejemplos de vectores de ADN recombinantes para la clonacion y
las células huésped que puedan ser transformadas por éstos incluyen el bacteriéfago lambda (E. coli), pBR322 (E.
coli), pACYC177 (E. coli), pKT230 (bacterias gram-negativas), pGV1106 (bacterias gram-negativas), pLAFR1
(bacterias gram-negativas), pME290 (bacterias gram-negativas no E. coli), pHV14 (E. coli y Bacillus subtilis), pBD9
(Bacillus), plJ61 (Streptomyces), pUC6 (Streptomyces), YIp5 (Saccharomyces), YCp19 (Saccharomyces) y virus del
papiloma bovino (células de mamiferos). Véase, generalmente, DNA Cloning: Vols. | y Il, supra; Sambrook et al.,
supra; B. Perbal, supra.

Los sistemas de expresion de células de insecto, tales como los sistemas de baculovirus, también pueden usarse y
son conocidos para los expertos en la técnica y se describen, por ejemplo, en Summers y Smith, Texas Agricultural
Exeriment Station Bulletin No. 1555 (1987). Los materiales y métodos para los sistemas de expresion de
baculovirus/células de insecto estan disponibles comercialmente en forma de kit, entre otros, de Invitrogen, San
Diego Calif. (kit “MaxBac”).

Los sistemas virales, tales como un sistema de infeccion/transfeccion basado en vaccinia, como se describe en
Tomei et al., J. Virol. (1993) 67: 4017-4026 y Selby et al., J. Gen. Virol. (1993) 74: 1103-1113, encontraran también
uso con la presente invencion. En este sistema, las células se transfectan en primer lugar in vitro con un virus
vaccinia recombinante que codifica la ARN polimerasa del bacteriéfago T7. Después de la infeccion, las células se
transfectan con el ADN de interés, dirigido por un promotor T7. La polimerasa expresada en el citoplasma del virus
vaccinia recombinante transcribe el ADN transfectado en ARN que se traduce en proteina por la maquinaria de
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traduccion del huésped. EI método proporciona un alto nivel de produccién transitoria, citoplasmica de grandes
cantidades de ARN y su o sus productos de traduccion.

El gen puede ponerse bajo el control de un promotor, sitio de unién a ribosoma (para la expresion bacteriana) v,
opcionalmente, un operador (referidos colectivamente en la presente memoria como elementos de “control”), de
manera que la secuencia de ADN que codifica el polipéptido de la cubierta del clado C de VIH deseado se transcribe
en ARN en la célula huésped transformada por un vector que contiene esta construccion de expresion. La secuencia
codificadora puede contener o no un péptido sefial o secuencia lider. Con la presente invencion, pueden usarse
tanto los péptidos sefial naturales como las secuencias heterdlogas. Las secuencias lider pueden eliminarse por el
huésped en el procesamiento post-traduccion. Véase, por ejemplo, las Pat. U.S. Nos. 4.431.739; 4.425.437,
4.338.397. Dichas secuencias incluyen, pero no estan limitadas a, el lider TPA, asi como la secuencia sefial de la
melitina de abeja.

Otras secuencias reguladoras también pueden ser deseables para permitir la regulacion de la expresion de las
secuencias proteicas relativas al crecimiento de la célula huésped. Dichas secuencias reguladoras son conocidas
para los expertos en la técnica y los ejemplos incluyen aquellas que causan que la expresion de un gen se active o
inactive en respuesta a un estimulo quimico o fisico, incluyendo la presencia de un compuesto regulador. Otros tipos
de elementos reguladores también pueden estar presentes en el vector, por ejemplo, secuencias amplificadoras.

Las secuencias control y otras secuencias reguladoras pueden ligarse a la secuencia codificadora antes de la
insercidon en un vector. Alternativamente, la secuencia codificadora puede clonarse directamente en un vector de
expresion que ya contiene las secuencias control y un sitio de restriccion apropiado.

En algunos casos puede ser necesario modificar la secuencia codificadora de manera que pueda unirse a las
secuencias control con la orientacién apropiada; es decir, para mantener el marco de lectura apropiado. Los
mutantes o analogos pueden prepararse por la delecién de una parte de la secuencia que codifica la proteina, por
insercién de una secuencia, y/o por sustitucion de uno o mas nucleétidos en la secuencia. Las técnicas para
modificar las secuencias de nucledtidos, tales como mutagénesis dirigida a sitio, son muy conocidas para los
expertos en la técnica. Véase, por ejemplo, Sambrook et al., supra; DNA Cloning, Vols. | y Il, supra; Nucleic Acid
Hybridization, supra.

El vector de expresion se usa entonces para transformar una célula huésped apropiada. Se conocen en la técnica
varias lineas celulares de mamiferos e incluyen lineas celulares inmortalizadas de la American Type Culture
Collection (ATCC), tales como, pero no limitadas a, células de ovario de hamster chino (CHO), células HelLa, células
de rifion de cria de hamster (BHK), células de rifién de mono (COS), células de carcinoma hepatocelular humano
(por ejemplo, Hep G2), células Vero293, asi como otras. De manera similar, los huésped bacterianos tales como E.
coli, Bacillus subtilis y Streptococcus sp., encontraran uso con las presentes construcciones de expresion. Los
huésped de levadura Utiles en la presente invencién incluyen entre otros, Saccharomyces cerevisiae, Candida
albicans, Candida maltosa, Hansenula polymorpha, Kluyveromyces fragilis, Kluyveromyces lactis, Pichia
guillerimondii, Pichia pastoris, Schizosaccharomyces pombe y Yarrowia lipolytica. Las células de insecto para usarse
con vectores de expresion baculovirus incluyen, entre otras, Aedes aegypti, Autographa californica, Bombyx mori,
Drosophila melanogaster, Spodoptera frugiperda y Trichoplusia ni.

Dependiendo del sistema de expresion y del huésped seleccionado, las proteinas de la presente invencién se
producen por células huésped que crecen transformadas por un vector de expresion descrito anteriormente bajo
condiciones en las que la proteina de interés se expresa. La seleccién de las condiciones de crecimiento apropiadas
esta dentro de la experiencia en la técnica.

En una realizacion, las células transformadas secretan el producto polipeptidico en el medio circundante.
Determinadas secuencias reguladoras pueden incluirse en el vector para aumentar la secrecion del producto
proteico, por ejemplo usando una secuencia lider del activador de plasminégeno tisular (TPA), una secuencia sefial
de interferbn gamma u otras secuencias peptidicas sefial de proteinas secretoras conocidas. El producto
polipeptidico secretado puede aislarse por varias técnicas descritas en la presente memoria, por ejemplo, usando
técnicas de purificacion estandar tales como, pero no limitadas a, resinas de hidroxiapatito, cromatografia en
columna, cromatografia de intercambio ionico, cromatografia de exclusion por tamafio, electroforesis, HPLC,
técnicas inmunoadsorbentes, cromatografia de afinidad, inmunoprecipitacion y semejantes.

Alternativamente, las células transformadas se rompen usando medios quimicos, fisicos 0 mecanicos, que lisan las
células manteniendo todavia el polipéptido de la cubierta del clado C de VIH sustancialmente intacto. Las proteinas
intracelulares también pueden obtenerse eliminando componentes de la pared o membrana celular, por ejemplo, por
el uso de detergentes o disolventes organicos, de manera que se produzca la salida de los polipéptidos Env. Dichos
métodos son conocidos para los expertos en la técnica y se describen, por ejemplo, en Protein Purification
Applications: A Practical Approach, (E. L. V. Harris y S. Angal, Eds., 1990).

Por ejemplo, los métodos para romper células para usarse con la presente invencién incluyen ero no estan limitados
a: sonicacion o ultrasonicacion; agitacion; extrusion liquida o sélida; tratamiento con calor; liofilizacion; desecado;
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decompresion explosiva; choque osmético; tratamiento con enzimas liticas incluyendo proteasas tales como tripsina,
neuraminidasa y lisozima; tratamiento con alcali; y el uso de detergentes y disolventes tales como sales biliares,
dodecilsulfato de sodio, Triton, NP40 y CHAPS. La técnica particular usada para romper las células es en gran
medida un objeto de eleccion y dependera del tipo de célula en la que se expresa el polipéptido, condiciones de
cultivo y cualquier pre-tratamiento usado.

Después de la rotura de las células, se eliminan los restos celulares, generalmente por centrifugacion, y los
polipéptidos Env producidos intracelularmente se purifican mas, usando técnicas de purificacién estandar tales como
pero no limitadas a, cromatografia en columna, cromatografia de intercambio idnico, cromatografia de exclusién por
tamafo, electroforesis, HPLC, técnicas inmunoadsorbentes, cromatografia de afinidad, inmunoprecipitacion y
semejantes.

Por ejemplo, un método para obtener los polipéptidos de la cubierta del clado C de VIH intracelulares de la presente
invencion implica la purificacién por afinidad, tal como por cromatografia de inmunoafinidad usando anticuerpos anti-
Env especificos o por cromatografia de afinidad de lectina. Las resinas de lectina particularmente preferidas son
aquellas que reconocen restos de manosa tales como pero no limitadas a resinas derivadas de la aglutinina de
Galanthus nivalis (GNA), aglutinina de Lens culinaris (LCA o lectina de lenteja), aglutinina de Pisum sativum (PSA o
lectina de guisante), aglutinina de Narcissus pseudonarcissus (NPA) y aglutinina de Allium ursinum (AUA). La
eleccion de una resina de afinidad adecuada esta dentro de la experiencia en la técnica. Después de la purificacion
por afinidad, los polipéptidos Env pueden purificarse mas usando técnicas convencionales muy conocidas en la
técnica, tales como por cualquiera de las técnicas descritas anteriormente.

Los polipéptidos relativamente pequefios, es decir, con una longitud de hasta aproximadamente 50 aminoacidos,
pueden sintetizarse quimicamente convenientemente, por ejemplo, por cualquiera de varias técnicas que son
conocidas para los expertos en la técnica de péptidos. En general, estos métodos emplean la adicion secuencial de
uno 0 mas aminodcidos a una cadena peptidica creciente. Normalmente, bien el grupo amino o carboxilo del primer
aminoacido se protege con un grupo protector adecuado. El aminoacido protegido o derivatizado puede unirse a un
soporte sélido inerte o utilizarse en disolucion afiadiendo el siguiente aminoacido en la secuencia que tiene el grupo
complementario (amino o carboxilo) protegido adecuadamente, bajo condiciones que permiten la formacion de una
union amida. El grupo protector se elimina del residuo de aminoacido recién afiadido y se afiade el siguiente
aminoécido (protegido adecuadamente) y asi sucesivamente. Después de que los aminoacidos deseados se han
unido en la secuencia apropiada, se eliminan cualesquiera grupos protectores restantes (y cualquier soporte sélido,
si se usan técnicas de sintesis en fase soélida) secuencialmente o simultdneamente, para rendir el polipéptido final.
Por la modificacién simple de este procedimiento general, es posible afiadir mas de un aminoacido a la vez a una
cadena en crecimiento, por ejemplo, acoplando (bajo condiciones que no racemizan centros quirales) un tripéptido
protegido con un dipéptido protegido apropiadamente para formar, después de desproteccion, un pentapéptido.
Véanse, por ejemplo, J. M. Stewart y J. D. Young, Solid Phase Peptide Synthesis (Pierce Chemical Co., Rockford,
Ill. 1984) y G. Barany y R. B. Merrifield, The Peptides: Analysis, Synthesis, Biology, editores E. Gross y J.
Meienhofer, Vol. 2, (Academic Press, Nueva York, 1980), p. 3-254, para técnicas de sintesis de péptidos en fase
sdlida; y M. Bodansky, Principles of Peptide Synthesis, (Springer-Verlag, Berlin 1984) y E. Gross y J. Meienhofer,
Eds., The Peptides: Analysis, Synthesis, Biology, Vol. 1, para sintesis en disolucion clasica.

Los polipéptidos de la presente invencion también pueden prepararse quimicamente por otros métodos tales como
por el método de sintesis peptidica mdltiple simultanea. Véanse, por ejemplo, Houghten Proc. Natl. Acad. Sci. USA
(1985) 82: 5131-5135; Pat. U.S. No. 4.631.211.

Preparaciones farmacéuticas

En una realizacion, los antigenos de la invencion estan presentes en preparaciones farmacéuticas. Generalmente,
estan en la forma de un polipéptido que puede prepararse por los distintos métodos descritos en la presente
memoria y conocidos en la técnica. En algunas realizaciones, los antigenos se proporcionan como polinucleétidos
gue codifican el antigeno.

Los polipéptidos de la cubierta del clado C de VIH y los polinucleétidos que los codifican son utiles, por ejemplo,
como composiciones de vacuna. Las composiciones de la invencién pueden usarse como composiciones de vacuna,
por ejemplo, para aumentar o inducir una respuesta inmune de un sujeto frente a un VIH. Las respuestas inmunes
que pueden aumentarse o inducirse incluyen tanto respuestas humorales como mediadas por células. Las
composiciones que comprenden preparaciones particulares de moléculas de la cubierta del clado C de VIH pueden
ensayarse para la capacidad de inducir una respuesta inmune usando ensayos muy conocidos en la técnica. Por
ejemplo, una composicién puede inyectarse en un animal de laboratorio, tal como una rata o ratén, y el animal puede
monitorizarse para la aparicién de reactantes inmunes, tales como anticuerpos, dirigidos frente al polipéptido Env.
Alternativamente, pueden realizarse ensayos tales como ensayos de linfocitos T citotoxicos para determinar si una
composicion particular de molécula Env es inmunogénica.

Para usarse como una vacuna, una composicién de la invencién comprende un polipéptido de la cubierta del clado C
de VIH o un polipéptido de la cubierta del clado C de VIH como se define en las reivindicaciones. Las composiciones
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de vacuna de la invencion comprenden tipicamente un vehiculo fisiolégicamente compatible. Los vehiculos
fisiolégicamente compatibles son muy conocidos para los expertos en la técnica. Dichos vehiculos incluyen, pero no
estan limitados a, una disolucién simple con bajo contenido en sal que permite la conservacion de la integridad del
polipéptido Env, por ejemplo, 10 mM NaCl, 0,1 mM EDTA o macromoléculas grandes que se metabolizan
lentamente tales como proteinas, polisacaridos, acidos polilacticos, &acidos poliglicélicos, aminoacidos poliméricos,
copolimeros de aminoécidos y particulas de virus inactivas. Las sales farmacéuticamente aceptables también
pueden usarse en las composiciones de Env, por ejemplo, sales minerales tales como hidrocloruros, hidrobromuros,
fosfatos, o sulfatos, asi como sales de acidos organicos tales como acetatos, propionatos, malonatos o benzoatos.
Las composiciones de la invencion también pueden contener liquidos, tales como agua, disolucion salina, glicerol, y
etanol, asi como sustancias tales como agentes humectantes, agentes emulsionantes o agentes tamponadores del
pH.

Pueden usarse varios métodos para administrar una composicion de vacuna de molécula de la cubierta del clado C
de VIH a un ser humano, incluyendo inyeccion intravenosa, intramuscular o subcutanea. Las composiciones de
vacuna de la invencion se administran a una dosis eficaz para inducir una respuesta inmune frente al polipéptido
Env. Las dosificaciones particulares de la composicion usadas para aumentar una respuesta inmune variaran, por
ejemplo, segun las composiciones de Env que se estan usando y del mamifero al que se administra la composicion.
Generalmente, aproximadamente 5ug a aproximadamente 50 ug de polipéptido Env por kg de peso corporal del
paciente, aproximadamente 50ug a aproximadamente 5 mg/kg, aproximadamente 100ug a aproximadamente
500ug/kg o aproximadamente 200 a aproximadamente 250ug/kg se administraran a un adulto humano. Dichos
intervalos no evitan de ninguna manera el uso de una cantidad mas alta 0 mas baja de un componente, como podria
garantizarse en una aplicacion particular. Por ejemplo, la dosis y esquema real puede variar dependiendo de si las
composiciones se administran en combinacién con otras composiciones farmacéuticas, o dependiendo de
diferencias individuales en farmacocinética, disposicién del farmaco y metabolismo.

Los antigenos y/o adyuvantes de la invenciéon también pueden administrarse usando uno o mas vectores génicos,
administrados mediante la inmunizacién con acidos nucleicos o semejantes usando protocolos de administracion
génica estandar. Los métodos para la administracion génica son conocidos en la técnica. Véanse, por ejemplo, las
Pat. U.S. Nos. 5.399.346, 5.580.859, 5.589.466. Las construcciones pueden administrarse bien por via subcutanea,
epidérmica, intradérmica, intramuscular, intravenosa, mucosal (tal como nasal, rectal y vaginal), intraperitoneal, oral
0 combinacion de éstas.

Un vehiculo de administracion génica deficiente en replicacion ejemplar que puede usarse en la practica de la
presente invencion es cualquiera de los vectores alfavirus, descritos, por ejemplo, en las Pat. U.S. Nos. 6.342.372;
6.329.201 y en la Publicacién Internacional WO 01/92552.

Se han desarrollado varios sistemas basados en virus para la transferencia génica en células de mamiferos. Por
ejemplo, los retrovirus proporcionan una plataforma conveniente para los sistemas de administracion génica. Las
secuencias seleccionadas pueden insertarse en un vector y empaquetarse en particulas retrovirales usando técnicas
conocidas en la técnica. Los virus recombinantes pueden aislarse y administrarse a células del sujeto bien in vivo o
ex vivo. Se han descrito varios sistemas retrovirales (Pat. U.S. No. 5.219.740; Miller y Rosman, BioTechniques
(1989) 7: 980-990; Miller, A. D., Human Gene Therapy (1990) 1: 5-14; Scarpa et al., Virology (1991) 180: 849-852;
Burns et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA (1993) 90: 8033-8037; y Boris-Lawrie y Temin, Cur. Opin. Genet. Develop.
(1993) 3: 102-109.

También se han descrito varios vectores de adenovirus. A diferencia de los retrovirus que se integran en el genoma
del huésped, los adenovirus persisten extracromosémicamente minimizando asi los riesgos asociados con la
mutagénesis insercional (Haj-Ahmad y Graham, J. Virol. (1986) 57: 267-274; Bett et al., J. Virol. (1993) 67: 5911-
5921; Mittereder et al., Human Gene Therapy (1994) 5: 717-729; Seth et al., J. Virol. (1994) 68: 933-940; Barr et al.,
Gene Therapy (1994) 1: 51-58; Berkner, K. L. BioTechniques (1988) 6: 616-629; y Rich et al., Human Gene Therapy
(1993) 4: 461-476).

Ademas, se han desarrollado varios sistemas de vectores de virus adeno-asociados (AAV) para la administracion
génica. Los vectores AAV pueden construirse facilmente usando técnicas muy conocidas en la técnica. Véanse, por
ejemplo, las Pat. U.S. Nos. 5.173.414 y 5.139.941; las Publicaciones Internacionales Nos. WO 92/01070 (publicada
el 23 de enero, 1992) y WO 93/03769 (publicada el 4 de marzo, 1993); Lebkowski et al., Molec. Cell. Biol. (1988) 8:
3988-3996; Vincent et al., Vaccines 90 (1990) (Cold Spring Harbor Laboratory Press); Carter, B. J. Current Opinion
in Biotechnology (1992) 3: 533-539; Muzyczka, N. Current Topics in Mlcrobiol. and Immunol. (1992) 158: 97-129;
Kotin, R. M. Human Gene Therapy (1994) 5: 793-801; Shelling y Smith, Gene Therapy (1994) 1: 165-169; y Zhou et
al., J. Exp. Med. (1994) 179: 1867-1875.

Otro sistema de vector Util para administrar polinucleétidos, por via mucosal y de otra manera, es las vacunas de
poxvirus recombinantes administradas por via entérica descritas por Small, Jr., P. A. et al. (Pat. U.S. No. 5.676.950,
presentada el 14 de octubre, 1997) asi como el virus vaccinia y los poxvirus aviares. Como ejemplo, el virus vaccinia
recombinante que expresa los genes puede construirse como sigue. EI ADN que codifica los antigenos y/o los
adyuvantes de la invencion se inserta en primer lugar en un vector apropiado de manera que esta adyacente a un
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promotor de vaccinia y secuencias de ADN de vaccinia flanqueantes, como la secuencia que codifica la timidina
quinasa (TK). Este vector se usa para transfectar células que se infectan simultdneamente con vaccinia. La
recombinacién homodloga sirve para insertar el promotor de vaccinia mas el gen que codifica las secuencias
codificadoras de interés en el genoma viral. El recombinante TK resultante puede seleccionarse cultivando las
células en presencia de 5-bromodesoxiuridina y eligiendo las placas virales resistentes a ésta.

Alternativamente, los poxvirus aviares, tales como los virus de la viruela aviar y viruela del canario, también pueden
usarse para administrar genes que codifican los antigenos y/o adyuvantes de la invencion. Los virus avipox
recombinantes, que expresan inmundgenos de patégenos de mamiferos, se sabe que confieren una inmunidad
protectora cuando se administran a especies no aviares; El uso de un vector avipox es particularmente deseable en
el ser humano y otras especies de mamiferos ya que los miembros del género avipox sélo pueden replicarse
productivamente en especies aviares susceptibles y por lo tanto no son infectivos en células de mamifero. Los
métodos para producir virus avipox recombinantes son conocidos en la técnica y emplean la recombinacion
genética, como se ha descrito anteriormente respecto a la produccion de virus vaccinia. Véanse, por ejemplo, WO
91/12882; WO 89/03429; y WO 92/03545. Los vectores derivados de picornavirus también pueden usarse (Véanse,
por ejemplo, las Pat. U.S. Nos. 5.614.413 y 6.063.384). Los vectores de conjugados moleculares, tales como los
vectores quiméricos de adenovirus descritos en Michael et al., J. Biol. Chem. (1993) 268: 6866-6869 y Wagner et al.,
Proc. Natl. Acad. Sci. USA (1992) 89: 6099-6103, también pueden usarse para la administracion génica.

Un sistema de infeccién/transfeccion basado en vaccinia puede usarse convenientemente para proporcionar una
expresion inducible, transitoria de las secuencias codificadoras de interés (por ejemplo, secuencias que codifican los
antigenos o adyuvantes de la invencion) en una célula huésped. En este sistema, las células se infectan en primer
lugar in vitro con un virus vaccinia recombinante que codifica la ARN polimerasa del bacteri6fago T7. Esta
polimerasa presenta una especificidad exquisita ya que soélo transcribe moldes que presentan promotores T7.
Después de la infeccion, las células se transfectan con el polinucleétido de interés, dirigido por un promotor T7. La
polimerasa expresada en el citoplasma del virus vaccinia recombinante transcribe el ADN transfectado en ARN que
se traduce en proteina por la maquinaria de traduccion del huésped. El método proporciona un alto nivel de
produccién transitoria, citoplasmética de grandes cantidades de ARN y sus productos de traduccion. Véanse, por
ejemplo, Elroy-Stein y Moss, Proc. Natl. Acad. Sci. USA (1990) 87: 6743-6747; Fuerst et al., Proc. Natl. Acad. Sci.
USA (1986) 83: 8122-8126.

Como una estrategia alternativa a la infeccion con virus recombinantes vaccinia o avipox o a la administracion de
genes usando otros vectores virales, puede usarse un sistema de amplificacion que dard lugar a un alto nivel de
expresion después de la introduccion en las células huésped. Especificamente, un promotor de la ARN polimerasa
T7 que precede la region codificadora para la ARN polimerasa T7 puede prepararse por ingenieria. La traduccion del
ARN derivado de este molde generara ARN polimerasa T7 que a su vez transcribira mas molde. Simultdneamente,
habra un ADNc cuya expresion esta bajo el control del promotor T7. Asi, parte de la ARN polimerasa T7 generada a
partir de la traduccién del ARN molde amplificado dara lugar a la transcripcion del gen deseado. Como parte de la
ARN polimerasa T7 se requiere para iniciar la amplificacién, la ARN polimerasa T7 puede introducirse en las células
junto con el o los moldes para cebar la reaccién de transcripcion. La polimerasa puede introducirse como una
proteina o en un plasmido que codifica la ARN polimerasa. Para una discusion adicional de los sistemas de T7 y su
uso para transformar células, véanse, por ejemplo, la Publicacién Internacional No. WO 94/26911; Studier y Moffart,
J. Mol. Biol. (1986) 189: 113-130; Deng y Wolff, Gene (1994) 143: 245-249; Gao et al., Biochem. Biophys. Res.
Commun. (1994) 200: 1201-1206; Gao y Huang, Nuc. Acids Res. (1993) 21: 2867-2872; Chen et al., Nuc. Acids Res.
(1994) 22: 2114-2120; y Pat. U.S. No. 5.135.855.

Uno o mas antigenos VIH adicionales pueden usarse en la composicion de esta invencion. Por ejemplo, los
antigenos env del clado C de VIH pueden usarse con antigenos VIH adicionales. Los antigenos VIH adicionales
pueden administrarse simultdneamente, antes o después de la administracion del antigeno env del clado C de VIH.

Ademas, puede afiadirse un factor inmunomodulador a la composicion farmacéutica. Un “factor inmunomodulador”
se refiere a una molécula, por ejemplo una proteina, que es capaz de modular una respuesta inmune o a vectores
de ADN que codifican un factor inmunomodulador dado. Los ejemplos no limitativos de factores inmunomoduladores
incluyen linfoquinas (también conocidas como citoquinas) tales como IL-6, TGF-beta, IL-1, IL-2, IL-3, etc.); y
quimioquinas (por ejemplo, proteinas secretadas tales como el factor inhibidor de macrofagos). Determinadas
citoquinas, por ejemplo TRANCE, flt-3L y una forma secretada de CD40L, son capaces de aumentar la capacidad
inmunoestimuladora de las APC. Los ejemplos no limitativos de citoquinas que pueden usarse solas 0 en
combinacién en la practica de la presente invencion incluyen, interleuquina-2 (IL-2), factor de células madre (SCF),
interleuquina 3 (IL-3), interleuquina 6 (IL-6), interleuquina 12 (IL-12), G-CSF, factor estimulador de colonias de
granulocitos macréfagos (GM-CSF), interleuquina-1 alfa (IL-1.alfa), interleuquina-11 (IL-11), MIP-1.gamma, factor
inhibidor de leucemia (LIF), ligando c-kit, trombopoyetina (TPO), ligando CD40 (CD40L), citoquina que induce la
activacion relacionada con el factor de necrosis tumoral (TRANCE) y ligando flt3 (flt-3L). Las citoquinas estan
disponibles comercialmente de varios vendedores tales como, por ejemplo, Genzyme (Framingham, Mass.), Amgen
(Thousand Oaks, Calif.), R&D Systems e Immunex (Seattle, Wash.). Las secuencias de muchas de estas moléculas
también estan disponibles, por ejemplo, en la base de datos GenBank. Se pretende, aunque no siempre se indica
explicitamente, que las moléculas que tienen una actividad biolégica similar como citoquinas de tipo salvaje o
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purificadas (por ejemplo, producidas de manera recombinante o mutantes de éstas) y los acidos nucleicos que
codifican estas moléculas se pretende que se usen.

Las composiciones de la invencion se formularan tipicamente con vehiculos o diluyentes farmacéuticamente
aceptables. Tal y como se usa en la presente memoria, el término “vehiculo farmacéuticamente aceptable” se refiere
a un vehiculo para la administracion de los antigenos que por si mismo no induce la produccién de anticuerpos
dafiinos para el individuo que recibe la composicién, y que puede administrarse sin toxicidad excesiva. Los vehiculos
adecuados pueden ser macromoléculas grandes, que se metabolizan lentamente tales como proteinas,
polisacéaridos, &cidos polilacticos, acidos poliglicélicos, aminoacidos poliméricos, copolimeros de aminoé&cidos y
particulas de virus inactivas. Los ejemplos de vehiculos en particulas incluyen aquellos derivados de polimeros de
polimetil metacrilato, asi como microparticulas derivadas de poli(lactidos) y poli(lactido-co-glicélidos), conocidos
como PLG. Véanse, por ejemplo, Jeffery et al., Pharm. Res. (1993) 10: 362-368; McGee et al. (1997) J.
Microencapsul. 14(2): 197-210; O’'Hagan et al. (1993) Vaccine 1(2): 149-54. Dichos vehiculos son muy conocidos
para los expertos en la técnica. Ademas, estos vehiculos pueden funcionar como agentes inmunoestimulantes
(“adyuvantes”). Ademas, el antigeno puede conjugarse con un toxoide bacteriano, tal como toxoide de difteria,
tétanos, colera, etc., asi como toxinas derivadas de E. coli.

En la presente memoria pueden usarse sales farmacéuticamente aceptables, por ejemplo sales de acidos minerales
tales como hidrocloruros, hidrobromuros, fosfatos, sulfatos y semejantes; y las sales de &cidos organicos tales como
acetatos, propionatos, malonatos, benzoatos y semejantes. Una discusién en profundidad de los excipientes
aceptables esta disponible en la muy conocida Remington’'s Pharmaceutical Sciences.

Los vehiculos farmacéuticamente aceptables en composiciones terapéuticas pueden contener liquidos tales como
agua, disolucion salina, glicerol y etanol. Ademas, pueden estar presentes en dichos vehiculos sustancias auxiliares
tales como agentes humectantes o emulsionantes, sustancias tamponadoras del pH y semejantes.

Por “farmacéuticamente aceptable” o “farmacolégicamente aceptable” se quiere decir un material que no es
biolégicamente o de otra manera indeseable, es decir, el material puede administrarse a un individuo en una
formulacion o composicidn sin causar ningun efecto bioldgico indeseable o interaccionar de una manera perjudicial
con ninguno de los componentes de la composicién en la que esta contenido.

Administracion

Las composiciones descritas en la presente memoria pueden administrarse a un sujeto para generar una respuesta
inmune. Preferiblemente, la composiciéon puede usarse como una vacuna para tratar o prevenir una infeccion por
VIH.

Tal y como se usa en la presente memoria, “sujeto” quiere decir cualquier miembro de cordata subphylum,
incluyendo, sin limitaciéon, seres humanos y otros primates, incluyendo primates no humanos, tales como
chimpancés y otros monos y especies de monos; animales de granja tales como ganado, ovejas, cerdos, cabras y
caballos; mamiferos domésticos tales como perros y gatos; animales de laboratorio incluyendo roedores tales como
ratones, ratas y cobayas; pajaros, incluyendo pajaros domésticos, salvajes y de caza, tales como pollos, pavos y
otros pajaros gallinaceos, patos, gansos y semejantes. El término no indica una edad particular. Asi, se pretende
gue estén cubiertos tanto los individuos adultos como recién nacidos. El sistema descrito anteriormente se pretende
para uso en cualquiera de las especies de vertebrados anteriores, ya que los sistemas inmunes de todos estos
vertebrados operan de manera similar.

Las composiciones incluiran “cantidades inmunolégicamente eficaces” de antigeno VIH, es decir, cantidades
suficientes para incitar una respuesta inmune especifica 0, mas preferiblemente, para tratar, reducir o prevenir una
infecciéon por VIH. Una respuesta inmune puede detectarse buscando anticuerpos frente al antigeno VIH usado (por
ejemplo, 1gG o IgA) en muestras de pacientes (por ejemplo, en sangre o suero, en ganglios linfaticos mesentéricos,
en bazo, en mucosa gastrica y/o en heces). La cantidad eficaz precisa para un paciente dado dependera de la edad,
tamafio, salud del paciente, la naturaleza y gravedad de la afeccion, la composicién precisa seleccionada para
administracion, el grupo taxonémico del paciente, la capacidad del sistema inmune del paciente para sintetizar
anticuerpos, el grado de proteccion deseado, la formulaciéon de la vacuna, la evaluacion del médico que trata la
situacion médica y otros factores relevantes. Asi, no es (til especificar una cantidad eficaz exacta con antelacion,
sino que la cantidad estard en un intervalo relativamente amplio que puede determinarse mediante ensayos
rutinarios y estara dentro del criterio del médico. Una dosis eficaz sera tipicamente de aproximadamente 0,01 mg/kg
a 50 mg/kg en el individuo al que se administra.

EJEMPLOS

Ejemplo 1. SHIVenvC con el bucle V delecionado induce respuestas de nAb cruzadas entre clados en
ratones.

Se prepard un vector de expresion SHIV-1157ipenv con el bucle V delecionado como sigue: la secuencia completa
de gp160 SHIV-1157ip se optimizd en codones y se clond en el vector de mutagénesis pTPS (Xu et al., 2002). Se
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usaron cebadores mutagénicos para delecionar separadamente los bucles V1/V2 y el bucle V3. Los cebadores
mutagénicos se sintetizaron e incluyeron secuencias conectoras GAG para mantener la estructura de ndcleo de Env
(Johnson et al., 2002). La mutagénesis se confirmd por secuenciacion de ADN y el gen mutante gpl60 se cloné en
el vector de expresion pJwW4303. El plasmido resultante, pJW1157ipenvA123 se ensay6 para pureza por digestion
de restriccion/electroforesis en gel y para expresion in vitro por transfeccion en células 293T seguido de analisis por
transferencia Western. El andlisis por transferencia Western mostré un banda de proteina de aproximadamente 135
kb.

Se prepard un virus vaccinia recombinante expresando 1157ipenvAl123 y se us6 para infectar la linea celular de
osteosarcoma humano, 143 B. Se prepar6 SHIV-1157ipA123 Env a partir de lisados celulares por exclusion por
tamafio y cromatografia de lectina de lenteja (Earl et al., 1994).

Cinco ratones BALB/c se inocularon por via subcutanea 2x con 20 ug de SHIV-1157ipA123 Env formulado en
emulsion MPL + TDM. Los sueros de ratones inmunizados se ensayaron para actividad de anticuerpo neutralizante
frente a SHIV-1157ip homologo y frente a SHIV89.6P heterélogo (Fig 3). Tres de 5 ratones mostraron actividad de
anticuerpo neutralizante frente a SHIV-1157ip y 4 de los 5 ratones mostraron actividad de anticuerpo neutralizante
frente a SHIV89.6P clado B heterdlogo.

Los resultados demuestran que la inmunizacién con una Env clado C con bucle V delecionado, preparada a partir
del genoma de gpl60 de longitud completa por metodologia que mantiene la integridad estructural de la forma
multimérica de la glicoproteina Env, es inmunogénica y puede inducir respuestas de nAb cruzadas entre clados.

Ejemplo 2. Construccion y Adaptacion de SHIV-1157i a Macacos Rhesus

Un virus de ensayo biol6gicamente relevante se cre6 para evaluar profilaxis inmune anti-VIH clado C.

Construcciéon SHIV-1157i

SHIV-1157i se construy6 sobre el nicleo de SHIV-vpu® (Li et al., J. Virol. (1995), 69: 7061-67) (Fig. 19a) y contenia
la mayor parte de gpl120 asi como el dominio extracelular y regién transmembrana completos de gp41l del aislado
primario, original HIV1157i. El aislado HIV1157i es un aislado VIH clado C pediatrico recientemente transmitido de
un nifio de Zambia de seis meses.

La preparacion madre inicial sin células SHIV-1157i se gener6 transfectando células 293T con ADN proviral y
recogiendo los sobrenadantes. El virus se replic6 en PBMC humanos y de mono rhesus y en células
Ghost.CD4.CCR5.GFP pero no infectaron células CEMx174 o CEMx174.GFP, que no expresan CCR5, lo que indica
que SHIV-1157i, como el HIV1157i original, usa CCR5 como correceptor.

Adaptaciéon de SHIV-1157i a macacos rhesus

Para adaptar SHIV-1157i a macacos rhesus, una cria de mono rhesus RPn-8 se inocul6 por via intravenosa (i.v.)
con 6 ml de virus. La RT-PCR en tiempo real revel6 que SHIV-1157i se replicaba en este animal; el pico de viremia
alcanzé 6 x 10* copias de ARN/ml en la semana 4 después de la inoculacion (p.i.). Este primer animal nunca aclar6
el virus y permanecié virémico desde el principio hasta el fin. Cuatro animales adicionales se sometieron a
transferencia sanguinea seriada (Fig. 19b), mediante las cuales 1 ml de sangre completa recogido en el pico de la
viremia (semana 2 p.i.) se transfirié directamente a los monos receptores siguientes: RA0-8 y RII-8 neonatos, RTs-7
juveniles y RKI-8 infantiles. Comparado con el primer receptor del virus RPn-8, las cargas de ARN viral en el pico se
incrementaron entre 1 a 2 logs en receptores posteriores (Fig. 19c). Los cinco monos en esta cohorte se
seroconvirtieron en la semana 4. En la semana 6 p.i., el virus pasado, denominado SHIV-1157ip, se aislé de PBMC
del dltimo receptor, RKI-8 y se crecidé una gran preparaciéon madre en PBMC de monos rhesus. Los virus de esta
preparacién madre eran competentes para la replicacién en PBMC de otros monos rhesus donantes sin tratar.

SHIV-1157ip no se replico en células CEMx174 ni CEMx174-GFP ni en células U87.CD4 o U87.CD4 que expresan
CCR1, CCR2, CCR3, 0 CXCR4. SHIV-1157ip tampoco se replic6 en células Ghost-BOB y Ghost-Bonzo. Soélo se
observo infeccion productiva en células U87.CD4.CCR5, lo que indica que SHIV-1157ip usaba exclusivamente
CCRS5 como correceptor, incluso después de varios pasos en una especie diferente.

Ejemplo 3. Patogenicidad de SHIV-1157ip.

Se observaron signos de enfermedad temprana (deplecion de células T de memoria en sangre periférica y
proporciones persistentemente bajas de CD4'/CD8") en dos monos, RPn-8 y RKI-8, en el primer afio después de la
inoculacién. Esto se siguié por deplecién de células T CD4" absolutas en sangre periférica. En el animal RPn-8, se
desarroll6 SIDA, como se define por células T CD4" persistentemente <200 células/pl, en la semana 135 p.1.; en los
otros dos animales, RKI-8 y RTs-7, los recuentos absolutos de células T CD4" fueron persistentemente <500
células/pl (Fig. 4). Como un signo adicional de enfermedad inducida por lentivirus, se desarroll6 una trombocitopenia
grave, persistente en el animal RPn-8, aunque hasta la fecha no se ha observado hemorragia.
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Con el fin de determinar si ha surgido un virus mas agresivo en el animal RPn-8 después de desarrollar SIDA, 10 ml
de sangre se transfundieron en un receptor sin tratar, RBg-9. Tres meses después, este animal receptor desarrolld
trombocitopenia y deplecién de células T de memoria en sangre periférica. Estas dos anormalidades han persistido
después de los 18 meses siguientes. Tanto el donante como el receptor han permanecido persistentemente
virémicos.

Ejemplo 4. Construccion y Transmision Mucosal de SHIV-1157ipd3N4.

Después de que el primer mono (RPn-8) infectado con SHIV-1157i hubo progresado a SIDA, el virus se re-aislé con
el fin de generar otro clon molecular. El virus re-aislado, denominado SHIV-1157ipd, se aislé cuatro semanas
después de que el recuento absoluto de células T CD4" del animal RPn-8 cayera hasta <200 células/pl. El clon 3 dio
lugar al nivel mas alto de virus infecciosos y se selecciond para estudios adicionales (Figs. 4, 5). El andlisis genético
de las secuencias env de SHIV-1157ipd revelé varias mutaciones que resultaron en sustituciones de un Unico
aminoacido en gp120, especialmente en V1, V2 y V4. También se observaron mutaciones en gp41. Cinco de los
cinco clones secuenciados contenian una delecién de 118 pb en el extremo 3’ de env. Esta delecién de 118 pb
estaba localizada en el dominio intracelular de gp4l y dio lugar a una pérdida de 35 de los aminoacidos (aa)
originales y, debido a un desplazamiento del marco, a una ganancia de 57 aa. La cubierta permaneci6 infecciosa.

Con el fin de maximizar la capacidad replicativa y aumentar las cargas virales in vivo, se afiadieron elementos de
control de la transcripcién en el LTR lentiviral. Asi, el LTR de SHIV-1157ipd3 se modificé para incrementar el nimero
de sitios NF-kB. En un conjunto de construcciones solo-LTR unidas al gen informador luciferasa, se demostré una
correlacion directa entre la expresién génica mediada por LTR y el nimero de sitios NF-xB en ensayos de
transfeccion transitoria (Fig. 6a). El efecto fue especialmente pronunciado cuando un plasmido de expresion tat se
cotransfectd y se afadié TNF-a al medio, consistente con la cascada de transduccion de la sefial activada por esta
citoquina. Después de la transfeccion y liberacién del virus infeccioso, las modificaciones introducidas por ingenieria
en el LTR 3‘ se copiaran en el LTR 5’ en el ciclo de replicacién viral posterior. Las cinéticas de replicacion de los
virus de estadio tardio que codifican dos sitos NF-kB produjeron niveles de produccion mayores de p27 Gag y/o
picos mas tempranos para la estimulacién con TNF-a que los virus que sélo contienen un sito (Fig. 6b).

El virus SHIV-1157ipd3 no se replico en células CEMx174 ni CEMx174-GFP ni en células U87.CD4,
U87.CD4.CCR1, U87.CD4.CCR2, U87.CD4.CCR3, U87.CD4.CXCR4, GHOST-BOB y GHOST-BONZO. Sélo ocurrié
infeccion productiva en células U87.CD4.CCR5 (Fig. 7a), lo que indica que SHIV-1157ipd3 de estadio tardio y su
equivalente de 2 sitios NF-xB, SHIV-1157ipd3N4, todavia usan CCR5 como correceptor exclusivamente.

Con el fin de determinar si el virus tardio era susceptible de neutralizacion por los nmAb humanos ampliamente
reactivos b12, 2G12, 2F5 y 4E10 (Fig. 7b) se realizaron ensayos en PBMC humanas. El virus tardio habia perdido
su sensibilidad a 2G12 que estaba correlacionado con la pérdida de un sitio clave de glicosilacién unido a N en la
posicion de aa 295 que se requiere para formar el complejo de epitopo 2G12 (Scanlan et al., 2002); el nmAb 2G12
es unico porque estéa dirigido a una estructura de carbohidrato pura que consiste en varios residuos de manano. Sin
embargo, SHIV-1157ipd3N4 tardio no ha desarrollado resistencia global a la neutralizacion.

Asi, se prepararon varias cepas SHIVenvC que codifican una de varias formas del gen env que se cloné
originalmente a partir de R5 HIV1157i, una cepa de clado C. El virus se aisl6 a partir de un nifio de Zambia que se
descubrié que no tenia progresion a largo plazo (LTNP) durante el seguimiento prospectivo. Las construcciones
SHIV y sus designaciones son como sigue:

. SHIV-1157i clon molecular infeccioso, todavia no adaptado a monos rhesus; “i” designa una cepa del virus (o
gen env) aislada de un nifio

. SHIV-1157ip aislado bioldgico obtenido después de paso a través de varios monos rhesus; “p” designa un virus
pasado, adaptado a mono

. SHIV-1157ipd aislado biolégico, “d” indica que el virus se re-aislé de un mono infectado con la enfermedad

. SHIV-1157ipd3 clon molecular infeccioso #3. La mitad 3’ del provirus se derivé de un mono con enfermedad
inducida por el virus

. SHIV-1157ipd3N4 idéntico a SHIV-1157ipd3 excepto en que cada LTR tiene 2 en lugar del 1 sito NF-xB
habitual.

Ejemplo 5. Ensayo de vacunacién en animales expuestos a SHIV-1157ipd3N4.

Dos grupos de macacos recién nacidos se vacunaron (Grupo 1 y Grupo 3). A los animales del Grupo 1 se les

proporcioné una combinacion de plasmidos de expresion de ADN que codifican SlVgag-proteasal, HIVtat y

HIV1084ienv. A los animales del Grupo 3 (controles) se les proporcioné vector de ADN vacio. El ADN se proporcion6

en 2 puntos de tiempo — en el nacimiento y a las 6 semanas. Los animales descansaron y se les proporciono

refuerzos de proteina solubles que consisten en particulas SIV Gag-Pol derivadas de células infectadas con virus
14
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vaccinia recombinantes, HIV Tat y HIV1084i gpl160. A los animales del Grupo 2 con edad equivalente se les
proporciond proteinas solubles sin sensibilizacion con ADN. Las proteinas se proporcionaron en el mes 9, mes 11y
en el mes 24. Se evaluaron la inmunidad celular y humoral 2 semanas después de cada punto de tiempo de
vacunacion. Los animales se expusieron oralmente con SHIV-1157ip (Fig. 20, paneles A, B y C). Todos los RM
recibieron una dosis relativamente baja de 3,7 AlDso que podria ser responsable de menos del 100% de infeccion
entre los controles. In vitro, PBMC deplecionadas de células T CD8" de RM que habian permanecido sin infectar
después de la exposicion oral, fueron completamente susceptibles a infeccion por SHIV-1157i y SHIV-1157ipd3N4,
descartando asi la resistencia inherente a estos virus.

Como algunos vacunados parecen haber contenido SHIV-1157ip, se re-expusieron i.r. con 20 AlDsy de SHIV-
1157ipd3N4. Los animales reexpuestos incluyeron un animal del Grupo 1 (sensibilizacion con ADN/refuerzo de
proteina), 3 animales el Grupo 2 (inmunizacion de proteinas solo) y un animal del grupo control, RAr-9. Se muestran
los niveles plasmaticos de vVARN para RAr-9 después de la reexposicion (Fig. 20E, rojo) y para un grupo de 8
animales control no vacunados adicionales expuestos de manera idéntica a SHIV-1157ipd3N4. En la semana 1,
todos los animales control estaban infectados y los niveles de los picos de viremia variaron de 1,3 — 7,7 X 10’ copias
de VARN/mI. Por el contrario, sélo 1 de 4 RM vacunados previamente tuvo virus detectable en la semana 1 (Fig.
20D). De los que estaban infectados, los niveles de los picos de viremia fueron un log menores que en controles
(p=0,003). De manera importante, uno de los animales vacunados sélo con proteina, RAt-9, todavia no tenia
evidencia de infeccion después de la reexposicion a SHIV-1157ipd3N4. En el momento de la reexposicion, este RM
tenia una inmunidad celular fuerte frente a SIV Gag y HIV Tat.

Para conservar RM, la reexposicion descrita fue paralela a una exposicion ir. de SHIV-1157ipd3N4 de los
vacunados. Todos los RM en los 3 grupos de vacunas estuvieron infectados pero los niveles medios de los picos de
viremia para los animales de los 3 grupos de vacuna combinados fueron significativamente menores que los
controles (2,4 x 10’ frente a 4, x 10’ copias de VARN/mI; p= 0,006). Los niveles plasméaticos medios de viremia para
el Grupo 3 RM solo que se sensibilizaron con ADN con clado C env y se reforzaron con clado B gpl160 heterélogo
fueron los menores a 1,5 x 10’ copias de ARN/mI (p= 0,014).
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<210>1
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<212> DNA

<213> Secuencia Artificial

<220>

<223> Descripcion de la secuencia artificial: constructo de nucleotido sintético

<400> 1

atgcgegtga
ctgctgggca
ggegtgcccg
tacgagaagg
ccccaggaga
gtggaccaga
aagctgacece
acctacaagg
cgcgacaaga
gagaacaaca
caggecctgec
tacgccatcce
tccaccgtgce
ggctccctgyg
accatcatcg
acccgcaagt
ggcgacatcce
tgggtgcgcy
tccggeggeg
tgcaacacct
gacaccgtga
gggcgegeca
ggcectgctge
cgccccggeg
gtggagatca
gagaagcgcg
accatgggeg
gtgcagcagc
accgtgtggg

aggagaagta
tgctgatgat
tgtggaagga
aggtgcacaa
tcgtgctgga
tgcacgagga
ccctgtgegt
aggagatgga
agcagaaggt
acaactcctc
ccaaggtgaa
tgaagtgcaa
agtgcaccca
ccgagecgcga
tgcacttcaa
ccatccgecat
gccaggccca
gcaagctgga
acctggagat
ccaagctgtt
tcaccatccce
tgtacgceccce
tggtgcgcega
gcggcgacat
agceccctggg
ccgtgggcat
ccgectecat
aggacaacct
gcatcaaaca

ccagcacctyg
ctgctccgcece
ggccaagace
cacctgggce
gaacgtgacc
catcatctcce
gaccctgaag
caaggtgaag
gaacgcccetyg
cgagtaccgc
ctrtcgaccec
caacaagace
cggcatcaag
gatcatcatc
cgagteccgtg
cggceccgge
ctgcaacatc
ggagcacttce
caccaccecac
caacggcace
ctgccgeate
ccccatcgag
cggcggccag
gcgcaacaac
catcgccccce
€ggcgccgtg
caccctgacc
gctgcgcgcc
gctgcaggcece

tggcgctggg
accgagaagce
accctgteceer
acccacgcect
gagaacttca
ctgtgggacc
tgcteccaact
aactgctcct
ttctaccgcee
ttgatcaact
atccccatce
ttcaacggca
cccgrggeqge
cgeteccgaga
gagatcaact
caggcctect
tccaaggaga
cccaacaaga
tccetcaace
gacaactcca
aagcagatca
ggcaacatca
gacaactcca
tggcgcteceg
accaaggcca
ttectgggcet
gtgcaggccc
atcgaggccce
cgcgtgcetgg
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gctggcgetg
tgtgggtgac
gcgectcega
gcgtgccceac
acatgtggaa
agtccctgaa
tcacccgega
tcaacgtgac
tggacatccac
gcaagtcctc
actactgcgc
ccggccecetyg
ccacccagct
acctgaccga
gcacccgeccce
acgccaccqg
actggaacaa
ccatcgtgtt
gccgeggega
cccacatgga
tcaacatgtg
cctgcaagte
ccaacaacac
agctgracaa
agcgeccgegt
tcctgggege
gccagctgct
agcagcacat
ccatcgagcyg

gggcaccatg
cgtgtactac
cgccaaggcee
cgaccccaac
ggacgacatg
gcecctgegtg
gggcaacgtg
caccggcatc
ccccctggac
caccatcacc
ccccgecggce
ccacaacgtg
gctgctgaac
caacgtgaag
caacaacaac
cgacatcatc
gaccccgcag
Caagccctce
gttctectac
caccggcaac
gcaggaggtg
caacatcacc
cgagacctece
gtacaaggtg
ggtggagcgce
cgccggectcece
gtccggcatc
gctgcagctg
ctacctgcag

60

120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
300
960

1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620
1680
1740
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gaccagcagc tgctgggcat ctggggetgc tccggcaagc tgatctgcac caccgccgtg
ccctggaacg cctcoctggtc caacaagtcc cagaccgaca tctgggagaa catgacctgg
atgcagtggg acaaggagat ctccaagcac accgacacca tctaccgcect gctggaggac
tcccagaace agcaggagaa gaacgagaag gacctgetgg ccetggactc ctgggagaac
ctgtggaact ggttctccat caccaagtgg ctgtggtaca tcaagatctt catcatgatc
gtgggcggcecc tgatcggect gcgcatcatce tteocgeeogtge tgtccatcgt gtcecgegtg
cgccagggct actccccect gtccttccag acccacctge ccaccccccg cggccecgac
cgcceccgagg gcatcgagga gdagggcggce gagcgcgacc gcgaccgctc catccgcctg
gtgaacgget ccctggcococt. gatectgggac gacctgeget ¢cctgtgcct gttctectac
caccgeoetge gegacetget gctgatagtg acccgcatcog tggagctgct gggecgcecgc
gagctgggagqg ccctgaagta ctggtggaac ctgctgcecagt actggtccca ggagctgaag
aactccgccg tgtocctget gaacgccacce gcocatcgecg tggccgaggg caccgaccge
gtgatcgagg tggtgcaggyg cgcctgecge gccatccgec acatcccecg ccgcatgege
cagggcctgg agcgcatcct getgtga
<210> 2
<211> 848
<212> PRT
<213> Secuencia Atrtificial
<220>
<223> Descripcion de la secuencia artificial: constructo de proteina sintético
<400> 2
Met Arg Val Lys Glu Lys Tyr Gln His Leu Trp Arg Trp Gly Trp Arg
1 5 10 1s
Trp Gly Thr Met Leu Leu Gly Met Leu Met Ile Cys Ser Ala Thr Glu
20 25 30
Lys Leu Trp Val Thr Val Tyr Tyr Gly Val Pro Val Trp Lys Glu Ala
: 35 40 45
Lys Thr Thxr Leu Phe Cys Ala Ser Aap Ala Lys Ala Tyr Glu Lys Glu
SQ 55 60
Val His Asn Ile Trp Ala Thr His Ala Cys Val Pro Thr Asp Pro Asn
65 70 75 80
Pro Gln Glu Ile Val Leu Glu Asn Val Thr Glu Asn Phe Asn Met Trp
85 90 95
Lys Asp Asp Met Val Asp Gln Met His Glu Asp Ile Ile Ser Leu Trp
100 105 110
Asp Gln Ser Leu Lys Pro Cys Val Lys Leu Thr Pro Leu Cys Val Thr
115 120 125
Leu Lys Cys Ser Asn Phe Thr Axg Glu Gly Asn Val Thr Tyr Lys Glu
130 135 140
Glu Met Asp Lys Val Lys Asn Cys Ser Phe Asn Val Thr Thr Gly Ile
145 150 155 160
Arg Asp Lys Lys Gln Lys Val Asn Ala Leu Phe Tyr Arg Leu Asp Ile
165 170 175
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1800
1860
1920
1980
2040
2100
2160
2220
2280
2340
2400
2460
2520
2547



Thr

Asn

Asp

Lys

225

Ser

Leu

Glu

Ser

Ile

305

Gly

Lys

Lys

Thr

Lys

3BS

Asp

Trp

Ile

Gly

Gly
465

Pro

Cys

Pro

210

Cys

Thr

Leu

Asn

val

290

Arg

Asp

Thx

Thr

His

370

Leu

Thr

Gln

Thr

Gln

4150

Asp

Leu

Lys
195

Ile.

Asn

val

Leu

Leu

275

Glu

Ile

Ile

Leu

Ile

355

Ser

Phe

val

Glu

Cys

43S

Asp

Met

Asp

180

Ser

Pro

Asn

Gln

Asn

260

Thr

Ile

Gly

Arg

Gln

340

val

Phe

Asn

Ile

val

420

Lys

Asn

Arg

Glu
Serxr
Ile
Lyso
Cys
245
Gly
Asp
AsSn
Pro
Gln
32s
Trp
Phe
Asn
Gly
Thx
405
Gly
Ser

Ser

Asn

Asn

Thr

His

Thr

230

Thr

Ser

ASn

Cys

Gly

310

Ala

val

Lys

Cys

Thr

390

Ile

Arg

Asn

Thr

Asn
470

Asn

Ile

Tyr

215

Phe

His

Leu

val

Thr

295

Gln

His

Arg

Pro

Arg

375

Asp

Pro

Ala

Ile

Asn

455

Txp
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Asn

Thr
200

Cys

Asan

Gly

Ala

Lys

280

Arg

Ala

Cys

Gly

Ser

Jso

Gly

Asn

Cys

Met

Thr

440

Asn

Arg

Asn

185

Gln

Ala

Gly

Ile

Glu

265

Thr

Pro

Phe

Asn

Lys

345

Ser

Glu

Ser

Arg

Tyxr

425

Gly

Thr

Ser

Ser

Ala

Pro

Thr

Lys

250

Arg

Ile

Asn

Tyr

Ile

330

Leu

Gly

Phe

Thr

Ile

410

Ala

Leu

Glu

Glu

18

Ser

Cys

Ala

Gly

235

Pro

Glu

Ile

Asn

Ala

315

Ser

Glu

Gly

Phe

His

395

Lys

Pro

Leu

Thr

Leu
47S

Glu
Pro
Gly
220
Pro
Val
Ile
val
Asn
300
Thr
Lys
Glu
Asp
Tyr
380
Met
Gln
Pro
Leu
Phe

460

Tyr

Tyr

Lys

205

Cys

val

Ile

His

285

Thr

Gly

Glu

His

Leu

365

Cys

Asp

Ile

Ile

Val

445

Axg

Lys

Arg

190

val

Ala

His

Ser

Ile

270

Phe

Arg

Asp

Asn

Phe

3so

Glu

Asn

Thr

Ile

Glu

430

Arg

Pro

Tyr

Leu

Asn

Ile

Asn

Thr

255

Arg

AsSn

Lys

Ile

Trp

335

Pro

Ile

Thr

Gly

Asn

415

Gly

Asp

Gly

Lys

Ile

Phe

Leu

Val

240

Gln

Ser

Glu

Ser

Ile

320

Asn

Asn

Thr

Ser

Asn

400

Met

Asn

Gly

Gly

val
480



val

val

Gly

Leu

Asp

545

Thr

Arg

Lys

Lys

Lys

625

Ser

Ser

Tyr

Ile

Ser

705

Arg

Ser

Arg

Ile

Glu

Val

Phe

Thr

530

Asn

val

TYX

Leu

Ser

610

Glu

Gln

Trp

Ile

Ile

690

Pro

Pro

Ile

Ser

val
770

Ile

Glu

Leu

515

val

Leu

Trp

Leu

Ile

59§

Gln

Ile

Asn

Glu

Lys

67S

Phe

Leu

Glu

Arg

Leu

758

Thr

Lys

Arg

S00

Gly

Gln

Leu

Gly

Gln
s80

Cys

Thr

Ser

Gln

Asn

660

Ile

Ala

Ser

Gly

Leu
740

Cys

Arg

Pro
485

Glu

Ala

Ala

Arg

Ile

565

Asp

Thr

Asp

Lys

Gln

€45

Leu

Phe

val

Phe

Ile
725

val

Leu

Ile

Leu

Lys

Ala

Arg

Ala

SS0

Lys

Gln

Thr

Ile

His

630

Glu

Trp

Ile

Leu

Gln

710

Glu

Asn

Phe

val

Gly

Arg

Gly

Gln

535

Ile

Gln

Gin

Ala

Trp

615

Thr

Lys

Asn

Met

Ser

695

Thr

Glu

Gly

Ser

Glu
775
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Ile
Ala
Ser
520
Leu
Glu
Leu
Leu
val
600
Glu
Asp
ASn
Trp
Ile
680
Ile
His
Glu
Ser
Tyx

760

Leu

Ala
val
505
Thr
Leu
Ala
Gln
Leu
585
Pro
Asn
Thr
Glu
Phe
665
Val
val
Leu
Gly
Leu
745

His

Leu

Pro
490

Gly
Met
Ser
Gln
Ala

s70

Gly
Trp
Met
Ile
Lys
650
Ser
Gly
Ser
Pro
Gly
730
Ala

Arg

Gly

19

Thr

Ile

Gly

Gly

Gln

555

Arg

Ile

Asn

Thr

Tyx

635

Asp

Ile

Gly

Arg

Thr

715

Glu

Leu

Leu

Arg

Lys Ala
Gly Ala
Ala Ala

525

Ile Val
540

His Met

val Leu

Trp Gly

d

Ala Ser
605

Trp Met
620

Arg Leu

Leu Leu

Thr Lys

Leu Ile
685

Val Arg
700

Pro Arg
Arg Asp
Ile Trp
Arg Asp

765

Arg Gly
780

Lys

Val

510

Ser

Gln

Leu

Ala

Cys
590
Trp
Gln

Leu

Ala
Trp
670
Gly
Gln
Gly
Arg
Asp

750

Leu

Trp

Arg

495

Phe

Ile

Gln

Gln

Ile

575

Ser

Ser

Txp

Glu

Leu

655

Leu

Leu

Gly

Pro

Asp

735

Asp

Leu

Glu

Arg

Leu

Thr

Gln

Leu

560

Glu

Gly

Asn

Asp

Asp

640

Asp

Trp

Arg

Tyr

Asp

720

Arg

Leu

Leu

Ala
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Leu Lys
785
Asn Ser

Gly Thr

Arg His

Tyr

Ala

AsSp

Ile

Trp
val
805

Arg
820

Pro

835

<210>3
<211> 2313
<212> DNA

<213> Secuencia Artificial

<220>

Trp Asn
790
Ser Leu

val Ile

Arg Axg

ES 2388443 T3

Leu Leu

Glu Val

Leu Asn

Met Arg

Gln

Tyr Trp Ser

795

Ala
810

val
825

Gln

840

Thx Ala Ile

Gln Gly Ala

Gly Leu Glu

<223> Descripcion de la secuencia artificial: constructo de nucleotido sintético

<400> 3

atgcgcgtga
ctgetgggcea
ggcgrgcccyg
tacgagaagg
ccccaggaga
gtggaccaga
ggcgecggcyg
gccggctacg
aacgtgtcca
ctgaacggct
gtgaagacca
aacaacaccc
atcatcggcg
ctgcagtggg
ccectecerecg
ttctactgca
ggcaacgaca
gaggtggggc
atcacecggec
. acceteceqgee
aaggtggtgg
gagcgcgaga
ggcceccacca
ggcatcgtgce
cagctgaccg
ctgcaggacce
gccgtgccct
acetggatgc
gaggactcce
gagaacctgt
atgatcgtgg
cgegtgeqcece

aggagaagta
tgctgacgat
tgtggaagga
aggtgcacaa
tcgtgetgga
tgcacgagga
cctgeccccaa
ccatcctgaa
ccgtgcagtg
ccectggecga
tcatcgtgca
gcaagtccat
acatccgcca
tgcgcggcaa
gcggegacct
acacctccaa
ccgtgatcac
gcgccatgta
tgectgctggt
€cggcggcgg
agatcaagcc
agcgecgccgt
tgggcgccege
agcagcagga
tgtggggcat
agcagctgct
ggaacgcctc
agtgggacaa
agaaccagca
ggaactggtt
gcggectgat
agggctactc

ccagcacctyg
ccgeteccgece
ggccaagacc
catctgggcce
gaacgtgacc
catcatctcc
ggtgaacttc
gtgcaacaac
cacccacggce
gcgcgagatce
cttcaacgag
ccgcatcgge
ggcccactge
gctggaggag
ggagatcacc
gctgttcaac
catcceccctge
cgcecceececee
gcgegacgge
cgacatgcgce
cctgggcate
gggcatcggce
ctccatcacce
caacctgctg
caaacagctg
gggcatcegg
ctggtccaac
ggagatctrce
ggagaagaac
ctccatcace
cggectgcege
cecececetgecee

cccgaccgcece
cgcctggtga
tcctaccacc
cgcecgeggcet
ctgaagaact
gaccgcgtga
atgcgccagg

ccgagggceat
acggectccct
gcctgcegega
gggaggecct
ccgecgtgte
tcgaggtgat
gcctggageg

cgaggaggag
ggccctgatce
cectgetgetg
gaagtactgg
cctgctgaac
gcagggcgcee
catcctgcetg

tggcgerggg
accgagaagc
accctgetct
acccacgcecct
gagaacttca
ctgtgggacc
gaccccatcce
aagaccttca
atcaagcccqg
atcatccgcet
cccgtggaga
cccggecagy
aacatcctcca
cacttcccca
acccactcce
ggcaccgaca
cgcatcaagc
atcgagggca
ggccaggaca
aacaactgqac
gccecccacea
gcegegttec
ctgaccgtgc
cgecgcecatceg
caggcccgcyg
ggctgceceg
aagtcccaga
aagcacaccyg
gagaaggacc
aagtggctgt
atcatctteg
ttccagacece
ggcggcgagc
tgggacgacc
atcgtgaccce
tggaacctgc
gccacecgceca
tgeecgcegceca
tga
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gctggcgetg
tgrtgggtgac
gcgcececcga
gcgtgecccac
acatgtggaa
agtccctgaa
ccatccacta
acggcaccgg
tggtgtccac
ccgagaacct
tcaactgeac
cctteotacge
aggagaactg
acaagaccat
tcaactgccg
actccaccca
agatcatcaa
acatcacctg
actccaccaa
gctccgaget
aggccaagcg
tgggctcccet
aggcccgcca
aggcccagca
tgctggccat
gcaagctgat
ccgacatctg
acaccaktcta
tgctggecct
ggtacatcaa
ccgtgectgte
acctgcccac
gcgaccgcega
tgcgctccecet
gcatcgtgga
tgcagtactyg
tcgeeogtgge
tecgcecacat

Gln Glu

Ala val

Cys Arg

Arg Ile
845

Leu

Lys

800

Ala
815

Ala
830

Leu

gggcaccatg
cgtgraccac

cgccaaggcce
cgaccccaac
ggacgacatg
gccctgegtyg
ctgcgececcee
ccecctgecac
ccagctgctg
gaccgacaac
ccgecceccecaac
caccggegac
gaacaagacc
cgtgttcaag
cggcgagttce
catggacacc
catgtggcag
caagtccaac
caacaccgag
gtacaagtac
ccgegtggtg
ggg<cgecgcec
gctgctgtcce
gcacatgceg
cgagcgctac
ctgcaccacc
ggagaacatg
ccgccrgceceg
ggactcctgg
gatcttcatc
catcgtgtce
cccecegegge
ccgctccatc
gtgccetgtte
gctgctggge
gtcccaggag
cgagggcace
ceeceegecge

Glu

Ile

Leu

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
900
360
1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620
1680
1740
1800
1860
1920
1980
2040
2100
2160
2220
2280
2313



ES 2388443 T3

<210> 4

<211> 770

<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Descripcion de la secuencia artificial: constructo de proteina sintético

<400> 4
Met Arg Val Lys Glu Lys Tyr Gln His Leu Trp Arg Trp Gly Trp Arg
1 5 10 15

Trp Gly Thr Met Leu Leu Gly Met Leu Met Ile Cys Ser Ala Thr Glu
20 25 30

Lys Leu Trp Val Thr val Tyr Tyr Gly Val Pro Val Trp Lys Glu Ala
3s 40 45

Lys Thr Thr Leu Phe Cys Ala Ser Asp Ala Lys Ala Tyr Glu -Lys Glu
S0 55 60

Val His Asn Ile Trp Ala Thr His Ala Cys Val Pro Thr Asp Pro Asn
65 70 7S 80

Pro Gln Glu Ile Val Leu Glu Asn Val Thr Glu Asn Phe Asn Met Trp
85 30 95

Lys Asp Asp Met Val Asp Gln Met His Glu Asp Ile Ile Ser Leu Trp
100 105 110

ASp Gln Ser Leu Lys Pro Cys Val Gly Ala Gly Ala Cys Pro Lys Vval
115 120 125

Asn Phe Asp Pro Ile Pro Ile His Tyr Cys Ala Pra Ala Gly Tyr Ala
130 135 140

_Ile Leu Lys Cys Asn Asn Lys Thr Phe Asn Gly Thf Gly Pro Cys His
145 150 155 . 160

Asn Val Ser Thr val Gln Cys Thr His Gly Ile Lys Pro Val Val Ser
165 ) 170 175

Thr Gln Leu Leu Leu Asn Gly Ser Leu Ala Glu Arg Glu Ile Ile Ile
180 185 190

Arg Ser Glu Asn Leu Thr Asp Asn Val Lys Thr Ile Ile Val His Phe
195 200 205

21



Asn

Lys
225
Ile
Trp
Pro
Ile
Thr
305
Gly
Asn
Gly
Asp
Gly
385
Lys
Arg
Phe
Ile
Gln
465

Gln

Ile

Glu

210

Serx

Ile

Asn

Asn

Thr

290

Ser

Aan

Met

Asn

Gly

370

Gly

val

Arg

Leu

Thr

450

Gln

Leu

Glu

Ser

Ile

Gly

Lys

Lys

275

Thr

Lys

Asp

Trp

Ile

3ss

Gly

Gly

val

Val

Gly

435

Leu

Asp

Thr

Arg

val

Arg

Asp

Thr

260

Thr

Hig

Leu

Thr

Gln

340

Thr

Gln

Asp

Glu

val

420

Phe

Thr

Asn

val

Tyx
500

Glu

Ile

Ile

2458

Leu

Ile

Ser

Phe

val

325

Glu

Cys

AsSp

Met

Ile

405

Glu

Leu

val

Leu

Trp

485

Leu

Ile

Gly

230

Arg

Gln

val

Phe

Asn

310

Ile

Val

Lys

Asn

Arg

390

Lys

Arg

Gly

Gln

Leu

470

Gly

Gln

Asn
215

Pro

Gln

Trp

Phe

Asn

295

Gly

Thr

Gly

Ser

Ser

375

Asn

Pro

Glu

Ala

Ala

455

Arg

Ile

Asp

ES 2388443 T3

Cys

Gly

Ala

val

Lys

280

cys

Thr

Ile

Arg

Asn

360

Thr

Asn

Leu

Lys

Ala

440

Arg

Ala

Lys

Gln

Thr

Gln

His

Arg

265

Pro

Arg

Asp

Pro

Ala

345

Ile

Asn

Trp

Gly

Arg

425

Gly

Gln

Ile

Gln

Gln
505

Arg

Ala

Cys

250

Gly

Ser

Gly

Asn

Cys

330

Met

Thr

Asn

Arg

Ile

410

Ala

Ser

Leu

Glu

Leu

490

Leu

22

Pro

Phe

235

Asn

Lys

Ser

Glu

Serxr

315

Arg

Tyx

Gly

Thr

Ser

395

Ala

Val

Thr

Leu

Ala

475

Gln

Leu

Asn

220

Ile

Leu

Gly

Phe

300

Thr

Ile

Ala

Leu

Glu

380

Glu

Pro

Gly

Met

Ser

460

Gln

Ala

Cly

Asn

Ala

Ser

Glu

Gly

285

Phe

His

Lys

Pro

Leu

365

Thr

Leu

Thr

Ile

Gly

445

Gly

Gln

Arg

Ile

Aan

Thr

Lys

Glu

270

Asp

Tyx

Met

Gln

Pro

350

Leu

Phe

Tyr

Lys

Gly

430

Ala

Ile

His

Val

Trp
S10

Thr
Gly
Glu
255
His
Leu
Cys
Asp
Ile
335

Ile

val

Lys
Ala
41S
Ala
Ala
vVal
Met

Leu
495

Gly

Arg
Asp
240
Asn
Phe
Glu
Asn
Thr
320
Ile
Glu
Arg
Pro
Tyr
400
Lys
val
Ser
Gln
Leu

480

Ala

Cys



Ser Gly
Ser Asn
530

Trp ASp
545

Glu Asp
Leu Asp
Leu Trp

Leu Arg
610

Gly Tyr
625

Pro Asp
Asp Arg
ASp Leu

Leu Leu
690

Glu Ala
705

Leu Lys
Ala Glu
Ala Ile

Leu Leu
770

<210>5
<211> 2232
<212> DNA

Lys

515

Lys

Lys

ser

Ser

Tyr

535

Ile

Ser

Arg

Ser

Arg

675

Ile

Leu

Asn

Gly

Arg
755

Leu

Ser

Glu

Gln

Trp

580

Ile

Ile

Pro

Pro

Ile

660

Ser

val

Lys

Ser

Thr

740

His

<213> Secuencia Artificial

Ile

Gln

Ile

Asn

565

Glu

Lys

Phe

Leu

Glu

645

Arg

Leu

Thr

Tyr

Ala

725

Asp

Ile

Cys

Thr

Ser

550

Gln

Asn

Ile

Ala

Ser

630

Gly

Leu

Cys

Arg

Trp

710

Val

Axrg

Pro

ES 2388443 T3

Thr

Asp

535

Lys

Gln

Leu

Phe

Val

615

Phe

Ile

val

Leu

Ile

635

Trp

Sex

Val

Arg

Thr
520

Ile

His

Glu

Trp

Ile

600

Leu

Gln

Glu

Asn

Phe

680

Val

Asn

Leu

Ile

Arg
760

Ala

Trp

Thr

Lys

Asn

sas

Met

Ser

Thr

Glu

Gly

665

Ser

Glu

Leu

Leu

Glu

745

Met

23

Val

Glu

Asp

Asn

570

Trp

Ile

Ile

His

Glu

650

Ser

TYyr

Leu

Leu

Asn

730

val

Pro

Asn

Thr
5585

Glu

Phe

Val

val

Leu

635

Gly

Leu

His

Leu

Gln

715

Ala

val

Gln

Trp
Met
540
Ile
Lys
Ser
Gly
Serx
620
Pro
Gly
Ala
Arg
Gly
700
Tyr
Thrx

CGln

Gly

Asn
525

Thr

Tyr

Asp

Ile

Gly

605

Thr

Glu

Leu

Leu

685

Arg

Trp

Ala

Gly

Leu
765

Ala

Trp

Arg

Leu

Thr

590

Leu

val

Pro

Arg

Ile

670

Arg

Arg

Ser

Ile

Ala

750

Glu

Ser

Met

Leu

Leu

575

Lys

Ile

Arg

Arg

Asp

655

Trp

Asp

Gly

Gln

Ala

735

Cys

Arg

Trp
Gln
Leu
560
Ala
Trp
Gly
Gln
Gly
640
Arg
AsSp
Leu
Trp
Glu
720
val

Arq

Ile



10

15

<220>

ES 2388443 T3

<223> Descripcion de la secuencia artificial: constructo de nucleotido sintético

<400> 5

atgcgcgtga
ctgctgggca
ggcgtgcccg
tacgagaagg
cccoaggaga
gtggaccaga
ggcgccggeg
gcecggctacg
aacgtgtcca
ctgaacggcet
gtgaagacca
gcccactgea
ctggaggagc
gagatcacca
ctgttcaacg
atecccctgec
gceccececcca
cgcgacggeg
gacatgcgea
ctgggcacteg
ggcatcggeg
tccatcacce
aaccrgetge
aaacagctgce
ggcatctggg
tggtcecaaca
gagatcteca
gagaagaacg
tccatcacca
ggcctgcegcea
cccctgtect
gaggaggagg
gccctgaccet
ctgetgcrga
aagtactggt
ctgctgaacyg
cagggcgccet
atcctgetgt

<210>6
<211> 743
<212> PRT

aggagaagta
tgctgatgat
tgtggaagga
aggtgcacaa
tcgtgectgga
tgcacgagga
cctgeccccaa
ccatcctgaa
ccgtgcagtg
ccctggcecga
tcatcgtgca
acatctccaa
acttccccaa
cccactccectt
gcaccgacaa
gcatcaagca
tcgagggcaa
gccaggacaa
acaactggcg
ccceccaccaa
cecgtgttece
tgaccgtgca
gcgccatcga
aggcccgegt
gctgcectccgg
agtcccagac
agcacaccga
agaaggacct
agtggctgtg
tcatcttcgc
tccagaccea
gcggcgagceyg
gggacgacct
tcgtgacccg
ggaacctget
ccaccgecat
gccgegecat
ga

<213> Secuencia Artificial

<220>

ccagcacctg
ctgctccgcece
ggccaagacc
catctgggcc
gaacgtgace
catcatctcc
ggtgaacttc
gtgcaacaac
cacccacgge
gcgcgagatc
cttcaacgag
ggagaactgg
caagaccatc
caactgccgc
ctccacccac
gatcatcaac
catcacctgc
ctccaccaac
ctccgagcetg
ggccaagecgce
gggcttcctg
ggccecgecag
ggcccagcag
gctcggeccatce
caagctgatc
cgacatctag
caccatctccac
gceggeccetg
gtacatcaag
cgtgctgtec
ccrgcccace
cgaccgcgac
gcgctocetyg
catcgtggag
gcagtactgg
cgccgtggcc
ccgccacatc

tggcgetagg
accgagaagce
accctgttct
acccacgcct
gagaacttca
ctgtgggacc
gaccecatcee
aagaccttca
atcaagcccg
atcatccgct
tccgtggaga
aacaagaccc
gtgttcaagc
ggcgagttct
atggacaccg
atgtggcagg
aagtccaaca
aacaccgaga
tacaagtaca
c€gcgtggtgg
ggegecgeeg
ctgcrtgtccq
cacatgctgce
gagcgctacce
tgcaccaccg
gagaacatga
cgcctgergg
gactccetggg
atcttcatca
atcgtgtcce
ccececgeggee
cgctccatce
tgcctgetcect
ctgctgggce
tcccaggage

gagggcaccg
cccegecgeca

gctggcgetg
tgtgggtgac
gcgecctceccga
gcgtgecccac
acatgtggaa
agtccctgaa
ccatccacta
acggcaccgg
tggtgtccac
ccgagaacct
tcaactgcac
tgcagtgggt
cctcctcecgg
tctactgcaa
gcaacgacac
aggtggggcg
tcaccggcct
cettecgece
aggtggtgga
agcgcgagaa
gctccaccat
gcatcgtgca
agctgaccgt
tgcaggacca
ccgtgcecceg
cctggatgcea
aggactccca
agaacctgtg
tgatcgtggy
gcgtgcgcca
ccgaccgece
gcctggtgaa
ccctaccaccg
gcecgeggeeg
tgaagaactce
accgcgtgat
tgcgccaggg

<223> Descripcion de la secuencia artificial: constructo de proteina sintético

<400> 6

gggcaccatg
cgtgtactac
<gccaaggcc
cgaccccaac
ggacgacatg
gccetgegeg
ctgcgeccceccce
cccectgccac
ccagetgcetg
gaccgacaac
cggcgccgge
gcgcggcaag
cggcgacctg
cacctccaag
cgtgatcacc
cgccatgtac
gctgctggtyg
cggcggeggce
gatcaagcce
gcgegecgeg
gggegecgec
gcagcaggac
gtggggcatc
gcagctgcetg
gaacgcctce
gtgggacaag
gaaccagcag
gaactggcrtc
cggectgatc
gggctactcee
cgagggcatce
cggctoecctyg
cctgcgcgac
ggaggccectg
cgecegtgtce
cgaggtggtg
cctggagcgce

Met Arg Val Lys Glu Lys Tyr Gln His Leu Trp Arg Trp Gly Trp Arg

1

)

10

24

15

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
300
960
1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
15680
1620
1680
1740
1800
1860
1920
1980
20490
2100
2160
2220
2232



Trp

Lys

Lys

val

65

Pro

Lys

Asp

Asn

Ile

145

Asn

Thr

Arg

Asgn

Ile

225

Leu

Gly

Phe

Thr

Ile
305

Gly

Leu

Thr

50

His

Gln

Asp

Gln

Phe

130

Leu

val

Gln

Ser

Glu

210

Ser

Glu

Gly

Phe

His

290

Lys

Thr
Trp

35
Thr
Asn
Glu
Asp
Serxr
115
Asp
Lys
Serxr
Leu
Glu
195
Ser
Lys
Glu

AsSp

Tyx

275

Met

Gln

Met

20

val

Leu

Ile

Ile

Met

100

Leu

Pro

Cys

Thr

Leu

180

Asn

val

Glu

His

Leu

260

Cys

Asp

Ile

Leu

Thr

Phe

Trp

val

85

val

Lys

Ile

AsSn

Val

165

Leu

Leu

Glu

Asn

Phe

245

Glu

Asn

Thr

Ile

Leu

val

Cys

Ala

70

Leu

Asp

Pro

Pro

Asn

150

Gln

Asn

Thr

Ile

Trp

230

Pro

Ile

Thr

Gly

Asn
310

Gly

TyT

Ala

55

Thre

Glu

Gln

Cys

Ile

135

Lys

Cys

Gly

Asp

Asn

215

Asn

Asn

Thx

Ser

Asn

295

Met

ES 2388443 T3

Met

Tyx

Ser

His

Asn

Met

val

120

His

Thr

Thr

Ser

Asn

200

Cys

Lys

Lys

Thr

Lys

280

Asp

Leu

25

Gly

Asp

Ala

val

His

105

Gly

Tyx

Phe

His

Leu

185

val

Thr

Thr

Thr

His

265

Leu

Thr

Gln

Met

val

Ala

Cys

Thr

90

Glu

Ala

Cys

Asn

Gly

170

Ala

Lys

Cly

Leu

Ile

250

Ser

Phe

Val

Glu

25

Ile

Pro

Lys

val

75

Glu

Asp

Gly

Ala

Gly

155

Ile

Glu

Thr

Ala

Gln

235

val

Phe

Asn

Ile

Val
315

cys

Val

Ala

60

Pro

Aan

Ile

Ala

Pro

140

Thr

Lys

Arg

Ile

Gly

220

Trp

Phe

Asn

Gly

Thr
300

Gly

Ser

Trp
45

Tyr

Thr

Phe

Ile

Cys

125

Ala

Gly

Pro

Glu

Ile

205

Ala

val

Lys

Cys

Thr

285

Ile

Arg

Rla

30
Lys
Glu
Asp
Asn
Ser
110
Pro
Gly
Pro
val
Ile
190
Val
His
Arg
Pro
Arg
270
Asp

Pro

Ala

Thr

Glu

Lys

Pro

Met

9s

Leu

Lys

Tyr

Cys

Val

175

Ile

His

Cys

Gly

Ser

255

Gly

Asn

Cys

Met

Glu
Ala
Glu
Asn

80
Trp
Trp
val
Ala
His
160
Ser
Ile
Phe
Asn
Lys
240
Serxr
Glu
Ser

Arg

Tyr
320



Ala

Leu

Glu

Glu

Pro

38s

Gly

Met

Ser

Gln

Ala

465

Gly

Trp

-Met

Ile

Lys

545

Ser

Gly

Serxr

Pro

Pro

Leu

Thr

Leu

370

Thr

Ile

Gly

Gly

Gln

4S50

Arg

Ile

Asn

Thr

Tyr
S30
AsSp
Ile
Gly

Arg

Thr
610

Pro

Leu

Phe
355

Tyx

Lys

Gly

Ala

Ile

435

His

val

Trp

Ala

Trp
515
Arxg
Leu
Thr

Leu

val
595

Pro

Ile

val

340

Arg

Lys

Ala

Ala

Ala

420

val

Mec

Leu

Gly

Ser

500

Met

Leu

Leu

Lys

Ile

sd0

Arg

Arxrg

Glu
325

Arg

Pro

Tyr

Lys

val

405

Ser

Gln

Leu

Ala

Cys
485
Trp
Gln
Leu
Ala
Trp
565
Gly

Gln

Gly

Gly

Asp

Gly

Lys

Arg

390

Phe

Ile

Gln

Gln

Ile

470

Ser

Ser

Trp

Glu

Leu

550

Leu

Leu

Gly

Pro

Asn

Gly

Gly

val

375

Arg

Leu

Thr

Gln

Leu

455

Glu

Gly

Asn

Asp

Asp

S35

Asp

Trp

Arg

Tyr

Asp
615

ES 2388443 T3

Ile

Gly

Gly

i60

val

val

Gly

Leu

AsSp

440

Thr

Lys

Lys

Lys

520

Ser

Ser

Tyr

Ile

Ser

600

Arg

‘Thr

Gln

345

Asp

Glu

vVal

Phe

Thr

425

AsSn

val

Tyrx

Leu

Ser

505

Glu

Gln

Trp

Ile

Ile

585

Pro

Pro

Cys

330

AsSp

Met

Ile

Glu

Leu

410

Val

Leu

Trp

Leu

Ile

490

Gln

Ile

Agn

Glu

Lys

570

Phe

Leu

Glu

26

Lys

Asn

Arg

Lys

Arg

395

Gly

Gln

Leu

Gly

Gln

475

Cys

Thr

Ser

Gln

Asn

555

Ile

Ala

Ser

Gly

Ser
Ser
Asn
Pro
3so
Glu
Ala
Ala
Arg
Ile
460
Asp
Thr
Asp
Lys
Gln
540
Leu
Phe
val

Phe

Ile
620

Asn

Thr

ABn

365

Leu

Lys

Ala

Arg

Ala

145

Lys

Gln

Thr

Ile

His

525

Glu

Trp

Ile

Leu

Gln

605

Glu

Ile

Asn
350
Trp
Gly
Arg
Gly
Gln
430
Ile
Gln
Gln
Ala
Trp
510
Thr
Lys
Asn
Met
Ser
590

Thr

Glu

Thr
335

Asn

Arg

Ile

Ala

Ser

415

Leu

Glu

Leu

Leu

vVal

495

Glu

Asp

Asn

Txp

Ile

575

Ile

His

Glu

Gly

Thr

Ser

Ala

val

400

Thr

Leu

Ala

Gln

Leu

480

Pro

Asn

Thr

Glu

Phe

560

val

val

Leu

Gly



10

Gly
625

Glu Arg

Ala Leu Ile

Arg Leu Arg

Gly Arg Arg

675
Ser

Tyr Trp

690

Thr
705

Ala Ile

Gln Gly Ala

Gly Leu Glu

<210>7
<211> 2169
<212> DNA

Asp Arxg

Asp

ES 2388443 T3

Arg Ser

630

Trp Asp

645
Asp Leu
660

Gly Trp

Gln Glu

Ala Val

ASp

Leu

Glu

Leu

Ala

Leu Arg

Leu Ile

Ala Leu

€80
Lys Asn
695

Glu Gly

710

Cys Arg

725
Arg Ile
740

<213> Secuencia Artificial

<220>

Ala

Leu

Ile

Leu

Ile

Ser

val

665

Lys

Ser

Thr

His

Leu
635

Arg

Leu
650

Cys
Thr Arg
Tyx Trp

Ala Val

val

Leu

Ile

Trp

Ser

Asn Gly

Phe Ser

Val Glu

670

Asn
685

Leu

Leu Leu

700

Asp Arg

715

Ile
730

Pro

val

Arg

Ile Glu

Met

<223> Descripcion de la secuencia artificial: constructo de nucleotido sintético

<400> 7

atgcgcgtga
ctgctgggca
ggegtgeccyg
tacgagaagqg
ccccaggaga
gtggaccaga
ggcgccggeyg
gceggcectacg
aacgtgtcca
ctgaacggcet
gtgaagacca
gceccactgea
ctggaggage
gagatcacca
cectgecgcea
ccececatcg
gacggcggcc
atgcgcaaca
ggcactcgccc
atcggcgcceg
atcaccctga
ctgctgcgeg
cagctgcagy

aggagaagta
tgctgatgat
tgtggaagga
aggctgcacaa
tegtgcetgga
tgcacgagga
ccrtgecccaa
ccatcctgaa
ccgtgcagtg
ccctggecga
tcatcgtgeca
acatctccaa
acttccccaa
cccactcecctt
tcaagcagat
agggcaacat
aggacaactc
actggcgctce
ccaccaagge
tgttcectggg
ccgtgcagge
ccatcgagge
ccegegtgete

ccagcacctg
ctgctccgcec
ggccaagace
catctgggcce
gaacqtgace
catcatctcce
ggtgaacttc
gtgcaacaac
cacccacggc
gcgcogagatce
cttcaacgag
ggagaactgg
caagaccatc
caactgccgc
catcaacatg
cacctgcaag
caccaacaac
cgagctgtac
caagcgccgc
ctteocectggge
ccgeccagcetg
ccagcagcac
ggccatcgag

tggcgetggg
accgagaagc
accctgttet
acccacgcect
gagaacttca
ctgtgggacc
gaccecatcee
aagaccttca
atcaagcccy
atecatcegcet
tccgtggaga
aacaagacce
gtgttcaage
ggcgagttct
tggcaggagg
tccaacatca
accgagacct
aagtacaagg
gtggtggagc
gccgecgget
ctgtecggea
atgctgcagc
cgctacctgce

27

gectggcecgeeg
tgtgggtgac
gcgectecga
gcgtgececac
acatgtggaa
agtccctgaa
ccatccacta
acggcaccgg
tggtgtccac
ccgagaacet
tcaactgcac
tgcagtgagt
cetectecgg
tctactgcaa
tggggcegege
ccggectget
tccgececeegg
tggtggagat
gcgagaagceqg
ccaccatggg
tcgtgcagea
tgaccgtgtg
aggaccagca

Leu
640 -

Ser

Tyr His

655

Leu Leu

Leu Gln

Asn Ala

val val

720

Axrg Gln

735

gggcaccatg
cgtgtactac
cgcecaaggece
cgaccccaac
ggacgacatg
gocetgegtg
ctgcgeccece
ccecetgecac
ccagctgctg
gaccgacaac
cggcgecaggac
gcgcggcaag
cggcgaccetg
cggcgcegge
catgtacgece
gctggtgcge
€ggcggcgac
caagcccecetg
cgccgtggge
cgccgectec
gcaggacaac
gggcatcaaa

gctgctggge

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
900
960
1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
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acctggggct
tccaacaagt
atctccaagce
aagaacgaga
atcaccaagt
ctgecgcatca
ctgtccttce
gaggagggcg
ctgacctggg
ctgectgateg
tactggtgga
ctgaacgcca
ggegecctgece
ctgctgtga

<210> 8
<211>722
<212> PRT

gctccggceaa
cccagaccga
acaccgacac
aggacctgct
ggctgtggta
tcteecgeecge
agacccacct
gcgagcgcga
acgacctgcg
tgacccgcat
acctgctgca
ccgccatcgce
gcgecatceeg

<213> Secuencia Artificial

<220>

ES 2388443 T3

gctgatctge
catctgggag
catctaccge
ggcectggac
catcaagatc
gctgtccate
gcccaccccce
ccgegacecge
ctccctgtge
cgtggagcetg
gtactggtcc
cgtggccgag
ccacatcece

accaccgcecg
aacatgacct
ctgcrtggagg
tcctgggaga
ttcatcacga
gtgtcccgeg
cgcggececeg
tccatcegee
ctgttctcect
ctgggeegcec
caggagctga
ggcaccgacce
cgccgcatgce

tgeectggaa
ggatgcagtg
actcccagaa
acctgtggaa
tcgtgggcgg
tgcgeccaggg
accgccccga
tggtgaacgg
accaccgcect
gcggctggga
agaactceccge
gcgtgatcga
gccagggcect

<223> Descripcion de la secuencia artificial: constructo de proteina sintético

<400> 8

Met Arg Val

k3

Trp Gly

Lys Leu

Thr

Trp

S

Met
20

Leu

val Thr

35S

Thrx
so

Lys

Val
65

His

Pro Gln

Lys Asp

Asp Gln

Thr

Asn

Glu

Asp

Ser

Leu Phe

Ile Trp

Ile Val

85

Met Val
100

Leu Lys

115

Phe
130

Agn

Ile
145

Leu

Asn Val

Asp

Lys

Ser

Pro Ile

Cys Asn

Lys Glu Lys

Leu

val

Cys

Ala

Leu

Asp

Pro

Pro

Asn

Gly Met

Tyr
40

Tyr

Ala
S5

Ser

Thr His

70

Glu Asn

Gln Met

val
120

Cys

Ile
135

His

Lys Thr

150

Thr val

165

Gln

Cys Thr

Tyr Gln His Leu Trp Arg

10

Leu Met

25

Gly Val

Asp Ala

Ala Cys

Ile
Pro
Lys

val

Trp

Cys Ser

Val Trp

45

Ala
60

Tyr

Pro Thr

75

vVal Thr

90
His Glu
1085

Gly Ala

Tyx Cys

Phe Asn

Glu

ABp

Gly

Ala

Gly

Asn Phe

Ile Ile

Ala Cys

125
Pro Ala
140

Thr Gly

155

His Gly

170

28

Ile

Lys Pro

Gly
Ala
Lys
Glu
Asp
Asn
ser
110
Pro_
Gly

Pro

val

cgecctectgg
ggacaaggag
ccagcaggag
ctggtrctcee
cctgatcggc
ctactecccce
gggcatcgag
ctcectggee
gcgcgacctg
ggccctgaag
cgtgteccetg
ggtggtgcag
ggagcgcate

Trp Arg

15
Thr Glu
30

Glu Ala

Lys Glu

Pro Asn

80

Met
a5

Trp
Leu Trp
Lys Val
Tyr Ala

His
160

Cys

val
175

Ser

1440
1500
1560
1620
1680
1740
1800
1860
1920
1980
2040
2100
2160
2169



Thr

Arg

Asn

Ile

225

Leu

Gly

Phe

Asn

Gly
305

Asp’

Gly

Lys

Arg

Phe

3ss

Ile

Gln

Gln

Ile

Ser
465

Gln
Ser
Glu
210
Ser
Glu
Gly
Phe
Met
290
Asn
Gly
Gly
val
Arg
370
Leu
Thx
Gln
Leu
Glu

450

Gly

Leu

Glu

195

Ser

Lys

Glu

Asp

Tyr

275

Trp

Ile

Gly

Gly

val

388

val

Gly

Leu

Asp

Thr

435

Axg

Lys

Leu
180
Asn
val
Glu
His

Leu
2690

Cys
Gln
’fhr
Gln
Asp
340
Glu
val
Phe
Thr
Asn

420

val

Tyr

Leu

Leu

Leu

Glu

Asn

Phe

245

Glu

Asn

Glu

Cys

Asp

3as

Met

Ile

Glu

Leu

val

405

Leu

Trp

Leu

Ile

Asn

Thr

Ile

Trp

230

Pro

Ile

Gly

val

Lys

310

Asn

Arg

Lys

Arg

Gly

350

Gln

Leu

Gln

Cys
470

ES 2388443 T3

Gly

Asp

Asn

215

ABsn

Asn

Thr

Ala

Gly

29S

Ser

Ser

Asn

Pro

Glu

375

Ala

Ala

Arg

Ile

Asp

455

Thr

Ser

Asn
200

Cys

Lys

Lys

Thr

Gly

280

Arg

Asn

Thr

Asn

Leu

360

Lys

Ala

Axg

Ala

Lys

140

Gln

Thr

Leu
185
val
Thr
Thr
Thr
His
265
Pro
Ala
Ile
Asn
Trp
345
Gly
Arg
Gly
Gln
Ile
425
Gln

Gln

Ala

29

Ala

Lys

Gly

Leu

Ile

250.

Ser

Cys

Met

Thr

Asn

320

Arg

Ile

Ala

Ser

Leu

110

Glu

Leu

Leu

Val

Glu
Thr
Ala
Gln
235

Vval

Phe

Tyr

Gly

315

Thx

Ser

Ala

Val

Thr

39S

Leu

Ala

Gln

Leu

Pro
475

Arg

Ile

Gly
220

Trp

Phe

Asn.

Ile
Ala
300
Leu
Glu
Glu
Pro
Gly
380
Met
Ser
Gln
Ala
Gly

4560

Trp

Glu
Ile
205
Ala
val
Lys
Cys
Lys
285
Pro
Leu
Thzr
Leu
Thr
365
Ile
Gly
Gly
Gln
Arg
445

Ile

Asn

Ile
190
val

His

Pro

Arg

270

Gln

Pro

Leu

Phe

Tyr

350

Lys

Gly

Ala

Ile

His

430

Vval

Trp

Ala

Ile
His
Cys
Gly
Ser
255
Gly
Ile
Ile
val
Arg
335
Lys
Ala
Ala
Ala
val
415
Met
Leu

Gly

Ser

Ile

Phe

Asn

Lys

240

Serx

Glu

Ile

Glu

Arg

320

Pro

Tyr

Lys

val

Ser

400

Gln

Leu

Ala

Cys

TIp
480
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Ser

Trp

Glu

Leu

Leu

545

Leu

Gly

Pro

Asp

Asp

625

Leu

Glu

Leu

Ala

Ala

705

Leu

Asn

Asp

AsD

Asp

530

Trp

-Arg

Tyxr

Aap

Arg

610

Leu

Leu

Ala

Lys

Glu

690

Ile

Leu

<210>9

<211> 3925
<212> DNA
<213> Secuencia Artificial

<220>

Lys
Lys
Ser
515
Ser
TYyY
Ile
Ser
Arg
595
Ser
Arg
Ile
Leu
Asn
675
Gly

Arg

Ser
Glu
500

Gln

Trp

Ile

Ile

Pro

580

Pro

Ile

Ser

vVal

Lys

660

Ser

Thr

His

Gln
485

Ile
Asn
Glu
Lys
Phe
SE6S
Leu
Glu
Ars
Leu

Thr
645

Tyr
Ala
Asp

Ile

Thr

Ser

Gln

Asn

Ile

550

Ala

Ser

Gly

Leu

Cys

630

Arqg

Trp

val

Arg

Pro
710

ES 2388443 T3

Rsp

Lys

Gln

Leu

535

Phe

val

Phe

Ile

val

615

Leu

Ile

Trp

Ser

vVal

695

Arg

Ile

His

Glu

520

Trp

Ile

Leu

Gln

Glu

600

Asn

Phe

val

Asn

Leu

680

Ile

Axrg

Trp

Thr

Glu
490

Asp

505 .

Lys

Asn

Met

Serx

Thr

585

Glu

Gly

Ser

Glu

Leu

665

Leu

Glu

Met

Aan

Trp

Ile

Ile

570

His

Glu

Ser

Tyr

Leu

650

Leu

Asn

val

Arg

Asn

Thr

Glu

Phe

val

S5%

val

Leu

Gly

Leu

His

635

Leu

Gln

Ala

val

Gln
715

Met

Ile

Lys

Ser

540

Gly

Ser

Pro

Gly

Ala

620

Arg

Gly

Tyr

Thy

Gln

700

Gly

<223> Descripcion de la secuencia artificial: constructo de nucleotido sintético

<400> 9

30

Thr

Tyr

Asp

525

Ile

Gly

Arg

Thr

Glu

605

Leu

Leu

Arg

Trp

Ala

685

Gly

Leu

TCp

Axg

510

Leu

Thr

Leu

val

Pro

590

Arg

Ile

Axg

Arg

Ser

670

Ile

Ala

Glu

Met
495

Leu
Leu
Lys
Ile
Arg
575
Axrg
Asp
Trp
Aap
Gly
655
Gln
Ala

Cys

Axg

Gln

Leu

Ala

Trp

Gly

560

Gln

Gly

Arg

Asp

Leu

640

Trp

Glu

val

Arg

Ile
720



gcatgctgta
aggaagcagg
ccaagtttgt
gcgacgaaga
agtacatgta
agcaatagtt
aatagacagg
aggagaaata
tgttgatgat
tatggaaaga
aagtacataa
tagttttggg
tgcatgagga
cactctgtgt
gggatatgga
agaaagtgta
agtatatatec
ttgacccaatc
ataagacatt
gaattaagce
taataattag
aatctgtaga
gaccaggaca
gtaacattag
aacacttccc
caacacatag
atagtacaga
gtagaataaa
ccatagaagg
gaggatggga
gggacaattg
tagcacccac
gagctgtate
cgctgacggt
tgagagctat
tccaggcgag
ggggctgctce
ataaatctca
gtagacacac
atgaaaaaga
caaggtggcet
gaataatttt
cgtcccagac
aaggtggaga
tctgggacga
tgattgtaac
ggtggaatct
acgccacagc
ccgtctggaqg
ttaggagagg
tcactctctt
aacccagctg
gaggaagatg
agttacaaat
atttattaca
atcataccag
ggctggetac

gagcaagaaa
cctaaaactg
ttcataacaa
gctcatcaga
atgcaatcta
gtgtggtcca
ctaattaata
tcagcacttyg
ctgtagcgct
agcaaaaact
catctgggct
aaatgtaaca
tataatcagt
cactttaaag
agtaaaaaat
tgcrcrettec
aataaattgc
tcctatacat
taatgggaca
agtggtatca
atctgaaaat
aattacctgt
agcaatctat
taaagaaaat
taataaaaca
ctttaattgt
caatagtaca
acaaattata
aaacataaca
caacagtaca
gagaagtgaa
taaggcaaaa
ccttgggttc
acaggccaga
agaggcgcaa
agtcctggcet
tggaaaactc
aacagatatt
agacacaata
tttattageca
gtggtataca
tgctgtgeee
ccacctccca
gagagacaga
tctgcggage
gaggactgtg
cctactgtat
catagcagta
atctgcgaca
tggaagatgg
gtgagggaca
aagagggaga
atgacttggt
tggcaataga
gtgcaagaag
attggcagga
ggaaattagt

ES 2388443 T3

tggagccagt
cttgtaccaa
aagccctagg
acagtcagac
tacaaataga
tagtaatcat
gactaataga
tggagatggg
acagaaaaat
actttattet
acacatgcct
gaaaatttta
ttatgggatc
tgtagtaatt
tgectetrtca
ctatagacttg
aatcecccaa
tattgtgctc
ggaccatgcc
actcaactac
ctgacagaca
acaagaccca
gccacaggtg
tggaacaaaa
atagtattta
agaggagaat
cacatgggta
aacatgtggc
tgtaaatcaa
aatgacacag
ttatataaat
aggagagtgg
ttgggagcag
caactgttgt
caacatatgt
atagaaagat
atctgcacca
cgggagaaca
tacaggttgce
ttggacagtt
aaaatattca
tcgatagtga
ctrcccgaggg
gacagatcca
ctgtgcctct
gaactcectgqg
tggagtcagg
agacaatatg
gagactcttg
atactcgcaa
gaaatacaat
aaaattagca
aggggtatca
catgtctecat
acatagaatce
ttacacctca
ccctgtagat

agatcctaga
ttgctattgt
catctcctat
tcatcaaqgct
aatagtagca
agaatatagg
aagagcagaa
ggtggagatg
tgtgggtcac
gtgcatcaaa
gtgtacccac
acatgtggaa
aaagcctaaa
ttaccgggaa
atgtaaccac
atataacacc
ccataacaca
cagctggtta
ataatgtcag

-tgttaaacgg

atgtcaaaac
acaataatac
atataatagg
ctttacaatg
aaccatccetc
ttttctattg
cagaaaataa
aggaggtagg
atatcacagg
aaacattcag
ataaggtggt
tggagagaga
caggaagcac
ctggtatagt
tgcaactcac
acctacagga
ctgectgtgce
cgacctggat
ttgaagactce
ggaaaaattt
taatgatagt
atagagttag
gagccgacag
ttcgattagt
tcagctacca
gacgcagagg
aactaaagaa
ggtggagcta
cgggcgcgtg
tccccaggag
cagggacagc
tacagaaaac
qgtgaggccaa
tttataaaag
ttagacatat
ggaccaggaa
gtatcagatg

31

ctagageccct
aaaaagtgtt
ggcaggaaga
tctctatcaa
ttagtagtag
aaaatattaa
gacagtggca
gggcatcatg
agtctattat
tgctaaagea
agaccccaac
aaatgacatg
gccactgtgta
gagtaatgtc
agaaataaga
acttgatgac
agcctgtcca
tgcgattcta
tacagtacaa
tagcctagca
aataatagca
aagaaaaagt
agacataaga
ggtaagggga
aggaggggat
caacacatca
tacaatcatc
acgagcaatg
actactactg
gcccggagga
agaagtcaag
aaaaagagca
tatgggcgceg
gcagcagcaa
agtctggggc
tcaacagctc
ttggaacgac
gcagrgggat
acaaaaccag
gtggaattgg
aggaggcctg
gcagggatac
gcccgaagga
gaccggatcc
ccgcttgaga
gtgggaagcc
tagtgctgtt
tttccatgag
gggagactta
gattagacaa
atatgaatac
aaaatatgga
aagtetcecect
aaaagggggg
acttagaaaa
ttagataccc
aggcacagga

ggaagcatcc
gctttcattg
agcggagaca
agcagtaagt
caataataat
gacaaagaaa
atgagagtga
ctececttggga
ggggtacctg
tatgagaaag
ccacaagaaa
gtggatcaga
aagtctgactet
acctacaaag
gataagaagce
aactctageg
aaggtcaatt
aagtgtaata
tgtacacatg
gaaggggaga
cactttaatg
ataagcatag
caagcacact
aaattaaaag
ctagaaatta
aaactgttta
acaatcccat
tatgccccce
gtacgtgatg
ggagatatga

-ccattgggaa

gtgggaatag
gcgtcaataa
gacaatttgc
attaagcagc
ctagggattt
agttggagta
agagaaactta
caggagaaaa
tttagcataa
ataggtttga
tcaccattat
atagaagaag
ttagcactta
gacttactct
ctcaaatacte
agcttgcetca
gcggtccagg
:gggagat:c
gggctcgage
tcca cggaga
tgatatagat
aagaacaatg
actggaaggg
ggaagaaggc
aaagacattt
ggatgaggag

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
900
960
1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620
1680
1740
1800
1860
1920
1980
2040
2100
2160
2220
2280
2340
2400
2460
2520
2580
2640
2700
2760
2820
2880
2940
3000
3060
3120
3180
3240
3300
3360
3420
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cattacttaa
gcatggaagt
gagtttggaa
ggcecttctta
ggggatgtta
ataaatatca
gccctgggag
caccagcact
tcaataaagcC

<210> 10
<211> 867
<212> PRT

tgcatccagce
ttgatccaac
gcaagtcagg
acatggctga
cggggaggta
ctgcatttcg
gttctctcca
tggceggtge
tgccatctag

<213> Secuencia Artificial

<220>

ES 2388443 T3

tcaaacttce
tctggectac
cctgtcagag
caagaaggaa
ctggggagga
ctctgtatte
gcactagcag
tgggcagagt
aagta

cagtgggatyg
acttatgagg
gaagaggtta
actcgctgaa
gccggtcggg
agtcgectctg
gtagagcctg
gactccacgc

acccttgggg
catatgttag
gaagaaggct
acagcaggga
aacgcccact
cggagaggct
ggtgttccct
ttgcttactt

<223> Descripcion de la secuencia artificial: constructo de proteina sintético

<400> 10
Met
1

Trp Gly

Leu

Lys

Thr
S50

Lys

val
65

Hisa

Pro Gln

Lys Asn

Asp Gln

Ile

Trp

3s

Thr

Asn

Glu

Asp

Ser

Arg Val Lys Glu

S

Met
20

Leu

val Thr

Leu Phe

Ile Trp

val
85

Ile

Met Val

100

Leu Lys

115

Leu Lys

130

Asp
145

Met
Asp Lys

Pro Leu

cys

Glu

Lys

Asp

Ser Asn

Vval Lys

Gln Lys

165
Asp Asn
180

Lys Tyr Gln

Leu

val Tyr

Ala
55

Cys

Ala
70

Thr
Leu Gly
Asp Gln

Pro Cys

Gly Met

Tyr

40

Ser

His

Asn

Met

val

His Leu

10
Leu Met
25

Gly Val

Asn Ala

Ala Cys

val Thr

90
His Glu
108

Lyé Leu

120

Phe Thr

135

Asn
150

Cys
Val Tyr

Ser Ser

Gly

Ser

Ala

Glu

Lys Ser

Phe Asn

Phe
170

Leu

Tyr Ile

185

32

Trp
Ile Cys

Pro Val

Ala
60

Lys

val
75

Pro

Glu Asn

Asp Ile

Thr Ser

Trp

Ser

Trp

45

Tyr

Thr

Phe

Ile

Leu

agaggttcta
atacccagaa
aaccgcaaga
ctttccacaa
ttctrtgatgt
ggcagattga
gctagactct
aaagccctct

Gly Trxp
1s

Ala, Thr
30

Lys Glu
Glu Lys
Pro

Asp

Met
9s

Asn

Ser Leu

110

Cys Vval

125

Val
140

Asn

val
155

Thr
Tyr Arg

Leu Ile

Thr

Thr

Leu

Asn

Tyr Lys

Glu Ile

Ile
178

Aep

Cys Asn

190

3480
3540
3600
3660
3720
3780
3840
3300
3925

Axg

Glu

Ala

Glu

Asn

80

Trp

Trp

Thr

Gly

Arg

180

Thr

Ser



Ser

Ile

Lys

225

Cys

Gly

Asp

Thr

Pro

305

Gln

Trp

Phe

Asn

Ser

385

Thr

Gly

Ser

Ser

Asp

465

Pro

Thr

His

210

Thr

Thr

Ser

Asn

Cys

290

Gly

Ala

Val

Lys

Cys

370

Thr

Ile

Axrg

Asn

Thr

450

AsSn

Leu

Ile
19S
Tyr
Phe
His
Leu
Val
275.
Thr
Gln
Hisg
Arg
Pro
355
Asp
Pro
Ala
Ile
435
Asn

Trp

Gly

Thr

Cys

Asn

Gly

Ala

260

Lys

Arg

Ala

Cys

Gly

340

Ser

Gly

Asn

Cys

Met

1290

Thr

Asp

Ile

Gln

Ala

Gly

Ile

245

Glu

Thr

Pro

Ile

Asn

325

Lys

Ser

Glu

Ser

Arg

40S

Tyr

Gly

Thr

Ser

Ala
48S

Ala

Pro

Thr

230

Lys

Gly

Ile

Asn

Tyr

310

Ile

Leu

Gly

Phe

Thr

350

Ile

Ala

Leu

Glu

Glu

470

Pro

Cys

Ala

215

Gly

Pro

Glu

Ile

Agn

295

Ala

Ser

Lys

Gly

Phe

375

His

Lys

Pro

Leu

Thx

455

Leu

Thr

ES 2388443 T3

Pro
200

Gly
Pro
Val
Ile
val
280
Asn
Thr
Lys
Glu
Asp
360
Tyr
Met
Gln
Pr-o
Leu

440

Phe
Tyr

Lys

Lys

Tyr

Cys

val

Ile

265

His

Thr

Gly

Glu

His

345

Leu

Cys

Gly

Ile

Ile

425

vVal

Lys

Ala

vVal

Ala

His

Ser

250

Ile

Phe

Arg

Asp

Asn

330

Phe

Glu

Asn

Thr

Ile

410

Glu

Arg

Pro

Tyr

Lys
490

33

Asn

1le

Asn

235

Thr

Axg

Asn

Lys

Ile

315

Trp

Pro

Ile

Thr

Glu

3ass

Asn

Gly

Asp

Gly

Lys

175

Arg

Phe

Leu

220

val

Gln

Serx

Glu

Ser

300

Ile

Asn

Asn

Thrx

Ser

380

Asn

Met

Asn

Gly

Gly

460

vVal

Arg

Asp

205

Lys

Ser

Leu

Glu

Ser

285

Ile

Gly

Lys

Lys

Thr

365

Lys

Aan

Trp

Ile

Gly

445

Gly

val

val

Pro

Cys

Thr

Leu

Asn

270

val

Serx

Asp

Thx

Thy

350

His

Leu

Thr

Gln

Thr
130

Trp

Asp

Glu

Val

Ile

Asn

val

Leu

255

Leu

Glu

Ile

Ile

Leu

33s

Ile

Ser

Phe

Ile

Glu

415

Cys

Asp

Met

val

Glu
495

Pro

Asn

Gln

240

Asn

Thr

Ile

Gly

Axg

320

Gln

Val

Phe

Asn

Ile

400

val

Lys

Asn

Arg

Lys

480

Arg



Glu
Ala
Ala
Arg
545
Ile
Asp
Thx
Asp
Arg
625
Gln
Leu
Phe
val
Phe
708
Ile
Va]:
Leu

Thr

Trp
785

Lys

Ala

ATrg

530

Ala

Lys

Gln

Thr

Ile

610

His

Glu

Trp

Ile

Leu

690

Gln

Glu

Thr

Phe

val

770

Asn

ATg

Gly

515

Gln

Ile

Gln

Gln

Ala

595

TIp

Thr

Lys

Asn

Met

675

Ser

Thr

Glu

Gly

Ser

755

Glu

Leu

Ala

500

Ser

Leu

Glu

Leu

Leu

S80

val

Glu

Asp

Asn

Trp

660

Ile

Ile

His

Glu

Ser
740

Tyr

Leu

Leu

Val

Thr

Leu

Ala

Gln

565

Leu

Pro

Asn

Thr

Glu

64S

Phe

Vval

val

Leu

Gly

725

Leu

His

Leu

Leu

Gly
Met
Ser
Gln
550
Ala
Gly
Trp
Met
Ile
6130
Lys
Ser
Gly
Asn
Pro
710
Gly
Ala
Arg

Gly

Tyr
790

Ile
Gly
Gly
538
Gln
Axg
1le

Agn

Thr
615

Tyr
Asp
Ile
Gly
Arg
69S
Leu
Glu
Leu
Leu
Arg

775

Trp

ES 2388443 T3

Gly
Ala
520
Ile

His

val

Aap
600

Trp

Leu

Thyr

Leu

680

val

Pro

Arg

Ile

Arg

760

Axg

Ser

Ala
505

Ala

val

Met

Leu

Gly

585

Ser

Met

Leu

Leu

Arg

665

Ile

Arg

Arg

Asp

Trp

745

Asp

Gly

Gln

val

Ser

Gln

Leu
Ala
570
Cys
Trp
Gln
Leu
Ala
650
Trp
Gly
Gln
Gly
Arg
730
Asp
Leu

Trp

Glu

34

Phe

Ile

Gln

Gln

555

Ile

Ser

Ser

Trp

Glu

635

Leu

Leu

Leu

Gly

Ala

715

Asp

Asp

Leu

Glu

Leu
795

Leu

Thr

Gln

540

Leu

Glu

Gly

Aesn

Asp

620

Asp

Asp

Trp

Arg

Tyr

700

Asp

Arg

Leu

Leu

Ala

780

Lys

Gly

Leu

525

Asp

Thr

Rrg

Lys

Ly8

605

Ser

Ser

Tyr

Ile

685

Ser

Arxg

Ser

Arg

Ile

765

Leu

Asan

Phe
510
Thr
Asn
val
TYY
Leu
590
Ser

Glu

Gln

Trp

Ile

670

Ile

Pro

Pro

Ile

Ser.

750

val

Lys

Ser

Leu

Val

Leu

Trp

Leu

575

Ile

Gln

Ile

Asn

Lys

655

Lys

Phe

Leu

Glu

Arg

135

Leu

Thr

Tyr

Ala

Gly

Gln

Leu

Gly

560

Gln

Cys

Thr

Ser

Gln

640

Asn

Ile

Ala

Ser

Gly

720

Leu

Cys

Arxg

Trp

val
800
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Ser

Tyr

Leu

Arg

Thr
865

<210>
<211>

<212> PRT

Leu

Phe

Ala

Trp

Leu

Gly

Asn

Glu

820

8135

850

Leu

11
263

Ile

Leu

Ala

Leu

<213> Secuencia Artificial

<220>

Ala Thr

805

Ala val

Trp Gly

Ala Ile

ES 2388443 T3

Ala

Gln

AsSp

Pro

825

B840

855

810

<223> Descripcion de la secuencia artificial: constructo de proteina sintético

<400>

11

Met Gly Gly Ala Ile

1

Arg
Gly
Gly
His

65
Ala
Leu

Tyr

Leu

Gln

Glu

Ser

S0

Met

TYr

val

Lys

Glu

‘130

Tyr
145

Ser

Leu

Gly

Arg

vVal

35

Ser

Asn

Arg

Gly

Leu

118

Gly

Glu

Pro

Leu

20
Glu
Ser
Thr
Lys
val
100
Ala
Ile

Lys

Gly

S

Leu

Asp

Leu

Pro

Gln

85

Ser

Ile

Tyr

Glu

Ile
165

Ser

Arg

Gly

Ser

Trp

70

Asn

Val

Asp

Tyr

Glu

150

Arg

Met

Ala

Tyr

cys

1)

Arg

Met

Axg

Met

Ser

138

Gly

Tyr

Arg

Arg

Ser

40

Glu

Asn

Asp

Pro

Ser

120

Ala

Ile

Pro

Axg

Gly

25

Gln

Gly

Pro

Asp

Lys

105

His

Arg

Ile

Lys

Ser

10

Glu

Ser

Gln

Ala

Ile

80

vVal

Phe

Arg

Pro

Thx
170

35

Arg

Thr

Pro

Lys

Glu

75

Asp

Leu

Ile

His

Asp

155

Phe

Pro
Tyr
Gly
TYY

60
Glu
Glu
Leu
Lys
Arg
140

TIp

Gly

Ser

Gly

Gly

45

Asn

Gly

Glu

Arg

Glu

125

Ile

Gln

Trp

Ile Ala Val Arg Gln

Ala Val Trp Arg Ser

Leu Trp Glu Ile Leu

Arg Arg Ile Arg Gln

Tyr Gly

Ala Thr

830

Arg Arg

845

860

Gly

Arg

Leu

Gln

Glu

Asp

Thxr

110

Lys

Leu

Asp

Leu

Asp

is
Phe
Asp
Gly
Lys
Asp

a5
Met
Gly
Asp

Tyr

Trp
175

Gly Leu

Leu

Leu

Lys

Gln

Leu

80

Asp

Ser

Gly

Ile

Thr

160

Lys

Trp
815
Glu

Gly

Glu

Serx

Thx

Gly

Leu
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Leu Val
Tyr Leu
Glu Val

210

Ala Tyr
225

Glu Glu

Ala Asp

<210> 12
<211> 597
<212> PRT

Pro

Met

135

Leu

val

Glu

Lys

val

180

His

Ala

Arg

val

Lys
260

<213> Secuencia Artificial

<220>

Asp

Pro

Trp

Tyr

Arg

245

Glu

val

Ala

Lys

Pro

230

Arg

Thr

ES 2388443 T3

Ser

Gln

Phe

215

Clu

ASp
Thrx
200
Asp

Glu

Leu

Glu

185

Serx

Pro

Phe

Thr

Ala

Gln

Thr

Gly

Ala

Gln

Trp

Leu

Serxr

Glu

Asp

Ala

Asp

Asp

Glu

190

205

220

235

Arg

250

<223> Descripcion de la secuencia artificial: proteina consenso sintética

<400> 12

Met Arg Val Trp Trp Trp Gly Leu

1

Val Tyr
Cys Ala
Thr His

50

Asn Vval
65

Glu Asp

Cys Pro

Ala Gly

Pro Cys
130

Tyr

Ser

35

Ala

Thr

Ile

Lys

Tyx

115

Agn

Gly

20

Asp

Ccys

Glu

Ile

val

100

Ala

val

5

val
Ala
val
Asn
Ser

85
Asn

Ile

Ser

Pro

Lys

Pro

Phe

70

Leu

Phe

Leu

Thr

Val

Ala

Thr

55

Asn

TXp

Asp

Lys

val
135

Trp

Tyr

40

ASp

Met

Asp

Pro

Cys
120

Gln

Gly
Lys

2S
Glu
Pro
Trp
Gln
Ile
105

Asn

Cys

36

Leu

10

Glu

Glu

Asn

Asp

Ser

90

Pro

Asn

Thr

Met

Ala

val

Pro

Met

75

Leu

Ile

Lys

His

Ile

Lys

His

Gin

60

val

Lys

His

Thr

Gly
140

Lys

Gly

Leu

Thr

Asn

45

Glu

Asp

Pro

Tyr

Phe

125

Ile

Tyr

Ser

Leu

Trp

Thr

30

Ile

val

Gln

Cys

Cys

110

Asn

Lys

Pro

Thr

Gly

Leu

Glu His

Trp Gly

Tyr Glu

Leu Ser

240

AsSn Met

255

val

15
Leu
Trp
Leu
Met
vVal

95
Ala

Gly

Pro

Thr

Phe

Ala

Glu

His

80

Ala

Pro

Gly

val



val
145

Cys

Lys

Asp

Tyr

225

Ile

Gly

val

val

305

Gly

Ala

Ala

Lys

Gln

iBs

Thr

Trp

Gln

Ser

Ser

Thr

Leu

Leu

210

Cys

Ala

Thr

Gly

val

290

Glu

Ala

Arg

Ile

Gln

370

Gln

val

Met

Gln

Thr
Glu
Gly
Glu
195
Glu
Asn
Met
Giy
Gly
27s
Ile
Arg
Ala
Gln
Glu
355
Leu
Leu
Pro

Gln

Gln
435

Gln

Asn

Gly

180

His

Ile

Pro

Tyr

Leu

260

Asp

Pro

Lys

Gly

Leu

340

Ala

Gln

Leu

Trp

Trp

420

Glu

Leu

Leu
165
Ala
Phe
Thr
Cys
Ala
245
Leu
Mec
Leu
Arg
Ser
325
Leu
Gln
Ala
Gly
Asn
105

Asp

Lys

Leu
150

Thr

His

Pro

Thr

Ile

230

Pro

Leu

Arg

Gly

Ala

3o

Thr

Ser

Gln

Arg

Ile

390

Ser

Lys

Aan

Leu

Asn

Cys

Asn

His

215

Lys

Pro

Asn

Ile

295

val

Met

Gly

His

val

375

Trp

Trp

Glu

Glu

ES 2388443 T3

Asn

val

Asn

Thr

200

Ser

Gln

Ile

Asp

Trp

280

Ala

Gly

Gly

Ile

Met

350

Leu

Gly

Ser

Ile

Lys
440

Gly Ser

Lys

Thr
170

Ile Ser

185

val

Phe

Phe

AsSn

Ile Ile

Gly Asn

250

Gly Gly

265

Arg Ser

Pro Thr

Ile Gly

Ala Ala

val
345

330

Gln

Leu Gln

Ala

Cys

Lys

Ile

Ser

Ser
410

Thr Thr

425

Leu

Leu

37

Leu
155

Ile

Trp

Lys

Cys

Asn

235

Ile

Asn

Glu

Lys

Ala

315

Ser

Gln

Leu

Glu

Gly

395

Asp

Ile

Ala

Ala

Ile

Asn

Pro

Arg

220

Met

Thr

Thr

Leu

Ala

300

Phe

Thr

Gln

Thr

Arg

380

Lys

Ile

Tyr

Leu

Glu
vVal
Thr
Ser
205
Gly
Trp
Cys
Glu
Tyr
285
Lys
Leu
Leu
Asn

val
365

Tyr

Leu

Trp

Leu

Asp
44S

Ile

Hisg

Leu

190

Serx

Glu

Gln

Lys

Phe

270

Lys

Arg

Gly

Thx

Leu

350

Trp

Leu

Ile

Asn

Leu

430

Ser

Ile

val
175

Gln

Gly

Phe

val

Ser

255

Arg

Tyr

Lys

Phe

val

335

Leu

Gly

Gln

Cys

Met

415

Asp

Trp

Ile
160

Ile

val

Gly

Phe

Gly

240

Asn

Pro

Lys

val

Leu

320

Gln

Arg

Ile

Asp

Thr

400

Thr

Ser

Asn
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Leu

Met

465

Ser

Pro

Arg

Leu

Leu

545

Leu

Thr

Arg

Trp

450

Ile

val

Arg

Ser

Cys

530

Leu

Lys

Asp

Gln

<210> 13
<211> 839
<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>

Asn Trp

Val Gly

Arg Val

Gly Pro
500

Ile Arg
518

Leu Phe

Gly Arg

Ser Ala

Arg Val

580

Gly Glu
595

Phe

Gly

Arg

485

Asp

Leu

Ser

Gly

val

565

Ile

Leu

Ile

Leu

470

Gln

Axg

val

Tyrx

Trp

550

Ser

Glu

Thr

455

Ile

Gly

Ile

Gly

His

535

Glu

Leu

val

ES 2388443 T3

Trp

Gly

Tyx

Glu

Leu

520

Arg

Ala

Leu

Gln

Leu

Leu

Ser

Glu

505

Ala

Leu

Leu

Thrx

Cys
ses

TIp

Arg

Pro

490

Glu

Leu

Arg

Lys

Ala

570

Arg

<223> Descripcion de la secuencia artificial: constructo sintético

<400> 13
Met Arg Val Arg Gly Ile

1

Gly

val

Leu

Ile

65

Leu

Ile

Thr

Phe

50

Trp

val

Leu Gly
20

Val Tyr
3S
Cys Ala

Ala Thr

Leu Glu

S

Phe

Tyr

Ser

His

Asn
85

Leu

Gly

Asp

Ala

70

val

Gln Arg Asn Tyr

Met

val

Ala
55

Cys

Thr

Ile

Pro

40

Lys

val

Glu

TyT

25

val

Ala

Pro

Asn

10

Asn

Trp

Tyr

Thr

Phe
90

38

TyxY
Ile
475
Leu

Gly

Trp

Tyr
555
Ile

Ala

Pro

Gly

Lys

Glu

Asp

75

Asn

Ile
460
Ile
Ser
Gly
Asp
Leu
540
Leu

Ala

Ile

Gln
Met
Glu
Arg

60

Pro

Met

Lys

Phe

Phe

Glu

Asp

525

Ile

Gln

val

Ile

Trp
Gly
Ala

45

Glu

Asn

Trp

Ile

Ala

Gln

Asp

510

Leu

Val

Tyx

Ala

Pro
590

Trp

Ser

‘30

Lys

Val

Pro

Glu

Phe

val

Thr

495

Arxrg

Axrg

Arg

Txp

Glu

575

Azg

Ile
15

‘Leu

Thr

His

Gln

Asn
95

Ile
Leu
480
Pro
Asp
Ser
Glu
Glu

560

Gly

Arg

Txp

Trp

Thr

Asn

Glu

80

Asp



Met

Leu

Thr

Ser

145

Ala

Serx

Ser

Cys

Asn

225

Gly

Ala

Lys

Arg

Ala

305

Cys

Lys

Pro

Arg

Ser
iss

val

Lys

Asp

130

Phe

Leu

‘Asn

Gln

Ala

210

Gly

Ile

Glu

Thr

Pro

290

Phe

Asn

Lys

Ser

Gly

370

Glu

ABSp
Pro
115
val
Asn
Phe
Phe
Ala
195
Pxo
Ser
Lys
Glu
Ile
275
ASn
Tyr
Ile
Leu
Ser
355

Glu

Ser

Gln
100

Cys

Lys

val

Ser
180
Cys
Ala

Gly

Pro

Asp

260

Ile

Asn

Ala

Ser

Gly

340

Gly

Phe

Asn

Met

Val

Ser

Thr

Arg

165

Glu

Pro

Gly

Pro

val

245

Ile

val

Asn

Thr

Gly

325

Glu

Gly

Phe

Ser

His

Lys

Ala

Thr

150

Leu

Tyr

Lys

Tyr

Cys

230

val

Ile

His

Thr

Gly

310

Ser

His

Asp

Tyr

Thr
390

Glu

Leu

Asn

135

Glu

Asp

val

Ala

215

Asn

Ser

Ile

Leu

Arg

295

Glu

Lys

Phe

Leu

Cys

375

Ile

ES 2388443 T3

Asp
Thr
120
Ser
Ile
Ile
Leu
Asn
200
Ile
Asn
Thr
Arg
Lys
280
Lys
Ile
Trp
Pro
Glu
360

Asn

Thr

Ile

105

Pro

Thr

Lys

val

Ile

185

Phe

Leu

val

Gln

Ser

265

Asp

Ser

Ile

Asn

Asn

345

Ile

Thr

Leu

39

Ile

Ser

Asp

Pro

170

Asn

Asp

Lys

Ser

Leu

250

Glu

TYr

Met

Gly

Asn

330

Asn

Thr

Ser

Pro

Serxr

Cys

Glu

Arg

155

Leu

Cys

Pro

Cys

Thr

235

Leu

Asn

Val

Arg

Asn

315

Thr

Thr

Thr

Lys

Cys
398

Leu

val

Asp

140

Lys

Lys

Asn

Ile

Asn

220

Val

Leu

Leu

Lys

Ile

‘300

Ile

Leu

Thrx

Hisg

Leu

380

Lys

Trp

Thr

125

Met

Lys

Asn

Thr

Pro

205

Asn

Gln

Asn

Thr

Ile

285

Gly

Arg

Gln

val

Ser

365

Phe

Ile

Asp
110

Leu

Leu
Ser
Ser
190
Ile
Lys
Cys
Gly
Asn
270
val
Pro
Glu
Arg
Asp
3aso
Phe
ﬁsn

Lys

Gln

Asn

AsSn

Glu

Ser

175

Thr

His

Thr

Thr

Ser

255

Asn

Cys

Gly

Ala

vVal

335

Phe

Asn

Gly

Gln

Ser

Cys

Cys

Gln

160

Ser

val

Tyr

Phe

His

240

Leu

val

Thr

Gln

His

320

Lys

Lys

Cys

Thr

Ile
400



Ile

Ala

Arg

Gly

Val

465

val

Gly

Leu

Asn

Thr

545

Arg

Lys

Lys

Lys

Ser

625

Ser

Tyr

Ile

Ser

AsSn

Gly

Asp

Asp

450

Lys

val

Phe

Thr

Asn

530

Val

Tyr

Leu

Ser

Glu

610

Gln

Trp

Ile

Ile

Pro
690

Met

Asn

Gly

435

Met

Ile

Axg

Leu

val

515

Leu

Trp

Leu

Ile

Tyx

595

Ile

Thr

Lys

Lys

Phe

875

Leu

Trp

Ile
420

Gly

Gly

500

Gln

Leu

Gly

Gln

Cys
580
Glu
Asn
Gln
Asn
Ile
660

Ala

Ser

Gln

405

Thr

Asn

Asp

Pro

Gly

485

Ala

Ala

Arg

Ile

Asp

565

Thx

Asp

Asn

Gln

Leu

645

Phe

val

Phe

Gly

Cys

Gly

ASn

Leu

470

Lys

Ala

Arg

Ala

Lys

550

Gln

Thr

Ile

Tyxr

Glu

630

Trp

Ile

Leu

Gln

val

Lys

Asn

Trp

4SS

Gly

Axrq

Gly

Gln

Ile

535

Gln

Gln

Asp

Trp

Thr

615

Lys

Asn

Met

Ser

Thr
695

ES 2388443 T3

Gly

Ser

Gly

440

Arg

Ile

Ala

Ser

Leu

520

Glu

Leu

Leu

val

Thr

600

Asn

Asn

Trp

Ile

Met

680

Leu

Arg

Asn

425

Thr

Ser

Ala

val

Ala

410

Ile

Glu

Glu

Pro

Gly
490

Thr Met

S05

Leu Ser

Ala

Gln

Gln Ala

Leu Gly

Pro
585

570

Trp

Asn Met

Thr

Glu

Phe

val

665

Vval

Thr

Ile

Lys

Asn

650

Gly

Asn

Pro

40

Met

Thr

Ile

Leu

Thr

475

Ile

Gly

Gly

Gln

Arg

558

Ile

Asn

Thr

Tyr

Glu

635

Ile

Gly

Arg

Asn

Tyr
Gly
Phe
TyTr
460
Lys
Gly
Ala
Ile
His

540

val
Trp
Ser
TIp
Gln
620
Leu
Thr
Leu

val

Pro
700

Ala

Leu

Arg

445

Lys

Ala

Ala

val

525

Met

Leu

Gly

Ser

Met

605

Leu

Leu

Asn

Ile

Arg

685

Arg

Leu
430

Pro

Lys

Leu

Sex

510

Gln

Leu

Ala

Cys

Trp

590

Gln

Leu

Ala

Trp

Gly

670

Gln

Gly

Pro

415

Leu

Gly

Lys

Arg

Phe

495

Leu

Gin

Gln

Ile

Ser

575

Ser

Trp

val

Leu

Ile

Thr

Gly

val

Arg

480

Leu

Thr

Gln

Leu

Glu

560

Gly

Ser

ASD

Asp

Asp

640

Leu
655

Leu

Trp

Arg

Tyr

Asp



10

Arg Leu

705

Ser 1Ile

Arg Ser

Ile val

Gly

Arg

Leu

Ala

Arg Ile

val
125

Leu

Cys Leu

740

Arg Ala

755

Gln
770

Leu

Tyx
78S

Trp

Thr Ala

Gln Arg

Gly Phe

Lys

Gly

Thr

Ile

Glu

Gly
Glu

Leu

val
805

Ala

Cys
820

Arg

Ala Ala

835

<210> 14
<211> 1727
<212> DNA

<213> Secuencia Artificial

<220>

Trp

ES 2388443 T3

Glu
710

Glu
Ser Gly
Phe

Ser

Ala Glu

Glu

Phe

Tyr

Leu

Gly Gly

Ala
730

Leu

His
745

Arg

Leu Gly

760

Ala
775

Glu

Leu
790

Lys
Ala Glu
Ala Ile

Leu Gln

Leu

Lys

Gly

Cys

Lys Tyr

Ser Ala

Thr Asp

B10
Asn Ile
825

Glu
718

Gln
Leu Ala
Leu

Arg

Arqg Ser

Asp

Trp

Asp

Ser

Arg’ Asp

Asp Asp

735
Cys Ile
750

Leu Arg

765

Leu Gly

780

val
795

Ser
Arg Vval

Pro Arg

<223> Descripcion de la secuencia artificial: nucleétido consenso sintético

<400> 14

caggagcgag
aaatcccacg
cttecgaccce
caacaagacece
gcatcaagcce
catcecgececece
atctgcaccg
gggagcactt
ccacecactce
agatcatcaa
acctgcaagt
ttecegeeceey
tggtgagatc
gaagcgcgcce
atgggcgceeg
gcagcagaca
tggggcatca
agetgctggg
cecctecerggt
tccaaacacc

cgctcggtgg
cacggagtgc
atcecceatccce
ttcaacggcc
cgtggtgrec
gagaacctga
cccocgcaecac
ccccaacaaa
cttcaactgc
catgtggcag
ccaacatcac
geggcggega
agcccctggg
gtgggcatcg
cectcctacce
acctgctgcg
acagctgeag
catctgagge
cccaagrtcca
acaccactcta

cgatgcccac
tacgcgacca
actactgcecgc
cggccccetgce
acccagctge
ccacaacgtg
tgcaacatct
ccatcgttca
cgcggcgagt
ggtgggegcyg
cggcctgcetg
catgcgeaca
catcgccece
gcgectgeee
tgaccgtgca
cgccatcgag
gcecgegtge
tgetceggea
gacatctgga
ccctgceotggg

gggcctgacg
cccgcaacct
ccecegecgge
acaacgtgtc
tgctgaacgg
aagaccatca
ccaatggaac
agccetcectce
tcttctactg
ccatgtacgce
ctgcgcgacg
actggegetce
accaaggcca
ctgggctece
ggcccgcecag
gcccagcagce
tggccatcga
agctgatctg
acatgacctg
gactcccaga

41

cgtgtggcga
cccgectgee
tacgccatce
caccgtgcag
ctcecetggee
tcgtgcacta
aaaccctgca
cggcggcgac
caacccececcee
ccceccceate
gcggcaccaa
cgagctgtac
agcgccgegt
tgggcgecge
ctgctgtccg
acatgctgca
gcgctacctyg
caccaccgeg
gatgcagtgg
ccagcaggag

Ser
Leu
Ile

Arg

Leu Val

Leu Asp

Glu Leu

815

Ile
830

Arg

cctecececagec
ccaaggtgaa
tgaagtgcaa
tgcacccacg
gaggaatcat
agatcgtgag
gggtgaagct
ctggagatca
tgcatcaagc
gggcaacatc
ccaccgagac
aagtacaagg
ggtggagcge
cggcteccace
gcatcgtgca
gctgaccgtg
caggaccagce
tgecctggaa
gacaaggaga
aagaacgaga

Arg
720

Leu

Leu

Gly

Gln

Thr
800

Val

Gln

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
8440
900
960
1020
1080
1140
1200
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aggactgctg
tggtacatca
gccgtgectgt
cacccccgceg
ccatgcgect
tcctaccacc
gaggccectga
tgacccaccg
cgccatcgca

<210> 15
<211> 2520
<212> DNA

gcectggact
agatcttcat
ccatgtgccyg
gcccecgacceyg
ggtgcggetc
gcctgegega
agtacggect
ccatcgeegt
catcecceccge

<213> Secuencia Artificial

<220>

ES 2388443 T3

cctggagaac
catgatcgtg
cgtgcgccag
ccggcatcga
ctggccctge
ctctgategt
gtgcagtact
ggccgagggce
cgcatcgcecca

ctgtggaact
ggcggcctga
ggctactcec
ggaggagggc
tgggacgacc
gceccgccgga
ggccggagct
accgaccgcet
gggctgagcc

ggttccatca
tcggectgeg
ccctgtectt
ggcgagcgac
tgcgectcect
gectgetggge
gaagaatccg
atcgagtgete
ctgcgea

<223> Descripcion de la secuencia artificial: constructo de nucleétido sintético

<400> 15

atgcgegtge
ttccctgatga
gtgtggaagg
gaggtgcaca
ctggtgctgg
atgcacgagg
ccecctgtgeg
atgcgcaact
gceetgtoet
gagtaccgec
ttcgacccca
aacaagacct
ggcatcaagce
atcatcatcc
gactacgtga
ggcecceggee
tgcaacatct
gagcacttce
atcaccaccce
ttcaacggceca
atcaacatgt
acctgcaagt
accgagatct
aagtacaagg
gtggtggagc
gccgcecgget
ctgtcecggea
atgctgecagce
cgetacctge
accaccgacg
aacatgaccet
cegcrggtgg
tcctggaaga
ttcatcatga
gtgaaccgcg
cgcggcccceg
tccacccgece

gcggcatcca
tctacaacgg
aggccaagac
acatctgggc
agaacgtgac
acatcatctc
tgaccctgaa
gctcoccttcaa
accgqccectgga
tgatcaactg
cccecatcca
tcaacggctc
ccgtaggtgtce
gctccgagaa
agatcgtgtg
aggcctecta
ccggctccaa
ccaacaacac
actccttcaa
cctccgagte
ggcagggcegt
ccaacatcac
tccgeccecegg
tggtgaagat
gcggcaagcg
ccaccatggg
tcgtgcagca
tgaccgtgtg
aggaccagca
tgcecctggaa
ggatgcagtg
actcccagac
acctgtggaa
tcgtgggcgg
tgcgccaggg
accgcectggg
tggtgtccag

gcgcaactac
catgggctce
caccctgttc
cacccacgec
cgagaacttc
cctgtgggac
ctgcaccgac
cgtgaccace
catcgtgccc
caacacctce
ctactgcgec
cggcecetge
cacccagetyg
cctgaccaac
cacccgceecce
cgccaceggc
gtggaacaac
caccatcgac
ctgccgegge
caactccacc
gggccgegee
cggcctgetg
cggcggcgac
cgagcccctg
cgccgtgggce
cgccgectec
gcagaacaac
gggcatcaag
gctgctggge
ctcctcetgg
ggacaaggag
ccagcaggag
ctggttcaac
cectgategge
ctactccece
ccgcatcegag
cttcetggee

ccccagtggec
ctgtgggtga
tgcgecctceg
tgcgtgccca
aacatgtggg
cagtccctga
gtgaagtccg
gagatcaagg
ctgaagaact
accgtgtccce
ccecgecggee
aacaacgtgt
ctgctgaacg
aacgtgaaga
aacaacaaca
gagatcactcg
accctgcagce
ttcaagccct
gagttcttct
atcaccctge
atgtacgccc
ctgacccgcey
atgcgcgaca
ggcatcgccc
atcggcgccc
ctgaccctga
ctgctgcgeg
cagctgcagqg
atctggggct
tcctccaagte
atcaacaact
aagaacgaga
atcaccaact
ctgcgcatca
ctgtccttcc
gaggagggcg
ctggcectggg

42

ggatctggagyg
ccgtgtacta

acgccaaggce
ccgaccccaa
agaacgacat
agcectgege
ccaactccac
accgcaagaa
cctcctecete
aggectgeec
acgccatcct
ccaccgtgca
gectccctgge
ccatcatcgt
cccgcaagtc
gcaacatccg
gcgtgaagaa
ccteoccggeag
actgcaacac
cctgcaagat
ccecccatcge
acggcggcaa
actggecgcetce
ccaccaaggc
tgttcctggg
ccgtgcagge
ccatcgaggce
cccgegtget
gctccggcaa
cctacgagga
acaccaacac
aggagctgcet
ggctgtggta
tcttcgoccgt
agaccctgac
gcgagcagga
acgacctgcg

¢caatggetga
catcatcttc
ccagaccecece
cgcgaccgct
gtgcctgttc
cgceggetgg
ccttccctgce
aggcectgceg

catcctggge
cggegtgecc
ctacgagcgc
cecccaggag
ggtggaccag
gaagctgace
ctccgaggac
gctggagcag
caacttctee
caaggtgaac
gaagtgcaac
gtgcacccac
cgaggaggac
gcacctgaag
catgcgeatc
cgaggcccac
gaagctggge
cgacctggag
ctccaagceg
caagcagacc
cggcaacatc
cggcaacggc
cgagctgtac
caagcgeege
cttccetggyge
ccgeccagcetg
ccagcagcac
ggccatcgag
gctgatctgce
catctggacc
catctaccag
ggccctggac
catcaagatc
gctgtccatg
cceccaaccce
ccgcgaccge
ctcectgtge

1282
1320
1380
14430
1500
1560
1620
1680
1727

60
120
180

240

300
360
420
480
5S40
600
660
720
780
840
900
960
1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
14490
1500
1560
16290
1680

-1740

1800
1860
1920
1980
2040
2100
2160
2220
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ctgttctcct
crtgggececget
tcecctggtge
accgecateg
cgcgecatet

<210> 16
<211> 263
<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>

ES 2388443 T3

accaccgcct gcgegactgce
cectecctgeg cggectgcag
agtactgggg cctggagctg
ccgtggccga gggcaccgac
gcaacatcce ccgccgeate

atcctgatcg
aagggctggg
aagaagtccg
cgcatcaccg
¢gccaggget

tggccecgege cgocgaqcetyg
aggccctgaa gtacctgggce
ccatctccct gctggacacc
agctgatcca gcgcatctgc
tcgaggecege cctgcecagtaa

<223> Descripcion de la secuencia artificial: constructo de proteina sintético

<400> 16

Met Gly Gly Ala Ile

1

Arg Gln

Gly Glu

Gly Leu
SO

Tyr Met
65

Ala Tyr

Leu Val

Tyr Lys

Leu Glu
130

Tyr Leu
1485

Ser Gly
Leu Vval

Tyr Leu

Glu val
210

Arqg

val

35

Ser

AsSn

Arg

Gly

Leu

115

Gly

Glu

Pro

Pro

Mec

.195

Leu

Leu

20

Glu

Ser

Thr

Lys

val

100

Ala

Ile

Lys

Gly

val

180

Hisg

Ala

S

Leu
Asp
Leu
Pro
Gln

85
Ser
Ile
Tyx
Glu
Ile
165
Asn

Pro

Trp

Ser Met Arg Arg

Arg

Gly

Ser

Trp

70

Asn

val

Asp

Tyr

Glu

150

Arg

val

Ala

Lys

Ala

Tyx

Cys

55

Met

Arg

Met

Ser
135

Gly

Tyr

Ser

Gln

Phe
21S

Arg

Ser

40

Glu

Asn

Asp

Pro

Ser

120

Ala

Ile

Pro

ASp

Thr

200

Asp

Gly

25

Gln

Gly

Pro

Asp

Lys

105

His

Arg

Ile

Lys

Glu
185

Ser

Pro

43

Ser

10

Glu

Ser

Gln

Ala

Ile

90

Val

Phe

Arg

Pro

Thr

170

Ala

Gln

Thr

Arg
Thr
Pro
Lys
Glu

75
Asp
Pro
Ile
Hip
Asp
155
Phe
Gln

Trp

Leu

Pro

Tyr

Gly

Tyr

60

Glu

Glu

Leu

‘Lys

Arg

140

Trp

Gly

Glu

Asp

Ala
220

Serxr

Gly

Gly

45

Asn

Arg

Glu

Arg

Glu

125

Ile

Gln

Trp

Asp

Asp
205

Tyr

Gly

Axg

30

Leu

Gln

Glu

Asp

Thr

110

Lys

Leu

Asp

Leu

Glu

190

Pro

Thr

Asp

15

Leu

Asp

Gly

Lys

Asp

95

Met

Gly

Asp

Tyr

Trp

17S

Glu

Trp

Tyr

2280
2340
24900
2460
2520

Leu

Leu

Lys

Gln

Leu

80

Asp

Ser

Gly

Ile

Thr

160

Lys

His

Gly

Glu



ES 2388443 T3

Ala Tyr Val Arg Tyr Pro Glu Glu Phe Gly Ser Lys Ser Gly Leu Ser
225 230 238 240

Glu Glu Glu Val Arg Arg Arg Leu Thr Ala Arg Gly Leu Leu Asn Met
245 250 255

Ala Asp Lys Lys Glu Thr Arg
260

44
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15

20

25

30

35

ES 2388443 T3

REIVINDICACIONES

1. Un polipéptido de la cubierta de VIH de clado C aislado que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID
NO:2.

2. Un polipéptido de la cubierta de VIH de clado C modificado en el que la regiéon V1/V2 ha sido delecionada,
comprendiendo dicho polipéptido modificado la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO:4.

3. Un polipéptido de la cubierta de VIH de clado C modificado en el que las regiones V1/V2 y V3 han sido
delecionadas, comprendiendo dicho polipéptido modificado la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO:6.

4. Un polipéptido de la cubierta de VIH de clado C modificado en el que las regiones V1/V2, V3 y V4 han sido
delecionadas, comprendiendo dicho polipéptido modificado la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO:8.

5. Un polinucledtido aislado que comprende la secuencia de nucleétidos de SEQ ID NO:1, que codifica el polipéptido
de la reivindicacion 1.

6. Un polinucledtido aislado que comprende la secuencia de nucleétidos de SEQ ID NO:3, que codifica el polipéptido
de la reivindicacion 2.

7. Un polinucleétido aislado que comprende la secuencia de nucleétidos de SEQ ID NO:5, que codifica el polipéptido
de la reivindicacion 3.

8. Un polinucledtido aislado que comprende la secuencia de nucleétidos de SEQ ID NO:7, que codifica el polipéptido
de la reivindicacion 4.

9. Una construccion que comprende el polinucleétido de una cualquiera de las reivindicaciones 5-8.

10. Una composicion que comprende el polipéptido de una cualquiera de las reivindicaciones 1-4 o el polinucleétido
de una cualquiera de las reivindicaciones 5-8, y un vehiculo farmacéuticamente aceptable.

11. Una composicion segun la reivindicacion 10 para inducir una respuesta inmune en un sujeto.

12. Una composicién segun la reivindicacion 10 para la fabricacion de un medicamento para inducir una respuesta
inmune en un sujeto.

13. Una composicién para usarse como se define en la reivindicacion 11 o reivindicacién 12, en la que la
composicién o medicamento es para administrarse con un segundo antigeno VIH.

14. Una composicion para usarse como se define en la reivindicacion 13, en la que dicho segundo antigeno VIH es
gp120 o gpl60.

15. Una particula viral VIH recombinante que comprende una regién de la cubierta que tiene la secuencia de
aminoacidos de SEQ ID NO:10 o estéa codificada por la secuencia de nucleétidos de SEQ ID NO:9.

16. La particula viral recombinante de la reivindicacion 15, en la que la particula viral comprende ademas la
secuencia de aminoacidos Nef de SEQ ID NO:11.

17. La particula viral recombinante de la reivindicacioén 15 o reivindicacion 16, que comprende dos 0 mas regiones
NF-xB.

18. La particula viral recombinante de la reivindicaciéon 17, que comprende tres 0 mas regiones NF-kB.

19. Una composicion que comprende la particula viral recombinante de una cualquiera de las reivindicaciones 15-18.
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{do-uopeo-gzTpAusdTLGTT ) J6u" ZRUp

osuasuo)y
{do-ucpeo-AuaTHEOTATY} F5U" ZRUD
{do-uopoo-aua-dTLGTT~ATYS | JSU" ZoUp
{do-uopoo-pEZTPAURdTLGTT } ISU" ZBUP
{do-uopod-gzTpausdyLGIT)Fsu" zeup
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{do-uopoo-AueTpgQTATY} ISW" ZRUD
{do-uopoo-Aua-dT.GTT-ATYS } 51" Zeup
{do-uopoo-peZIpauadTLGTT ) F6W" ZRUP
{do-~uopoo-gzTpauedrGTT)Is5W" ZRUP

OsuUasuo’)
{do~uopod-AuUaTHgQTATY) F8W" ZRUP
{do~uopoo-aue-dT/GTT-ATYS } J5W" ZEUpP
{do-uopoo-pezIpauadr ST} Fsw Zeup
{do-uopoo~gzipauadT 51T ) I8’ ZRUP

OsSUasSU0D
{do-uopeo-AusTygOTATY) FEW ZRUP
{do-uopoo-aue-dygTI~-ATYE) JsW" ZRUP
{do-uopoo-pegzTpauedrLgTT ) Fsu- Zeup
{do-uopoo-gzipauadiLsTT)Fsu” Zeup

OsSUasSUu0l
{do-uopoo-AusTpg0TATY) F5" ZRUP
{do-uopoo-aus-dyLgIT-ATUS }JSW" ZRUP
{do-uopoo~peZTpAuady LT } Jsw- Zeup
{do-ucpoo-gzIpausdy/GTT)Isu" ZEUP

Osuasuo’)
{do-uopoo-AUaTHROTATY ) FSW" ZRUP
{do-uopoo~Aue-dyLGTT-ATYS ) Jsu’ Zeup
{do-uopoo-pezTpauadyLGTT | Jou- geup
{do-uopoo~g2Tpauady g1 ) I5u- ZRUD
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Log de carga de ARN viral plasmatica
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Concentracion de p27 (ng/ml)
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Concentracion de p27 (ng/ml)
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ATGCGCGTGAAGGAGAAGTACCAGCACCTCGTGGCGCTGGGGCTGGCG
CTGGGGCACCATGCTGCTGGGCATGCTGATGATCTGCTCCGCCACCGA
GAAGCTGTGGGTGACCGTGTACTACGGCGTGCCCGTGTGGAAGGAGGC
CAAGACCACCCTGTTCTGCGCCTCCGACGCCAAGGCCTACGAGAAGGA
GGTGCACAACATCTGGGCCACCCACGCCTGCGTGCCCACCGACCCCAA
CCCCCAGGAGATCGTGCTGGAGAACGTGACCGAGAACTTCAACATGTG
GAAGGACGACATGGTGGACCAGATGCACGAGGACATCATCTCCCTGTG
GGACCAGTCCCTGAAGCCCTGCGTGAAGCTGACCCCCCTGTGCGTGAC
CCTGAAGTGCTCCAACTTCACCCGCGAGGGCAACGTGACCTACAAGGA
GGAGATGGACAAGGTGAAGAACTGCTCCTTCAACGTGACCACCGGCAT
CCGCGACAAGAAGCAGAAGGTGAACGCCCTGTTCTACCGCCTGGACAT
CACCCCCCTGGACGAGAACAACAACAACTCCTCCGAGTACCGCTTGATC
AACTGCAAGTCCTCCACCATCACCCAGGCCTGCCCCAAGGTGAACTTCG
ACCCCATCCCCATCCACTACTGCGCCCCCGCCGGCTACGCCATCCTGAA
GTGCAACAACAAGACCTTCAACGGCACCGGCCCCTGCCACAACGTGTC
CACCGTGCAGTGCACCCACGGCATCAAGCCCGTGGTGTCCACCCAGCT
GCTGCTGAACGGCTCCCTGGCCGAGCGCGAGATCATCATCCGCTCCGA
GAACCTGACCGACAACGTGAAGACCATCATCGTGCACTTCAACGAGTCC
GTGGAGATCAACTGCACCCGCCCCAACAACAACACCCGCAAGTCCATCC
GCATCGGCCCCGGCCAGGCCTTCTACGCCACCCGGCGACATCATCGGCG
ACATCCGCCAGGCCCACTGCAACATCTCCAAGGAGAACTGGAACAAGAC
CCTGCAGTGGGTGCGCGGCAAGCTGGAGGAGCACTTCCCCAACAAGAC
CATCGTGTTCAAGCCCTCCTCCGGCGGCGACCTGGAGATCACCACCCA
CTCCTTCAACTGCCGCGGCGAGTTCTTCTACTGCAACACCTCCAAGCTG
TTCAACGGCACCGACAACTCCACCCACATGGACACCGGCAACGACACC
GTGATCACCATCCCCTGCCGCATCAAGCAGATCATCAACATGTGGCAGG
AGGTGCGGGCGCGCCATGTACGCCCCCCCCATCGAGGGCAACATCACCT
GCAAGTCCAACATCACCGGCCTGCTGCTGGTGCGCGACGGCGGCCAG
GACAACTCCACCAACAACACCGAGACCTTCCGCCCCGGCGGCGGCGAC
ATGCGCAACAACTGGCGCTCCGAGCTGTACAAGTACAAGGTGGTGGAG
ATCAAGCCCCTGGGCATCGCCCCCACCAAGGCCAAGCGCCGCGTGGTG
GAGCGCGAGAAGCGCGCCGTGGBCATCGGCGCCGTGTTCCTGGGCTT
CCTGGGCGCCGCCGGCTCCACCATGGGCGCCGCCTCCATCACCCTGAC
CGTGCAGGCCCGCCAGCTGCTGTCCGGCATCGTGCAGCAGCAGGACAA
CCTGCTGCGCGCCATCGAGGCCCAGCAGCACATGCTGCAGCTGACCGT
GTGGGGCATCAAACAGCTGCAGGCCCGCGTGCTGGCCATCGAGCGCTA
CCTGCAGGACCAGCAGCTGCTGGGCATCTGGGGCTGCTCCGGCAAGCT
GATCTGCACCACCGCCGTGCCCTGGAACGCCTCCTGGTCCAACAAGTC
CCAGACCGACATCTGGGAGAACATGACCTGGATGCAGTGGGACAAGGA
GATCTCCAAGCACACCGACACCATCTACCGCCTGCTGGAGGACTCCCA
GAACCAGCAGGAGAAGAACGAGAAGGACCTGCTGGCCCTGGACTCCTG
GGAGAACCTGTGGAACTGGTTCTCCATCACCAAGTGGCTGTGGTACATC
AAGATCTTCATCATGATCGTGGGCGGCCTGATCGGCCTGCGCATCATCT
TCGCCGTGCTGTCCATCGTGTCCCGCGTGCGCCAGGGCTACTCCCCCC
TGTCCTTCCAGACCCACCTGCCCACCCCCCGCGGCCCCGACCGLCCCCG
AGGGCATCGAGGAGGAGGGCGGCGAGCGCGACCGCGACCGCTCCATC

FIGURA 8
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CGCCTGGTGAACGGCTCCCTGGCCCTGATCTGGGACGACCTGCGCTCC
CTGTGCCTGTTCTCCTACCACCGCCTGCGCGACCTGCTGCTGATCGTGA
CCCGCATCGTGGAGCTGCTGGGCCGCCGCGGCTGGGAGGCCCTGAAG
TACTGGTGGAACCTGCTGCAGTACTGGTCCCAGGAGCTGAAGAACTCC
GCCGTGTCCCTGCTGAACGCCACCGCCATCGCCGTGGCCGAGGGCACC
GACCGCGTGATCGAGGTGGTGCAGGGCGCCTGCCGCGCCATCCGCCA
CATCCCCCGCCGCATGCGCCAGGECCTGGAGCGCATCCTGCTGTGA
SEQIDNO: 1

FIGURA 8 (CONTINUACION)
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MRVKEKYQHLWRWGWRWGTMLLGMLMICSATEKLWVTVYYGVPVWKEAKTT
LFCASDAKAYEKEVHNIWATHACVPTDPNPQEIVLENVTENFNMWKDDMVDQ
MHEDISLWDQSLKPCVKLTPLCVTLKCSNFTREGNVTYKEEMDKVKNCSFNVT
TGIRDKKQKVNALFYRLDITPLDENNNNSSEYRLINCKSSTITQACPKVNFDPIPI
HYCAPAGYAILKCNNKTFNGTGPCHNVSTVQC THGIKPVVSTQLLLNGSLAERE
HIRSENLTDNVKTIIVHFNESVEINCTRPNNNTRKSIRIGPGQAFYATGDIIGDIRQ
AHCNISKENWNKTLQWVRGKLEEHFPNKTIVFKPSSGGDLEITTHSFNCRGEFE
YCNTSKLFNGTDNSTHMDTGNDTVITIPCRIKQIINMWQEVGRAMYAPPIEGNIT
CKSNITGLLLVRDGGQDNSTNNTETFRPGGGDMRNNWRSELYKYKVVEIKPLG
IAPTKAKRRVVEREKRAVGIGAVFLGFLGAAGS TMGAASITLTVQARQLLSGIVQ
QQDNLLRAIEAQQHMLQLTVWGIKQLQARVLAIERYLQDQQLLGIWGCSGKLIC
TTAVPWNASWSNKSQTDIWENMTWMQWDKEISKHTDTIYRLLEDSQNQQEKN
EKDLLALDSWENLWNWFSITKWLWYIKIFIMIVGGLIGLRIFAVLSIVSRVRQGYS
PLSFQTHLPTPRGPDRPEGIEEEGGERDRDRSIRLVNGSLALIWDDLRSLCLFS
YHRLRDLLLIVTRIVELLGRRGWEALKYWWNLLQYWSQELKNSAVSLLNATAIA
VAEGTDRVIEVWQGACRAIRHIPRRMRQGLERILL*

SEQID NO: 2

FIGURA 9
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ATGCGCGTGAAGGAGAAGTACCAGCACCTGTGGCGCTGGGGCTGGCGCTG
GGGCACCATGETGCTGGGCATGCTGATGATCTGCTCCGCCACCGAGAAGCT
GTGGGTGACCGTGTACTACGGCGTGCCCGTGTGGAAGGAGGCCAAGACCA
CCCTGTTCTGCGCCTCCGACGCCAAGGCCTACGAGAAGGAGGTGCACAACA
TCTGGGCCACCCACGCCTGCGTGCCCACCGACCCCAACCCCCAGGAGATC
GTGCTGGAGAACGTGACCGAGAACTTCAACATGTGGAAGGACGACATGGTG
GACCAGATGCACGAGGACATCATCTCCCTGTGGGACCAGTCCCTGAAGCCC
TGCGTGGGCGCCGGCGCCTGCCCCAAGGTGAACTTCGACCCCATCCCCATC
CACTACTGCGCCCCCGCCGGCTACGCCATCCTGAAGTGCAACAACAAGACC
TTCAACGGCACCGGCCCCTGCCACAACGTGTCCACCGTGCAGTGCACCCAC
GGCATCAAGCCCGTGGTGTCCACCCAGCTGCTGCTGAACGGCTCCCTGGCC
GAGCGCGAGATCATCATCCGCTCCGAGAACCTGACCGACAACGTGAAGACC
ATCATCGTGCACTTCAACGAGTCCGTGGAGATCAACTGCACCCGCCCCAACA
ACAACACCCGCAAGTCCATCCGCATCGGCCCCGGCCAGGCCTTCTACGCCA
CCGGCGACATCATCGGCGACATCCGCCAGGCCCACTGCAACATCTCCAAGG
AGAACTGGAACAAGACCCTGCAGTGGGTGCGCGGCAAGCTGGAGGAGCAC
TTCCCCAACAAGACCATCGTGTTCAAGCCCTCCTCCGGCGGCGACCTGGAG
ATCACCACCCACTCCTTCAACTGCCGCGGCGAGTTCTTCTACTGCAACACCT
CCAAGCTGTTCAACGGCACCGACAACTCCACCCACATGGACACCGGCAACG
ACACCGTGATCACCATCCCCTGCCGCATCAAGCAGATCATCAACATGTGGCA
GGAGGTGGGGCGCGCCATGTACGCCCCCCCCATCGAGGGCAACATCACCT
GCAAGTCCAACATCACCGGCCTGCTGCTGGTGCGCGACGGCGGCCAGGAC
AACTCCACCAACAACACCGAGACCTTCCGCCCCGGCGGCGGCGACATGCG
CAACAACTGGCGCTCCGAGCTGTACAAGTACAAGGTGGTGGAGATCAAGCC
CCTGGGCATCGCCCCCACCAAGGCCAAGCGCCGCGTGGTGGAGCGCGAGA
AGCGCGCCGTGGGCATCGGCGCCGTGTTCCTGGGCTTCCTGGGCGCCGCC
GGCTCCACCATGGGCGCCGCCTCCATCACCCTGACCGTGCAGGCCCGCCA
GCTGCTGTCCGGCATCGTGCAGCAGCAGGACAACCTGCTGCGCGCCATCGA
GGCCCAGCAGCACATGCTGCAGCTGACCGTGTGGGGCATCAAACAGCTGCA
GGCCCGCGTGCTGGCCATCGAGCGCTACCTGCAGGACCAGCAGCTGCTGG
GCATCTGGGGCTGCTCCGGCAAGCTGATCTGCACCACCGCCGTGCCCTGGA
ACGCCTCCTGGTCCAACAAGTCCCAGACCGACATCTGGGAGAACATGACCT
GGATGCAGTGGGACAAGGAGATCTCCAAGCACACCGACACCATCTACCGCC
TGCTGGAGGACTCCCAGAACCAGCAGGAGAAGAACGAGAAGGACCTGCTG
GCCCTGGACTCCTGGGAGAACCTGTGGAACTGGTTCTCCATCACCAAGTGG
CTGTGGTACATCAAGATCTTCATCATGATCGTGGGCGGCCTGATCGGCCTGC
GCATCATCTTCGCCGTGCTGTCCATCGTGTCCCGCGTGCGCCAGGGCTACT
CCCCCCTGTCCTTCCAGACCCACCTGCCCACCCCCCGCGGCCCCGACCGC
CCCGAGGGCATCGAGGAGGAGGGCGGCGAGCGCGACCGCGACCGCTCCA
TCCGCCTGGTGAACGGCTCCCTGGCCCTGATCTGGGACGACCTGCGCTCCC
TGTGCCTGTTCTCCTACCACCGCCTGCGCGACCTGCTGCTGATCGTGACCC
GCATCGTGGAGCTGCTGGGCCGCCGCGGCTGGGAGGCCCTGAAGTACTGG
TGGAACCTGCTGCAGTACTGGTCCCAGGAGCTGAAGAACTCCGCCGTGTCC
CTGCTGAACGCCACCGCCATCGCCGTGGCCGAGGGCACCGACCGCGTGAT
CGAGGTGGTGCAGGGCGCCTGCCGCGCCATCCGCCACATCCCCCGCCGCA
TGCGCCAGGGCCTGGAGCGCATCCTGCTGTGA

SEQID NO: 3
FIGURA 10
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MRVKEKYQHLWRWGWRWGTMLLGMLMICSATEKLWVTVYYGVYPVWKEAKTT
LFCASDAKAYEKEVHNIWATHACVPTDPNPQEIVLENVTENFNMWKDDMVDQ
MHEDIISLWDQSLKPCVGAGACPKVNFDPIPIHYCAPAGYAILKCNNKTFNGTG
PCHNVSTVQCTHGIKPVVSTQLLLNGSLAERENIRSENLTONVKTIIVHFNESVEI
NCTRPNNNTRKSIRIGPGQAFYATGDIIGDIRQAHCNISKENWNKTLQWVRGKL
EEHFPNKTIVFKPSSGGDLEITTHSFNCRGEFFYCNTSKLFNGTDNSTHMDTGN
DTVITIPCRIKQIINMWQEVGRAMYAPPIEGNITCKSNITGLLLVRDGGQDNSTNN
TETFRPGGGDMRNNWRSELYKYKVVEIKPLGIAPTKAKRRVVEREKRAVGIGA
VFLGFLGAAGSTMGAASITLTVQARQLLSGIVQQQDNLLRAIEAQQHMLQLTVW
GIKQLQARVLAIERYLQDQQLLGIWGCSGKLICTTAVPWNASWSNKSQTDIWEN
MTWMQWDKEISKHTDTIYRLLEDSQNQQEKNEKDLLALDSWENLWNWFSITK
WLWYIKIFIMIVGGLIGLRIIFAVLSIVSRVRQGYSPLSFQTHLPTPRGPDRPEGIE
EEGGERDRDRSIRLVNGSLALIWDDLRSLCLFSYHRLRDLLLIVTRIVELLGRRG
WEALKYWWNLLQYWSQELKNSAVSLLNATAIAVAEGTDRVIEVVQGACRAIRHI
PRRMRQGLERILL*

SEQID NO: 4

FIGURA 11
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ATGCGCGTGAAGGAGAAGTACCAGCACCTGTGGCGCTGGGGCTGGCGCTG
GGGCACCATGCTGCTGGGCATGCTGATGATCTGCTCCGCCACCGAGAAGC -
TGTGGGTGACCGTGTACTACGGCGTGCCCGTGTGGAAGGAGGCCAAGACC
ACCCTGTTCTGCGCCTCCGACGCCAAGGCCTACGAGAAGGAGGTGCACAA
CATCTGGGCCACCCACGCCTGCGTGCCCACCGACCCCAACCCCCAGGAGA
TCGTGCTGGAGAACGTGACCGAGAACTTCAACATGTGGAAGGACGACATGG
TGGACCAGATGCACGAGGACATCATCTCCCTGTGGGACCAGTCCCTGAAGC
CCTGCGTGGGCGCCGGCGCCTGCCCCAAGGTGAACTTCGACCCCATCCCC
ATCCACTACTGCGCCCCCGCCGGCTACGCCATCCTGAAGTGCAACAACAAG
ACCTTCAACGGCACCGGCCCCTGCCACAACGTGTCCACCGTGCAGTGCAC
CCACGGCATCAAGCCCGTGGTGTCCACCCAGCTGCTGCTGAACGGCTCCC
TGGCCGAGCGCGAGATCATCATCCGCTCCGAGAACCTGACCGACAACGTG
AAGACCATCATCGTGCACTTCAACGAGTCCGTGGAGATCAACTGCACCGGC
GCCGGCGCCCACTGCAACATCTCCAAGGAGAACTGGAACAAGACCCTGCA
GTCGGGTGCGCGGCAAGCTGGAGGAGCACTTCCCCAACAAGACCATCGTGT
TCAAGCCCTCCTCCGGCGGCGACCTGGAGATCACCACCCACTCCTTCAACT
GCCGCGGCGAGTTCTTCTACTGCAACACCTCCAAGCTGTTCAACGGCACCG
ACAACTCCACCCACATGGACACCGGCAACGACACCGTGATCACCATCCCCT
GCCGCATCAAGCAGATCATCAACATGTGGCAGGAGGTGGGGCGCGCCATG
TACGCCCCCCCCATCGAGGGCAACATCACCTGCAAGTCCAACATCACCGGC
CTGCTGCTGGTGCGCGACGGCGGCCAGGACAACTCCACCAACAACACCGA
GACCTTCCGCCCCGGCGGCGGCGACATGCGCAACAACTGGCGCTCCGAG
CTGTACAAGTACAAGGTGGTGGAGATCAAGCCCCTGGGCATCGCCCCCAC
CAAGGCCAAGCGCCGCGTGGTGGAGCGCGAGAAGCGCGCCGTGGGCATC
GGCCGCCGTGTTCCTGGGCTTCCTGGGCGCCGCCGGLTCCACCATGGGLG
CCGCCTCCATCACCCTGACCGTGCAGGCCCGCCAGCTGCTEGTCCGGCATC
GTGCAGCAGCAGGACAACCTGCTGCGCGCCATCGAGGCCCAGCAGCACAT
GCTGCAGCTGACCGTGTGGGGCATCAAACAGCTGCAGGCCCGCGTGCTGG
CCATCGAGCGCTACCTGCAGGACCAGCAGCTGCTGGGCATCTGGGGCTGC
TCCGGCAAGCTGATCTGCACCACCGCCGTGCCCTGGAACGCCTCCTGGTC
CAACAAGTCCCAGACCGACATCTGGGAGAACATGACCTGGATGCAGTGGG
ACAAGGAGATCTCCAAGCACACCGACACCATCTACCGCCTGCTGGAGGACT
CCCAGAACCAGCAGGAGAAGAACGAGAAGGACCTGCTGGCCCTGGACTCC
TGGGAGAACCTGTGGAACTGGTTCTCCATCACCAAGTGGCTGTGGTACATC
AAGATCTTCATCATGATCGTGGGCGGCCTGATCGGCCTGCGCATCATCTTC
GCCGTGCTGTCCATCGTGTCCCGCGTGCGCCAGGGCTACTCCCCCCTGTC
C‘I"I'CCAGACCCACCTGCCCACCCCCCGCGGCCCCGACCGCCCGGAGGGC
ATCGAGGAGGAGGGCGGCGAGCGCGACCGCGACCGCTCCATCCGCCTGG
TGAACGGCTCCCTGGCCCTGATCTGGGACGACCTGCGCTCCCTGTGCCTG
TTCTCCTACCACCGCCTGCGCGACCTGCTGCTGATCGTGACCCGCATCGTG
GAGCTGCTGGGCCGCCGCGGCTGGGAGGCCCTGAAGTACTGGTGGAACC
TGCTGCAGTACTGGTCCCAGGAGCTGAAGAACTCCGCCGTGTCCCTGCTGA
ACGCCACCGCCATCGCCGTGGCCGAGGGCACCGACCGCGTGATCGAGGT
GGTGCAGGGCGCCTGCCGCGCCATCCGCCACATCCCCCGCCGCATGCGE
CAGGGCCTGGAGCGCATCCTGCTGTGA

SEQID NO: 5

FIGURA 12
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MRVKEKYQHLWRWGWRWGTMLLGMLMICSATEKLWVTVYYGVPVWKEAKTT
LFCASDAKAYEKEVHNIWATHACVPTDPNPQEIVLENVTENFNMWKDDMVYDQ
MHEDIISLWDQSLKPCVGAGACPKVNFDPIPIHYCAPAGYAILKCNNKTFNGTG
PCHNVSTVQCTHGIKPVVSTQLLLNGSLAERENIRSENLTDNVKTIIVHFNESVE!
NCTGAGAHCNISKENWNKTLOQWVRGKLEEHFPNKTIVFKPSSGGDLEITTHSF
NCRGEFFYCNTSKLFNGTDNSTHMDTGNDTVITIPCRIKQINMWQEVGRAMYA
PPIEGNITCKSNITGLLLVRDGGQDNSTNNTETFRPGGGDMRNNWRSELYKYK
VVEIKPLGIAPTKAKRRVVEREKRAVGIGAVFLGFLGAAGSTMGAASITLTVQAR
QLLSGIVQQQDNLLRAIEAQQHMLQLTVWGIKQLQARVLAIERYLQDQQLLGIW
GCSGKLICTTAVPWNASWSNKSQTDIWENMTWMQWDKEISKHTDTIYRLLEDS
QNQQEKNEKDLLALDSWENLWNWFSITKWLWYIKIFIMIVGGLIGLRIFAVLSIV
SRVRQGYSPLSFQTHLPTPRGPDRPEGIEEEGGERDRDRSIRLVNGSLALIWD
DLRSLCLFSYHRLRDLLLIVTRIVELLGRRGWEALKYWWNLLQYWSQELKNSAV
SLLNATAIAVAEGTDRVIEVVQGACRAIRHIPRRMRQGLERILL*

SEQID NO: 6
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ATGCGCGTGAAGGAGAAGTACCAGCACCTGTGGCGCTGGGGCTGGCGCT
GGGGCACCATGCTGCTGGGCATGCTGATGATCTGCTCCGCCACCGAGAAG
CTGTGGGTGACCGTGTACTACGGCGTGCCCGTGTGGAAGGAGGCCAAGA
CCACCCTGTTCTGCGCCTCCGACGCCAAGGCCTACGAGAAGGAGGTGCAC
AACATCTGGGCCACCCACGCCTGCGTGCCCACCGACCCCAACCCCCAGGA
GATCGTGCTGGAGAACGTGACCGAGAACTTCAACATGTGGAAGGACGACA
TGGTGGACCAGATGCACGAGGACATCATCTCCCTGTGGGACCAGTCCCTG
AAGCCCTGCGTGGGCGCCGGCGCCTGCCCCAAGGTGAACTTCGACCCCA
TCCCCATCCACTACTGCGCCCCCGCCGGCTACGCCATCCTGAAGTGCAAC
AACAAGACCTTCAACGGCACCGGCCCCTGCCACAACGTGTCCACCGTGCA
GTGCACCCACGGCATCAAGCCCGTGGTGTCCACCCAGCTGCTGCTGAACG
GCTCCCTGGCCGAGCGCGAGATCATCATCCGCTCCGAGAACCTGACCGAC
AACGTGAAGACCATCATCGTGCACTTCAACGAGTCCGTGGAGATCAACTGC
ACCGGCGCCGGCGCCCACTGCAACATCTCCAAGGAGAACTGGAACAAGAC
CCTGCAGTGGGTGCGCGGCAAGCTGGAGGAGCACTTCCCCAACAAGACC
ATCGTGTTCAAGCCCTCCTCCGGCGGCGACCTGGAGATCACCACCCACTC
CTTCAACTGCCGCGGCGAGTTCTTCTACTGCAACGGCGCCGGCCCCTGCC
GCATCAAGCAGATCATCAACATGTGGCAGGAGGTGGGGCGCGCCATGTAC
GCCCCCCCCATCGAGGGCAACATCACCTGCAAGTCCAACATCACCGGCCT
GCTGCTGGTGCGCGACGGCGGCCAGGACAACTCCACCAACAACACCGAG
ACCTTCCGCCCCGGCGGCGGCGACATGCGCAACAACTGGCGCTCCGAGC
TGTACAAGTACAAGGTGGTGGAGATCAAGCCCCTGGGCATCGCCCCCACC
AAGGCCAAGCGCCGCGTGGTGGAGCGCGAGAAGCGCGCCGTGGGCATC
GGCGCCGTGTTCCTGGGCTTCCTGGGCGCCGCCGGCTCCACCATGGGCG
CCGCCTCCATCACCCTGACCGTGCAGGCCCGCCAGCTGCTGTCCGGCATC
GTGCAGCAGCAGGACAACCTGCTGCGCGCCATCGAGGCCCAGCAGCACA
TGCTGCAGCTGACCGTGTGGGGCATCAAACAGCTGCAGGCCCGCGTGCT
GGCCATCGAGCGCTACCTGCAGGACCAGCAGCTGCTGGGCATCTGGGGC
TGCTCCGGCAAGCTGATCTGCACCACCGCCGTGCCCTGGAACGCCTCCTG
GTCCAACAAGTCCCAGACCGACATCTGGGAGAACATGACCTGGATGCAGT
GGGACAAGGAGATCTCCAAGCACACCGACACCATCTACCGCCTGCTGGAG
GACTCCCAGAACCAGCAGGAGAAGAACGAGAAGGACCTGCTGGCCCTGG

. ACTCCTGGGAGAACCTGTGGAACTGGTTCTCCATCACCAAGTGGCTGTGG
TACATCAAGATCTTCATCATGATCGTGGGCGGCCTGATCGGCCTGCGCATC
ATCTTCGCCGTGCTGTCCATCGTGTCCCGCGTGCGCCAGGGCTACTCCCC
CCTGTCCTTCCAGACCCACCTGCCCACCCCCCGCGGCCCCGACCGCCCC .
GAGGGCATCGAGGAGGAGGGCGGCGAGCGCGACCGCGACCGCTCCATC
CGCCTGGTGAACGGCTCCCTGGCCCTGATCTGGGACGACCTGCGCTCCCT
GTGCCTGTTCTCCTACCACCGCCTGCGCGACCTGCTGCTGATCGTGACCC
GCATCGTGGAGCTGCTGGGCCGCCGCGGCTGGGAGGCCCTGAAGTACTG
GTGGAACCTGCTGCAGTACTGGTCCCAGGAGCTGAAGAACTCCGCCGTGT
CCCTGCTGAACGCCACCGCCATCGCCGTGGCCGAGGGCACCGACCGCGT
GATCGAGGTGGTGCAGGGCGCCTGCCGCGCCATCCGCCACATCCCCCGC
CGCATGCGCCAGGGCCTGGAGCGCATCCTGCTGTGA

SEQIDNO: 7
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MRVKEKYQHLWRWGWRWGTMLLGMLMICSATEKLWVTVYYGVPVWKEAKTT
LFCASDAKAYEKEVHNIWATHACVPTDPNPQEIVLENVTENFNMWKDDMVDQ
MHEDIISLWDQSLKPCVGAGACPKVNFDPIPIHYCAPAGYAILKCNNKTFNGTG
PCHNVSTVQCTHGIKPVVSTQLLLNGSLAERENIRSENLTDNVKTIVHFNESVE!
NCTGAGAHCNISKENWNKTLQWVRGKLEEHFPNKTIVFKPSSGGDLEITTHSE
NCRGEFFYCNGAGPCRIKQIINMWQEVGRAMYAPPIEGNITCKSNITGLLLVRD
GGQDNSTNNTETFRPGGGDMRNNWRSELYKYKVVEIKPLGIAPTKAKRRVVE
REKRAVGIGAVFLGFLGAAGSTMGAASITLTVQARQLLSGIVQQQDNLLRAIEA
QQHMLQLTVWGIKQLQARVLAIERYLQDQQLLGIWGCSGKLICTTAVPWNASW
SNKSQTDIWENMTWMQWDKEISKHTDTIYRLLEDSQNQQEKNEKDLLALDSW
ENLWNWFSITKWLWYIKIFIMIVGGLIGLRIIFAVLSIVSRVRQGYSPLSFQTHLPT
PRGPDRPEGIEEEGGERDRDRSIRLVNGSLALIWDDLRSLCLFSYHRLRDLLLIV
TRIVELLGRRGWEALKYWWNLLQYWSQELKNSAVSLLNATAIAVAEGTDRVIEV
VQGACRAIRHIPRRMRQGLERILL*

SEQID NO: 8
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GCATGCTGTAGAGCAAGAAATGGAGCCAGTAGATCCTAGACTAGAGCCCTG
GAAGCATCCAGGAAGCAGGCCTAAAACTGCTTGTACCAATTGCTATTGTAAA
AAGTGTTGCTTTCATTGCCAAGTTTGTTTCATAACAAAAGCCCTAGGCATCTC
CTATGGCAGGAAGAAGCGGAGACAGCGACGAAGAGCTCATCAGAACAGTC
AGACTCATCAAGCTTCTCTATCAAAGCAGTAAGTAGTACATGTAATGCAATC
TATACAAATAGAAATAGTAGCA'ITAGTAGTAGCMTAATAATAGCAATAGTTG
TGTGGTCCATAGTAATCATAGAATATAGGAAAATATTAAGACAAAGAAAAATA
GACAGGTTAATTAATAGACTAATAGAAAGAGCAGAAGACAGTGGCAATGAG
AGTGAAGGAGAAATATCAGCACTTGTGGAGATGGGGGTGGAGATGGGGCA
TCATGCTCCTTGGGATGTTGATGATCTGTAGTGCTACAGAAAAATTGTGGGT
CACAGTCTATTATGGGGTACCTGTATGGAAAGAAGCAAAAACTACTTTATTC
TGTGCATCAAATGCTAAAGCATATGAGAAAGAAGTACATAACATCTGGGCTA
CACATGCCTGTGTACCCACAGACCCCAACCCACAAGAAATAGTTTTGGGAA
ATGTAACAGAAAATTTTAACATGTGGAAAAATGACATGGTGGATCAGATGCA
TGAGGATATAATCAGTTTATGGGATCAAAGCCTAAAGCCATGTGTAAAGTTG
ACTTCACTCTGTGTCACTTTAAAGTGTAGTAATTTTACCGGGAAGAGTAATGT
TACCTACAAAGGGGATATGGAAGTAAAAAATTGCTCTTTCAATGTAACCACA
GAAATAAGAGATAAGAAGCAGAAAGTGTATGCTCTTTTTTATAGACTTGATAT
AACACCACTTGATGACAACTCTAGTGAGTATATATTAATAAATTGCAATTCCT
CAACCATAACACAAGCCTGTCCAAAGGTCAATTTTGACCCAATTCCTATACA
TTATTGTGCTCCAGCTGGTTATGCGATTCTAAAGTGTAATAATAAGACATTTA
ATGGGACAGGACCATGCCATAATGTCAGTACAGTACAATGTACACATGGAAT
TAAGCCAGTGGTATCAACTCAACTACTGTTAAACGGTAGCCTAGCAGAAGG
GGAGATAATAATTAGATCTGAAAATCTGACAGACAATGTCAAAACAATAATA
GTACACTTTAATGAATCTGTAGAAATTACTTGTACAAGACCCAACAATAATAC
AAGAAAAAGTATAAGCATAGGACCAGGACAAGCAATCTATGCCACAGGTGA
TATAATAGGAGACATAAGACAAGCACACTGTAACATTAGTAAAGAAAATTGG
AACAAAACTTTACAATGGGTAAGGGGAAAATTAAAAGAACACTTCCCTAATA
AAACAATAGTATTTAAACCATCCTCAGGAGGGGATCTAGAAATTACAACACA
TAGCTTTAATTGTAGAGGAGAATTTTTCTATTGCAACACATCAAAACTGTTTA
ATAGTACAGACAATAGTACACACATGGGTACAGAAAATAATACAATCATCAC
AATCCCATGTAGAATAAAACAAATTATAAACATGTGGCAGGAGGTAGGACGA
GCAATGTATGCCCCCCCCATAGAAGGAAACATAACATGTAAATCAAATATCA
CAGGACTACTACTGGTACGTGATGGAGGATGGGACAACAGTACAAATGACA
CAGAAACATTCAGGCCTGGAGGAGGAGATATGAGGGACAATTGGAGAAGT
GAATTATATAAATATAAGGTGGTAGAAGTCAAGCCATTGGGAATAGCACCCA
CTAAGGCAAAAAGGAGAGTGGTGGAGAGAGAAAAAAGAGCAGTGGGAATA
GGAGCTGTGTTCCTTGGGTTCTTGGGAGCAGCAGGAAGCACTATGGGCGE
GGCGTCAATAACGCTGACGGTACAGGCCAGACAACTGTTGTCTGGTATAGT
GCAGCAGCAAGACAATTTGCTGAGAGCTATAGAGGCGCAACAACATATGTT
GCAACTCACAGTCTGGGGCATTAAGCAGCTCCAGGCGAGAGTCCTGGCTAT
AGAAAGATACCTACAGGATCAACAGCTCCTAGGGATTTGGGGCTGCTCTGG
AAAACTCATCTGCACCACTGCTGTGCCTTGGAACGACAGTTGGAGTAATAAA
TCTCAAACAGATATTTGGGAGAACATGACCTGGATGCAGTGGGATAGAGAA
ATTAGTAGACACACAGACACAATATACAGGTTGCTTGAAGACTCACAAAACE
AGCAGGAGAAAAATGAAAAAGATTTATTAGCATTGGACAGTTGGAAAAATTT
GTGGAATTGGTTTAGCATAACAAGGTGGCTGTGGTATATAAAAATATTCATA
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ATGATAGTAGGAGGCCTGATAGGTTTGAGAATAATTTTTGCTGTGCTCTCGA
TAGTGAATAGAGTTAGGCAGGGATACTCACCATTATCGTTTCAGACCCACCT .
CCCACTTCCGAGGGGAGCCGACAGGCCCGAAGGAATAGAAGAAGAAGGTG
GAGAGAGAGACAGAGACAGATCCATTCGATTAGTGACCGGATCCTTAGCAC
TTATCTGGGACGATCTGCGGAGCCTGTGCCTCTTCAGCTACCACCGCTTGA
GAGACTTACTCTTGATTGTAACGAGGACTGTGGAACTCCTGGGACGCAGAG
GGTGGGAAGCCCTCAAATATTGGTGGAATCTCCTACTGTATTGGAGTCAGG
AACTAAAGAATAGTGCTGTTAGCTTGCTCAACGCCACAGCCATAGCAGTAAG
ACAATATGGGTGGAGCTATTTCCATGAGGCGGTCCAGGCCGTCTGGAGATC
TGCGACAGAGACTCTTGCGGGCGCGTGGGGAGACTTATGGGAGATTCTTA

GGAGAGGTGGAAGATGGATACTCGCAATCCCCAGGAGGATTAGACAAGGG

CTCGAGCTCACTCTCTTGTGAGGGACAGAAATACAATCAGGGACAGCATAT

GAATACTCCATGGAGAAACCCAGCTGAAGAGGGAGAAAAATTAGCATACAG
AAAACAAAATATGGATGATATAGATGAGGAAGATGATGACTTGGTAGGGGTA
TCAGTGAGGCCAAAAGTTCTCCTAAGAACAATGAGTTACAAATTGGCAATAG
ACATGTCTCATTTTATAAAAGAAAAGGGGGGACTGGAAGGGATTTATTACAG
TGCAAGAAGACATAGAATCTTAGACATATACTTAGAAAAGGAAGAAGGCATC
ATACCAGATTGGCAGGATTACACCTCAGGACCAGGAATTAGATACCCAAAG

ACATTTGGCTGGCTATGGAAATTAGTCCCTGTAGATGTATCAGATGAGGCAC
AGGAGGATGAGGAGCATTACTTAATGCATCCAGCTCAAACTTCCCAGTGGG
ATGACCCTTGGGGAGAGGTTCTAGCATGGAAGTTTGATCCAACTCTGGCCT
ACACTTATGAGGCATATGTTAGATACCCAGAAGAGTTTGGAAGCAAGTCAG

GCCTGTCAGAGGAAGAGGTTAGAAGAAGGCTAACCGCAAGAGGCCTTCTTA
ACATGGCTGACAAGAAGGAAACTCGCTGAAACAGCAGGGACTTTCCACAAG
GGGATGTTACGGGGAGGTACTGGGGAGGAGCCGGTCGGGAACGCCCACT

TTCTTGATGTATAAATATCACTGCATTTCGCTCTGTATTCAGTCGCTCTGCGG
AGAGGCTGGCAGATTGAGCCCTGGGAGGTTCTCTCCAGCACTAGCAGGTA

GAGCCTGGGTGTTCCCTGCTAGACTCTCACCAGCACTTGGCCGGTGCTGG

GCAGAGTGACTCCACGCTTGCTTACTTAAAGCCCTCTTCAATAAAGCTGCCA
TTTAGAAGTA

SEQID NO:9

FIGURA 16 (CONTINUACION)

79



ES 2388443 T3

35/40

MRVKEKYQHLWRWGWRWGIMLLGMLMICSATEKLWVTVYYGVPVWKEAKT
TLFCASNAKAYEKEVHNIWATHACVPTDPNPQEIVLGNVTENFNMWKNDMVD
QMHEDIISLWDQSLKPCVKLTSLCVTLKCSNFTGKSNVTYKGDMEVKNCSFN
VTTEIRDKKQKVYALFYRLDITPLDDNSSEYILINCNSSTITQACPKVNFDPIPIH
YCAPAGYAILKCNNKTFNGTGPCHNVSTVQCTHGIKPVVSTQLLLNGSLAEGE
IIRSENLTDNVKTIIVHFNESVEITCTRPNNNTRKSISIGPGQAIYATGDIIGDIRQ
AHCNISKENWNKTLQWVRGKLKEHFPNKTIVFKPSSGGDLEITTHSFNCRGEF
FYCNTSKLFNSTDNSTHMGTENNTITIPCRIKQINMWQEVGRAMYAPPIEGN!
TCKSNITGLLLVRDGGWDNSTNDTETFRPGGGDMRDNWRSELYKYKVVEVK
PLGIAPTKAKRRVVEREKRAVGIGAVFLGFLGAAGSTMGAASITLTVQARQLL
SGIVQQADNLLRAIEAQQHMLQLTVWGIKQLQARVLAI ERYLQDQQLLGIWGC
SGKLICTTAVPWNDSWSNKSQTDIWENMTWMQWDREISRHTDTIYRLLEDS
QNQQEKNEKDLLALDSWKNLW NWFSITRWLWYIKIFIMIVGGLIGLRIIFAVLSI
VNRVRQGYSPLSFQTHLPLPRGADRPEGIEEEGGERDRDRSIRLVTGSLALIW
DDLRSLCLFSYHRLRDLLLIVTRTVELLGRRGWEALKYWWNLLLYWSQELKN
SAVSLLNATAIAVRQYGWSYFHEAVQAVWRSATETLAGAWGDLWEILRRGG
RWILAIPRRIRQGLELTLL*

SEQID NO: 10
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