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DESCRIPCION
Secuencias consenso, antigenos y transgenes del VIH-1 del clado A
Campo de la invencion

La invencién proporciona un polinucleétido que codifica una proteina de fusion del VIH-1 del clado A, que
comprende los antigenos Gag, Pol y Nef del VIH-1 del clado A segun se define en la reivindicacién 1, una
composicion inmunodgena que contiene este polinucleétido asi como este polinucleétido para utilizar en un método
para generar una respuesta inmunitaria contra el VIH-1.

La presente divulgacién se refiere a secuencias consenso de nucleétidos y proteinas para antigenos del VIH-1 del
clado A y a secuencias de nucledtidos y proteinas para antigenos del clado A de aislados de campo circulantes del
VIH-1 donde las secuencias de los antigenos estan estrechamente relacionadas con esas secuencias consenso. En
una realizacion preferida, la presente divulgacion se refiere a transgenes del VIH-1 del clado A que derivan de
dichas secuencias, y que codifican a Gag, Pol (RT e Int) y Nef (en lo sucesivo, "GRIN") del VIH-1 del clado A. La
solicitud también se refiere a vectores que contienen dichos transgenes, que incluyen en una realizacion preferida,
vectores de adenovirus que contienen dichos transgenes. La divulgacion también se refiere a composiciones
inmundégenas que contienen antigenos del VIH-1 del clado A, secuencias de nucleétidos, vectores o transgenes y a
métodos para generar una respuesta inmunitaria contra el VIH-1 en un sujeto mediante administracién de una
cantidad eficaz de dichas composiciones inmunégenas.

Antecedentes de la invencion

El SIDA, o Sindrome de Inmunodeficiencia Adquirida, es causado por el virus de la inmunodeficiencia humana (VIH)
y se caracteriza por varias particularidades clinicas, que incluyen sindromes de consuncién, degeneracion del
sistema nervioso central e inmunosupresion profunda que propicia infecciones oportunistas y neoplasias. El VIH es
un integrante de la familia de los lentivirus de los retrovirus animales, que incluyen al virus visna de las ovejas y el
virus de inmunodeficiencia de los bovinos, felinos y simios (VIS). Hasta el momento se identificaron dos tipos de VIH,
denominados VIH-1 y VIH-2 estrechamente relacionados, de los cuales el VIH-1 es por mucho la causa mas comun
del SIDA. Sin embargo, el VIH-2, que difiere en estructura genémica y antigenicidad, causa un sindrome clinico
similar.

Una particula de VIH infecciosa consta de dos cadenas idénticas de ARN, cada una de aproximadamente 9.2 kb de
largo empacadas dentro de un nucleo de proteinas virales. Esta estructura central esta rodeada por una envoltura de
bicapa de fosfolipidos derivada de la membrana de la célula huésped que también incluye proteinas de membrana
codificadas viralmente (Abbas et al., Cellular and Molecular Immunology, 42 ediciéon, W.B. Saunders Company, 2000,
p. 454). El genoma del VIH tiene la organizacion 5'-LTR-Gag-Pol-Env-LTR-3' caracteristica de la familia de los
retrovirus. Repeticiones terminales largas (LTR) en cada extremo del genoma viral sirven como sitios de union para
las proteinas reguladoras transcripcionales del huésped y regulan la integracion viral en el genoma del huésped, la
expresion de genes virales y la replicacion viral.

El genoma del VIH codifica varias proteinas estructurales. El gen Gag codifica proteinas estructurales del nucleo de
la nucleocapside y la matriz. El gen Pol codifica las enzimas transcriptasa inversa (RT), integrasa (Int) y proteasa
viral necesarias para la replicacion viral. El gen tat codifica una proteina que es necesaria para la elongacion de los
transcritos virales. El gen rev codifica una proteina que promueve la exportacion nuclear de los ARN virales
incompletamente empalmados o sin empalmar. El producto del gen Vif potencia la infectividad de las particulas
virales. El producto del gen vpr promueve la importacion nuclear de ADN viral y regula la detencién del ciclo celular
G2. Los genes vpu y nef codifican proteinas que regulan por disminucion la expresion de CD4 de la célula huésped y
potencian la liberaciéon del virus desde las células infectadas. El gen Env codifica la glucoproteina de la envoltura
viral que es traducida como un precursor de 160 kilodalton (kDa) (gp160) y escindida por una proteasa celular para
producir la glucoproteina externa de 120-kDa de la envoltura (gp120) y la glucoproteina transmembrana de 41 kDa
de la envoltura (gp41), que son necesarias para la infeccion de las células (Abbas, pp. 454-456). Gp140 es una
forma modificada de la glucoproteina env que contiene la porcidon de glucoproteina externa de 120 kDa de la
envoltura y una parte de la porcién gp41 de env y tiene caracteristicas tanto de gp120 como de gp41. El gen Nef se
conserva entre los lentivirus de primates y es uno de los primeros genes virales que es transcrito luego de la
infeccion. Se han descrito varias funciones in vitro, que incluyen el descenso regulado de la expresion superficial de
CD4 y MHC de clase |, la sefializacion y activacion de los linfocitos T alterados y una mayor infectividad viral.

La infeccion por el VIH se inicia con gp120 en la particula viral que se une a CD4 y moléculas del receptor de
quimiocinas (por ejemplo, CXCR4, CCR5) en la membrana celular de las células diana como los linfocitos T CD4+,
macréfagos y células dendriticas. El virus unido se fusiona con la célula diana y realiza la transcripcion inversa del
genoma de ARN. EI ADN viral resultante, se integra en el genoma celular, donde dirige la produccién de un nuevo
ARN viral y consecuentemente de proteinas virales y nuevos viriones. Esos viriones brotan de la membrana de la
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célula infectada y establecen infecciones productivas en otras células. Este proceso también mata a la célula
infectada originalmente. El VIH también puede matar a las células indirectamente porque el receptor CD4 de los
linfocitos T no infectados tiene una fuerte afinidad por gp120 expresada en la superficie de las células infectadas. En
este caso, las células no infectadas se unen, a través de la interaccion receptor CD4-gp120, a las células infectadas
y se fusionan para formar un sincicio, que no puede sobrevivir. La destruccién de linfocitos T CD4 +, que son
esenciales para la defensa inmunitaria, es una de las principales causas de la disfuncién inmunitaria progresiva que
es el sello caracteristico del avance de la enfermedad del SIDA. La pérdida de linfocitos T CD4+ perjudica
seriamente la capacidad del organismo para luchar contra la mayor parte de los invasores, pero tiene un impacto
especialmente grave en las defensas contra virus, hongos, parasitos y algunas bacterias, incluidas las
micobacterias.

Los diferentes aislados del VIH-1 se clasificaron en tres grupos: M (principal), O (extrafio) y N (no M, no O). El Grupo
M del VIH-1 domina la pandemia mundial del VIH (Gaschen et al., (2002) Science 296:2354-2360). Desde que el
grupo M del VIH-1 inicié6 su expansion en los humanos hace aproximadamente 70 afios (Korber et al., Retroviral
Immunology, Pantaleo et al., eds., Humana Press, Totowa, NJ, 2001, pp. 1-31), se diversifico rapidamente (Jung et
al., (2002) Nature 418:144). El Grupo M del VIH-1 consiste en un numero de diferentes clados (también conocidos
como subtipos) asi como variantes resultantes de la combinacién de dos o mas clados, conocidas como formas
recombinantes circulantes (CRF). Los subtipos se definen como si tuvieran genomas que son al menos 25% Unicos
(AIDS epidemic update, diciembre de 2002). Se identificaron once clados y una letra designa cada subtipo. Cuando
los clados se combinan entre si y se establecen exitosamente en el ambiente, como puede ocurrir cuando una
persona esta infectada con dos subtipos diferentes de VIH, el virus resultante se conoce como una CRF. Hasta
ahora, se identificaron aproximadamente 13 CRF. Los clados del VIH-1 también muestran preferencia geografica.
Por ejemplo, el clado A, el segundo clado mas frecuente, prevalece en Africa oriental, mientras que el clado B es
comun en Europa, las Américas y Australia. El clado C, el subtipo mas comun, esta difundido en el sur de Africa,
India y Etiopia (AIDS epidemic update, diciembre de 2002). Incluso entre clados existe variabilidad del virus entre
diferentes cepas y aislados virales.

Esta variabilidad genética del VIH crea un reto cientifico para el desarrollo de vacunas. Se ha sugerido un enfoque
que consiste en desarrollar secuencias consenso basadas en las secuencias de multiples cepas diferentes del VIH y
en desarrollar vacunas basadas en esas secuencias consenso. El fundamento de esos enfoques es que las
secuencias consenso codificaran antigenos que estan conservados entre las diferentes cepas del VIH y que dichos
antigenos por lo tanto, es probable que sean utiles en la generacion de respuestas inmunitarias contra multiples
cepas diferentes del VIH. Las secuencias consenso del VIH-1 del clado A fueron generadas por otros. Véase por
ejemplo, Nkolola et al. (2004) Gene Ther. 2004. Jul. 11 (13): 1068-80, y Korber B (eds) et al. Human Retroviruses
and AIDS: A Compilation and Analysis of Nucleic Acid and Amino Acid Sequences. Los Alamos National Laboratory:
Los Alamos, Nuevo México, Estados Unidos, (1997) que involucran los transgenes RENTA e HIVA derivados de las
secuencias consenso del clado A. Sin embargo, las secuencias consenso descritas en esos articulos parecen haber
sido derivadas de la secuencia consenso del VIH-1 del clado A obtenida del laboratorio de Los Alamos, y no se
generaron de la misma forma que las secuencias consenso de la presente invencion. Ademas, esas referencias no
instruyen acerca del uso de secuencias de las cepas de VIH existentes recientemente circulantes que se
corresponden estrechamente con la secuencia consenso. En su lugar involucran el uso de las secuencias consenso
en si mismas.

Malm, M. et al., Viral Immunol. 18:678-688, 1. enero de 2005 dan a conocer la proteccidn cruzada de clados inducida
por inmunégenos de ADN del VIH-1 que expresan secuencias consenso de multiples genes y epitopos de los
subtipos A, B, C y FGH. Los autores construyeron una plataforma de vacuna con un inmundgeno de ADN del VIH-1
subtipo B que expresa las secuencias consenso enteras rev, nef, tat y gag del VIH-1 con grupos de epitopos
celulares adicionales de las regiones env y pol, donde esa plataforma se extendi6 a tres plasmidos adicionales que
expresan los mismos inmunégenos pero provenientes de secuencias ancestrales de los subtipos A o C o FGH. La
inmunogenia en ratones Balb/c puso de manifiesto una fuerte produccion de IFN-y en respuesta a la reestimulacion
in vitro con un péptido gag restringido a H-2¢ o incluso mas fuerte frente a un epitopo env, donde se detectd
inmunidad humoral débil. La vacunacion con pistola de genes con un coéctel de los cuatro plasmidos indujo
inmunidad antes de la provocacion y posteriormente una frecuencia robusta de proteccion después de la
provocacion experimental con VIH-1 subtipo A o B/virus de la leucemia murina. Por lo tanto, la proteccién cruzada de
clados observada en este experimento de provocacion demostré que esos inmunégenos multigen/multiepitopo de
ADN del VIH es probable que sean potentes inmundgenos también contra la infeccion por el VIH.

WO 2005/047483 A2 proporciona fusiones artificiales disefiadas para provocar una respuesta inmunitaria anti-VIH,
asi como moléculas de acido nucleico y vectores de expresién que codifican esas proteinas, donde las fusiones
artificiales comprenden dominios de diversas proteinas del VIH, incluidas las proteinas RT, Env, Nef y Tat, asi como
al menos un epitopo CTL del VIH asociado con no evolucion hacia el SIDA de largo plazo. RENTA es una fusion
artificial en la que los dominios del VIH son de una secuencia consenso del VIH del clado A y contiene dominios
adicionales, utiles por ejemplo, en la vigilancia de los niveles de expresién o la respuesta inmunitaria en animales de
laboratorio, donde dichos dominios se incluyen opcionalmente en las fusiones artificiales.
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WO 01/47955 A2 da a conocer un inmunégeno en forma estéril adecuado para la administracion a un sujeto
humano, donde el inmundgeno comprende: al menos una porcién de la proteina gag del VIH, donde dicha proteina
gag es de un clado de VIH o tiene una secuencia consenso para uno o mas clados del VIH y comprende al menos
partes de p17 y p24; y un polipéptido sintético compuesto por una pluralidad de secuencias de aminoacidos, donde
cada secuencia comprende un epitopo CTL humano de una proteina del VIH, y donde una pluralidad de proteinas
del VIH estan representadas en el polipéptido sintético, donde dichos epitopos CTL se seleccionan para estimular
una respuesta inmunitaria a uno o mas clados del VIH de interés.

Resumen de la invencién

La presente divulgaciéon proporciona secuencias consenso nuevas y mejoradas para antigenos del VIH-1 del clado
A. Las secuencias consenso son especialmente ventajosas porque se basan en las secuencias de antigenos de un
gran numero de cepas del VIH-1 del clado A diferentes, y también porque se basan en las secuencias de antigenos
de cepas recientemente aislada del VIH-1 del clado A. En consecuencia, las secuencias consenso de la presente
divulgacion tienen mayor importancia biolégica en comparacion con las secuencias consenso del VIH-1 del clado A
generadas previamente.

Otra ventaja importante de la presente divulgacion es que proporciona antigenos del VIH-1 del clado A y estrategias
para producir dichos antigenos, que se derivan de cepas de origen natural del VIH-1 del clado A. Esos antigenos se
seleccionan de modo que estén estrechamente relacionados con, o tengan una pequefia "distancia de proteinas"
respecto a, las secuencias consenso de la presente divulgacion. Una ventaja de utilizar esas secuencias de origen
natural con la maxima correspondencia con las secuencias consenso, por contraposicion a las secuencias consenso
generadas artificialmente, es que se necesitan menos manipulaciones genéticas para generar esas secuencias y se
asegura la importancia bioldgica.

En un primer aspecto la presente invencion apunta a un polinucleétido que codifica una proteina de fusiéon de un
clado del VIH-1 donde la proteina de fusion comprende los antigenos Gag, Pol y Nef del VIH-1 del clado A y donde
la proteina de fusion comprende la secuencia de aminoacidos de la figura 16. Particularmente, se refiere a
secuencias consenso de aminoacidos para los antigenos del VIH-1 del clado A Gag, Pol (compuesto por RT e Int),
Nef y Env. En realizaciones preferidas, la invencion se refiere a la secuencia consenso de aminoacidos de Gag de la
FIG. 1, la secuencia consenso de aminoacidos de Pol de la FIG. 3 o la secuencia consenso de aminoacidos de Nef
delaFIG. 7.

La solicitud apunta a un método de identificacién de una secuencia consenso de aminodcidos para un antigeno del
VIH-1 del clado A de interés, que comprende determinar la secuencia de aminoacidos del antigeno de interés en
varias cepas o aislados de campo circulantes del VIH-1, alinear dichas secuencias y determinar la secuencia
consenso para ese antigeno.

Ademas, la solicitud se refiere a un método para identificar un antigeno del VIH-1 del clado A de una cepa circulante
0 un aislado de campo del VIH-1 del clado A que tenga una secuencia de aminoacidos que sea similar a la
secuencia consenso de aminoacidos para ese antigeno del VIH-1 del clado A. En una realizacion preferida el
antigeno del VIH-1 del clado A se selecciona basandose en el grado de similitud con la secuencia consenso,
prefiriéndose las secuencias que tienen el mayor grado de similitud con, o la "distancia de proteinas" mas pequefa
respecto a, la secuencia consenso. En otra realizacién preferida el antigeno del VIH-1 del clado A se selecciona de
una cepa o un aislado de campo recientemente circulante del VIH-1 del clado A. En otra realizacion la invencion se
refiere a los antigenos del VIH-1 del clado A identificados con dichos métodos.

Ademas, la solicitud se refiere a un método para identificar un antigeno del VIH-1 del clado A de una cepa o un
aislado de campo circulante del VIH-1 del clado A que tiene una secuencia de aminoacidos similar a la secuencia
consenso de aminoacidos para ese antigeno del VIH-1 del clado A y luego realizar mutaciones en la secuencia para
anular las funciones bioldgicas de las secuencias. Es preferible utilizar un enfoque minimalista, es decir, que el
numero de mutaciones se mantenga en el minimo, para que se realicen sélo las mutaciones necesarias para anular
la funcién y facilitar la obtencion de la aprobacion de las autoridades de registro sanitario y se evite la alteracion
innecesaria de las secuencias de genes del VIH-1 originales. Por ejemplo, en una realizacién el componente Nef de
GRIN no se altera sino mas bien la fusion del extremo N-terminal de Nef con el extremo C-terminal de Int anula la
funcién de nef conservando todas las secuencias de nucledétidos originales de Nef.

Ademas, la solicitud se refiere a un método para mejorar la estabilidad genética del transgén del VIH-1 del clado A
para tecnologias de insercion en vectores virales. El componente PR (proteasa) se quita de Gag-Pol entero-Nef (Pol
entero contiene PR, e Int y RT) para que queden solo las porciones Int y RT de Pol. Esto tiene la ventaja de mayor
estabilidad genética y mejores propiedades de clonacion y rescate del virus, particularmente usando Ad35 yo Ad11.
Eliminar a PR de esta manera es un enfoque minimalista puesto que se elimina sélo la subunidad funcional mas
pequefia de POL, conservando las subunidades funcionales mas grandes IN y RT. La solicitud también se refiere a
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los antigenos del VIH-1 del clado A seleccionados y producidos utilizando estos métodos.

En una realizacién el antigeno es un antigeno Gag de una de las cepas indicadas en la tabla 1 y la figura 2.
Preferentemente el antigeno Gag se selecciona de una cepa en la cual la "distancia de proteinas" respecto a la
secuencia consenso de Gag es menor de 0.07%, o mas preferentemente menor de 0.06%, o adn mas
preferentemente menor de 0.05%. En una realizacion preferida el antigeno Gag es de la cepa TZA173, la cepa
97TZ02, la cepa KNH1144 o la cepa SE7535UG del VIH-1 del clado A .

En ofra realizaciéon el antigeno es un antigeno Pol de una de las cepas indicadas en la tabla 2 y la figura 4.
Preferentemente el antigeno Pol se selecciona de una cepa en la cual la "distancia de proteinas" respecto a la
secuencia consenso de Pol es menor de 0.03%, o mas preferentemente menor de 0.025%. En una realizacion
preferida el antigeno Pol es de la cepa MSA4070, la cepa SE7245S0 o la cepa SE8538 del VIH-1 del clado A.

Otro antigeno es un antigeno Env de una de las cepas indicadas en la tabla 3 y la figura 6. Preferentemente el
antigeno Env se selecciona de una cepa en la cual la "distancia de proteinas" de la secuencia consenso de Gag es
menor de 0.1, o mas preferentemente menor de 0.08%, o aun mas preferentemente menor de 0.07% o todavia mas
preferentemente menor de 0.065%. En una realizacién preferida el antigeno Env es de la cepa KEQ23, la cepa
TZA341 o la cepa KNH1088 del VIH-1 del clado A.

En ofra realizacion el antigeno es un antigeno Nef de una de las cepas indicadas en la tabla 4 y la figura 8.
Preferentemente el antigeno Nef se selecciona de una cepa en la cual la "distancia de proteinas" respecto a la
secuencia consenso de Gag es menor de 0.1%, o mas preferentemente menor de 0.08% o mas preferentemente
menor de 0.07%, o mas preferentemente menor de 0.06, o aun mas preferentemente, menor de 0.05%. En una
realizacién preferida el antigeno Nef es de la cepa MSA4070, o la cepa KNH1211, o la cepa 97TZ03, o la cepa
99UGAO070, o la cepa SE8891 UG del VIH-1 del clado A.

La presente invencion apunta a las secuencias de nucleétidos que codifican los antigenos del VIH-1 del clado A
segun se define en la reivindicacion 1. La solicitud también se refiere a los vectores que comprenden esas
secuencias de nucledtidos. Las secuencias de nucledtidos de la invenciéon y los vectores que las conforman y
también los antigenos codificados por las secuencias de nucleétidos de la invenciéon, son utiles para generar una
respuesta inmunitaria contra antigenos del VIH del clado A in vivo y son utiles en la producciéon de vacunas contra
cepas del VIH-1 del clado A. Las secuencias de nucleétidos de la invencion también pueden ser Utiles para expresar
y producir los antigenos del VIH-1 del clado A que ellos codifican en las células o in vitro, por ejemplo, para que los
antigenos se puedan producir, aislar y/o purificar.

Los nucledtidos de la invencidon pueden estar alterados en comparacion con las secuencias consenso de
nucledtidos, o en comparacion con las secuencias de aislados circulantes del VIH-1 que estan estrechamente
relacionadas con dichas secuencias consenso. Por ejemplo, en una realizacién las secuencias de nucleétidos se
pueden mutar para anular la actividad de las proteinas codificadas in vivo. En otra realizacion a las secuencias de
nucledtidos se le puede hacer optimizacion de codones, por ejemplo, los codones se pueden optimizar para uso
humano. Preferentemente, las secuencias de nucledtidos de la invenciéon se mutan para anular la funcion normal in
vivo de las proteinas codificadas y se les optimizan los codones para uso humano. Por ejemplo, cada una de las
secuencias de Gag, Pol, Env, Nef, RT e Int se puede modificar de esas maneras.

En una realizacion preferida, una Unica secuencia de nucleétidos codifica una proteina de fusién que comprende los
antigenos Gag, RT (parte de Pol) y Nef. En este documento las abreviaturas "GRN" y "GRIN" se usan
indistintamente para referirse a las proteinas de fusiéon del VIH-1 del clado A que comprenden los antigenos Gag, RT
y Nef y para referirse a las secuencias de nucleétidos que codifican esas proteinas de fusion. En otra realizaciéon ain
mas preferida la secuencia de nucledtidos que codifica a GRN se inserta en un vector adecuado para permitir la
expresion de la proteina de fusion GRN. Preferentemente el vector es un vector de adenovirus seleccionado del
grupo que consiste en Ad5, Ad35, Ad11, C6y C7.

En ofra realizacién preferida, una Unica secuencia de nucleétidos codifica una proteina de fusién que comprende los
antigenos Gag, Pol (que incluye RT e INT) y Nef. En este documento las abreviaturas "GRN" y "GRtN" se usan
indistintamente para referirse a las proteinas de fusiéon del VIH-1 del clado A que comprenden los antigenos Gag,
Pol y Nef y para referirse a las secuencias de nucleétidos que codifican esas proteinas de fusion. En realizaciones
aun mas preferidas GRIN tiene la secuencia de aminoacidos que se ilustra en las figuras 16A-16J y es codificada
por la secuencia de nucledtidos que se ilustra en las figuras 16A-16J. En una realizacion aun mas preferida la
secuencia de nucledtidos que codifica a GRIN se inserta en un vector adecuado para permitir la expresion de la
proteina de fusién GRIN. Preferentemente el vector es un vector de adenovirus seleccionado del grupo que consiste
en Ad5, Ad35, Ad11, C6y C7.

En la divulgacién una unica secuencia de nucleétidos de la invencién codifica un antigeno Env del VIH-1 del clado A.
El antigeno Env tiene la secuencia de aminoacidos que se ilustra en las Figuras 17A-17 D y es codificado por la
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secuencia de nucledtidos que se ilustra en las Figuras 17A-17 D. La secuencia de nucleétidos que codifica a Env se
inserta en un vector adecuado para permitir la expresion de la proteina Env. Preferentemente el vector es un vector
de adenovirus, mas preferentemente un vector de adenovirus seleccionado del grupo que consiste en Ad5, Ad35,
Ad11, C6y C7.

La divulgacion proporciona métodos para generar una respuesta inmunitaria contra antigenos del VIH-1 del clado A
que comprenden administrar a un sujeto una secuencia de nucleétidos o un antigeno de acuerdo con la invencion.
En realizaciones preferidas el método para generar una respuesta inmunitaria contra el VIH-1 del clado A
comprende administrar una secuencia de nucledtidos que codifica a GRIN o a GRN donde la secuencia de
nucleostidos esta contenida en un vector de adenovirus seleccionado del grupo que consiste en Ad5, Ad35, Ad11, C6
y C7. En otras realizaciones preferidas, los vectores que comprenden a GRIN o GRN se administran conjuntamente
con un vector que comprende una secuencia de nucleétidos que codifica un antigeno Env de la invencion.

En otra realizacion, la presente divulgacion proporciona composiciones inmundgenas o composiciones para vacuna
que comprenden las secuencias de nucleétidos de la divulgacién. La invencion proporciona una composicion
inmundégena que comprende el polinucledtido de la reivindicacion 1, asi como el polinucleétido de la reivindicacion 1
para usar en un método para generar una respuesta inmunitaria contra el VIH-1. Cabe sefialar que en esta
divulgacion y particularmente en las reivindicaciones o los parrafos, términos como "comprende", "contiene",
"compuesto de" y analogos pueden tener el significado que se les atribuye en la ley de patentes de los Estados
Unidos; por ejemplo, pueden significar "incluye", "incluido", "inclusive" y analogos; y que términos como "que
consiste esencialmente en" y "se compone esencialmente de" tienen el significado que se les atribuye en la ley de
patentes de los Estados Unidos, por ejemplo, dejan un margen para elementos no explicitamente enumerados, pero
excluye elementos que se encuentran en el estado anterior de la técnica o que afectan una caracteristica basica o
nueva de la invencion.

Estas y otras realizaciones se dan a conocer o son obvias a partir de, y abarcadas por, la descripcion detallada
siguiente.

Breve descripcion de las figuras

La descripcion detallada siguiente, que se proporciona a modo de ejemplo, pero no pretende limitar la invencién a
las realizaciones especificas descritas, se puede comprender mejor conjuntamente con las figuras adjuntas.

La figura 1 es una secuencia consenso de aminoacidos de la proteina Gag del VIH-1 del clado A.

La figura 2 es un grafico que ilustra la "distancia" de las secuencias de la proteina Gag de cepas circulantes del VIH
del clado A respecto a la de la secuencia consenso de la proteina Gag del VIH-1 del clado A.

La figura 3 es una secuencia consenso de aminoacidos de la proteina Pol del VIH-1 del clado A.

La figura 4 es un grafico que ilustra la "distancia" de las secuencias de la proteina Pol de cepas circulantes del VIH
del clado A respecto a la de la secuencia consenso de la proteina Pol del VIH-1 del clado A.

La figura 5 es una secuencia consenso de aminoacidos de la proteina Env del VIH-1 del clado A.

La figura 6 es un grafico que ilustra la "distancia" de las secuencias de la proteina Env de cepas circulantes del VIH
del clado A respecto a la de la secuencia consenso de la proteina Env del VIH-1 del clado A.

La figura 7 es una secuencia consenso de aminoacidos de la proteina Nef del VIH-1 del clado A.

La figura 8 es un grafico que ilustra la "distancia" de las secuencias de la proteina Nef de cepas circulantes del VIH
del clado A respecto a la de la secuencia consenso de la proteina Nef del VIH-1 del clado A.

La figura 9 es una representacion esquematica de los transgenes GRIN y GRN.

La figura 10 ilustra la secuencia de aminoacidos de la proteina Gag de la cepa TZA173 del VIH-1 del clado A que
tiene el nimero de registro de Genbank AY253305.

La figura 11 ilustra la secuencia de aminoacidos de la proteina Pol de la cepa MSA4070 del VIH-1 del clado A que
tiene el niumero de registro de Genbank AF457081.

La figura 12 ilustra la secuencia de aminoacidos de la proteina Nef de la cepa MSA4070 del VIH-1 del clado A que
tiene el numero de registro de Genbank AF457081.

La figura 13 ilustra la secuencia de aminoacidos de la proteina Env de la cepa TZA341 del VIH-1 del clado A que
tiene el numero de registro de Genbank AY253314.

Las figuras 14A-14 C proporcionan una secuencia de GRIN como la insertada en el vector Ad35.

Las figuras 15A-15B proporcionan una secuencia de Env como la insertada en el vector Ad35.

Las figuras 16A-16J proporcionan secuencias de nucleétidos y aminoacidos con del transgén GRIN con codones
optimizados.

Las figuras 17A-17 D proporcionan secuencias de nucledtidos y aminoacidos del transgén Env con codones
optimizados.

La figura 18 ilustra graficamente la inmunogenia de Ad5-GRIN y Ad5-GRN en ratones, medida por el ensayo de IFN-
gamma ELlspot.

La figura 19 ilustra graficamente la inmunogenia de C7-GRIN y C7-GRN en ratones, medida por el ensayo de IFN-
gamma ELlspot.

La figura 20 ilustra graficamente la inmunogenia de C7-GRIN y C7-GRN en ratones, medida por el ensayo de IL-2
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ELlIspot.

La figura 21 ilustra graficamente la inmunogenia de C6-GRIN y C6-GRN en ratones, medida por el ensayo de IFN-
gamma ELlspot.

La figura 22 ilustra graficamente la inmunogenia de C6-GRIN y C6-GRN en ratones, medida por el ensayo de IL-2
ELlspot.

La figura 23A ilustra la inmunogenia por IFN-y ELISpot de Ad35-GRIN/ENV a la dosis de 10'"° vp luego de un
programa de vacunacion del mes 0 al 6 en macacus rhesus (monos de laboratorio). Definicion de respuesta positiva:
para una mezcla de un solo péptido de una sola muestra: respuesta = (media del recuento de péptido - media del
recuento de no péptido). Para ser positiva, una respuesta de un sélo péptido debe ser: 1. Media del recuento de
péptido >4x media del recuento de no péptido de la misma placa; 2. Coeficiente de variacion entre recuentos
repetidos <70% 3. Respuesta > 55 SFC/10°. La media geométrica de las respuestas para células formadoras de
manchas (SFC) por millon de PBMC (células mononucleares de sangre periférica) para cada componente antigénico
(Gag, RT, INy ENV) aparece en el eje Y y los tiempos de sangrado en semanas en el eje X.

La figura 23B ilustra la inmunogenia por IFN-y ELISpot de Ad35-GRIN/ENV a la dosis de 10" vp luego de un
programa de vacunacion del mes 0 al 6 en macacus rhesus. Definicidon de respuesta positiva: para una mezcla de un
solo péptido de una sola muestra: respuesta = (media del recuento de péptido - media del recuento de no péptido).
Para ser positiva, una respuesta de un sélo péptido debe ser: 1. Media del recuento de péptido > 4x media del
recuento de no péptido de la misma placa; 2. Coeficiente de variacion entre recuentos repetidos <70% 3. Respuesta
> 55 SFC/10°. La media geométrica de las respuestas para células formadoras de manchas (SFC) por millon de
PBMC para cada componente antigénico (Gag, RT, IN y ENV) aparece en el eje Y y los tiempos de sangrado en
semanas en el eje X.

Descripcion detallada de la invencién

La presente divulgacion se refiere a secuencias consenso de nucleétidos y proteinas para antigenos del VIH del
clado A y a aislados de campo circulantes del VIH-1 que se corresponden estrechamente con esas secuencias
consenso. La divulgacion también se refiere a la versién alterada de esas secuencias, que puede ser alterada de
modo que se anule la funciéon de los productos génicos in vivo, a constructos y vectores que comprenden las
secuencias de la invencion, y a inmundgenos, composiciones inmunégenas y vacunas preparadas usando las
secuencias de la invencion. La divulgacién también se refiere a métodos para generar una respuesta inmunitaria
contra antigenos del VIH-1 del clado A en un sujeto y a métodos para inducir inmunidad protectora contra la
provocacion con el VIH-1. Las diversas realizaciones de la invencion se resumen precedentemente en la seccion
titulada "Resumen de la invencién". Se proporcionan mas detalles de la invencién en la Descripcién detallada y los
Ejemplos que siguen y también en las Figuras.

Como se describe en el "Resumen de la invencion" anterior y los "Ejemplos" siguientes, la presente divulgacion
proporciona antigenos consenso del VIH-1 del clado A y también antigenos de cepas circulantes del VIH-1 del clado
A que estan estrechamente relacionadas con esas secuencias consenso. La divulgacién también proporciona
transgenes y antigenos del VIH-1 codificados por esos transgenes. Esos transgenes comprenden secuencias que
codifican los antigenos del VIH-1 del clado A de la divulgacion. Por ejemplo, en una realizacion preferida la presente
divulgacion proporciona un transgén GRIN (también denominado GRtIN) que comprende los antigenos Gag, Pol
(ambos RT e Int) y Nef de la divulgacion. La divulgacion también proporciona un transgén GRN (también
denominado GRtN) que comprende los antigenos Gag, RT y Nef de la divulgacion.

La invencién proporciona un polinucleétido que codifica una proteina de fusion del VIH-1 del clado A que comprende
los antigenos Gag, Pol y Nef del VIH-1 del clado A, donde la proteina de fusién comprende la secuencia de
aminoacidos de la figura 16, una composicién inmunégena que contiene ese polinucledtido, asi como ese
polinucledtido para utilizar en un método para generar una respuesta inmunitaria contra el VIH-1.

Los términos "proteina", "péptido”, "polipéptido" y "secuencia de aminoacidos" se usan indistintamente en este
documento para referirse a polimeros de residuos de aminoacidos de cualquier longitud. El polimero puede ser lineal
o ramificado, puede constar de aminoacidos modificados o analogos de aminoacidos, y puede estar interrumpido por
grupos funcionales quimicos distintos de los aminoacidos. Los términos también abarcan un polimero de
aminoacidos que ha sido modificado de forma natural o por intervencion; por ejemplo por formacion de enlace
disulfuro, glucosilacién, lipidacion, acetilacién, fosforilacion, o cualquier otra manipulaciéon o modificaciéon, como la
conjugacién con un componente de marcado o bioactivo.

En este documento, los términos "antigeno” o "inmundégeno” se usan indistintamente para referirse a una sustancia,
normalmente una proteina, que es capaz de inducir una respuesta inmunitaria en un sujeto. El término también se
refiere a las proteinas que son inmunolégicamente activas en el sentido de que una vez administradas a un sujeto
(ya sea directamente o mediante la administracion al sujeto de una secuencia de nucledtidos o un vector que
codifiquen la proteina) es capaz de provocar una respuesta inmunitaria de tipo humoral y/o celular dirigida contra
esa proteina.
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Se debe entender que las proteinas y los antigenos de la divulgacion pueden diferir de las secuencias exactas
ilustradas y descritas en este documento. Por consiguiente, la divulgacion contempla deleciones, adiciones y
sustituciones a las secuencias mostradas, en tanto las secuencias funcionen de conformidad con los métodos de la
divulgacion. A este respecto, las sustituciones particularmente preferidas seran generalmente de naturaleza
conservadora, es decir, las sustituciones que tienen lugar dentro de una familia de aminoacidos. Por ejemplo, los
aminoacidos se dividen generalmente en cuatro familias: (1) acidos — aspartato y glutamato ; (2) basicos — lisina,
arginina, histidina; (3) no polares — alanina, valina, leucina, isoleucina, prolina, fenilalanina, metionina, triptéfano; y
(4) sin carga polar — glicina, asparragina, glutamina, cistina, serina, treonina, tirosina. Fenilalanina, triptéfano y
tirosina a veces se clasifican como aminoacidos aromaticos. Es razonablemente previsible que un reemplazo aislado
de leucina, con isoleucina o valina, o viceversa; un aspartato con un glutamato o viceversa; una treonina con una
serina o viceversa; o un reemplazo conservador similar de un aminoacido con un aminoacido estructuralmente
relacionado, no tendra un efecto importante en la actividad biolégica. Las proteinas que tienen sustancialmente la
misma secuencia de aminoacidos que las secuencias ilustradas y descritas pero poseen sustituciones de
aminoacidos menores que no afectan sustancialmente la inmunogenia de la proteina estan comprendidas, por
consiguiente, por el alcance de la divulgacion.

La solicitud describe secuencias "consenso" de aminoacidos para antigenos del VIH-1 del clado A. Se refiere a
secuencias consenso de aminoacidos para los antigenos Gag, Pol (que comprende RT e Int), Nef y Env del VIH-1
del clado A . Se refiere a una secuencia consenso de aminoacidos de Gag de la FIG. 1, la secuencia consenso de
aminoacidos de Pol de la FIG. 3, a una secuencia consenso de aminoacidos de Env de la FIG. 5, y/o a una
secuencia consenso de aminoacidos de Nef de la figura 7. La solicitud apunta a un método de identificaciéon de una
secuencia consenso de aminoacidos para un antigeno del VIH-1 del clado A de interés, que comprende obtener la
secuencia de aminoéacidos del antigeno de interés en varias cepas o aislados de campo circulantes del VIH-1,
alinear dichas secuencias y determinar la secuencia consenso para ese antigeno. Por ejemplo, en una realizacién se
genera una base de datos utilizando secuencias disponibles para cepas circulantes no recombinantes del VIH-1 del
clado A, y a continuacién los genes individuales del VIH-1 (por ejemplo gag, pol, nef y env) de todas las secuencias
de la base de datos se alinean, con insertando guiones para mantener el alineamiento en regiones con inserciones o
deleciones en la secuencia, y luego se puede derivar una secuencia consenso de 50%.

La divulgacion también se refiere a métodos para identificar antigenos de cepas del VIH-1 del clado A de origen
natural que tienen una secuencia de aminoacidos con una "distancia de proteinas" pequefa respecto a la secuencia
consenso de aminoéacidos de ese antigeno. La “distancia de proteinas” es una medida del nivel de similitud o
diferencia entre dos secuencias de aminoacidos. Dos secuencias de aminoacidos que son muy similares tienen una
distancia de proteinas baja. Dos secuencias de aminoacidos que son muy diferentes tienen una distancia de
proteinas alta. Las distancias de proteinas se calculan preferentemente utilizando la matriz de sustitucion de Dayhoff
PAM250 (M.O. Dayhoff, ed., 1978, Atlas of Protein Sequence and Structure, Vol. 5) que pondera las sustituciones
segun el grado de similitud bioquimica. Sin embargo, también se pueden usar otros métodos para determinar la
distancia de proteinas.

En este documento los términos "secuencias de nucleétidos" y "secuencias de acido nucleico" se refieren a acido
desoxirribonucleico (ADN) o secuencias de acido ribonucleico (ARN), incluidos, pero no exclusivamente, ARN
mensajero (ARNm), hibridos de ADN/ARN o acidos nucleicos sintéticos. El acido nucleico puede ser monocatenario,
o parcial o completamente bicatenario (duplex). Los acidos nucleicos duplex puedes ser homoduplex o heteroduplex.

Como se describe en el “Resumen de la invencion" antes y en los "Ejemplos" mas adelante, la presente divulgacion
proporciona antigenos consenso del VIH-1 del clado A y las secuencias de nucleétidos que codifican esos antigenos
consenso. La divulgacién también se refiere a antigenos de cepas circulantes del VIH-1 del clado A que estan
estrechamente relacionados con esas secuencias consenso, y a las secuencias de nucleétidos que los codifican. La
divulgacion también proporciona transgenes del VIH-1 del clado A que comprende secuencias que codifican
antigenos del VIH-1 del clado A. Segun se usa en este documento, el término “transgén” se usa para referirse a
secuencias de nucledtidos “recombinantes” que derivan de secuencias consenso de nucleétidos del VIH-1 del clado
A, o de secuencias de nucleétidos que codifican los antigenos de cepas recientemente circulantes del VIH-1 del
clado A que se ha identificado que se corresponden estrechamente con esas secuencias consenso. El término
“recombinante” significa una secuencia de nucleétidos que ha sido manipulada “por el hombre” y que no se
encuentra en la naturaleza, o que esta ligada a otra secuencia de nucleétidos o se encuentra en una distribucion
diferente en la naturaleza. Se entiende que manipulada “por el hombre” significa manipulada por algun medio
artificial, que incluye el uso de maquinas, la optimizacion de codones, enzimas de restriccién, etc. Por ejemplo, se
proporcionan los transgenes GRIN, GRN y Env.

Los nucledtidos pueden estar alterados en comparacion con las secuencias consenso de nucledtidos, o en
comparacioén con las secuencias de aislados circulantes del VIH-1 que estan estrechamente relacionadas con dichas
secuencias consenso. Por ejemplo, en una realizacién las secuencias de nucledtidos se pueden mutar para anular la
actividad de las proteinas codificadas in vivo. Las secuencias de nucleétidos pueden tener los codones optimizados,
por ejemplo, los codones se pueden optimizar para uso humano. Preferentemente las secuencias de nucleétidos se
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mutan para anular la funcién normal in vivo de las proteinas codificadas, y se les optimizan los codones para uso
humano. Por ejemplo, cada una de las secuencias de Gag, Pol, Env, Nef, RT e Int se puede modificar de esas
maneras.

Los tipos de mutaciones que se pueden realizar para anular la funcion in vivo de los antigenos incluyen, pero no
exclusivamente, los siguientes que también se describen en el ejemplo 7: mutacién de Gly2 a Ala en Gag para
eliminar un sitio de miristilacion y evitar la formacién de particulas semejantes a virus (VLP); mutacién de Gag para
evitar deslizamiento en la secuencia de desplazamiento del marco de lectura natural para dejar la secuencia de
aminoacidos conservada (NFLG) intacta y permitir que se traduzca solo el producto de la proteina GagPol entera;
mutacion de Asp185 de RT a Ala y mutacién de Asp186 a Ala para inactivar los residuos enzimaticos activos.
Mutacion de Asp 64 de Int a Ala, y mutacion de Asp116 a Ala y mutacién de Glu 152 a Ala para inactivar los residuos
enzimaticos activos.

Con respecto a la optimizaciéon de codones, las moléculas de acido nucleico tienen una secuencia de nucleétidos
que codifica los antigenos de esta divulgacion y que puede ser disefiada para emplear codones que se usan en los
genes del sujeto en el cual se va a producir el antigeno. Muchos virus, incluidos el VIH y otros lentivirus, utilizan un
gran numero de codones raros y, alterando esos codones para que correspondan a codones comunmente utilizados
en el sujeto deseado, se puede lograr una mayor expresion de los antigenos. Preferentemente, los codones
utilizados son codones "humanizados" , es decir, los codones son los que aparecen frecuentemente en genes
humanos altamente expresados ( Andre et al., J. Virol. 72:1497-1503, 1998) en lugar de los codones que son
frecuentemente utilizados por el VIH. Dicho uso de codones favorece la expresion eficaz de las proteinas del VIH
transgénicas en células humanas. Se puede utilizar cualquier método de optimizacion de codones adecuado. Por
ejemplo los codones se pueden optimizar para uso humano segun se ilustra en el ejemplo 8. No obstante, se puede
utilizar cualquier otro método adecuado de optimizacién de codones. Dichos métodos y la seleccion de dichos
métodos son bien conocidos por los expertos. Ademas existen varias compafias que optimizaran codones de
secuencias como Geneart (geneart.com). Por lo tanto, las secuencias de nucledtidos se pueden optimizar
facilmente.

La solicitud abarca ademas secuencias de nucleétidos que codifican variantes y derivados funcional y/o
antigénicamente equivalentes de los antigenos de la divulgaciéon y sus fragmentos funcionalmente equivalentes.
Esas variantes, derivados y fragmentos funcionalmente equivalentes, tienen la capacidad de conservar la actividad
antigénica. Por ejemplo, los cambios en una secuencia de ADN que no cambian la secuencia de aminoacidos
codificada, asi como aquellos que dan como resultado sustituciones de residuos de aminoacidos conservadoras,
una o unas pocas deleciones o adiciones de aminoacidos y sustitucion de residuos de aminoacidos por analogos de
aminoacidos son las que no afectaran significativamente las propiedades del polipéptido codificado. Las
sustituciones de aminoacidos conservadoras son glicina/alanina; valina/isoleucina/leucina; asparragina/glutamina;
acido aspartico/acido glutamico; serina/treonina/metionina; lisina/arginina; y fenilalanina/tirosina/triptofano. Las
variantes tienen al menos 50%, al menos 55%, al menos 60%, al menos 65%, al menos 70%, al menos 75%, al
menos 80%, al menos 85%, al menos 86%, al menos 87%, al menos 88%, al menos 89%, al menos 90%, al menos
91%, al menos 92%, al menos 93%, al menos 94%, al menos 95%, al menos 96%, al menos 97 %, al menos 98% o
al menos 99% de homologia o identidad con el antigeno, epitopo, inmundgeno, péptido o polipéptido de interés.

La identidad de secuencia u homologia se determina comparando las secuencias cuando se alinean para maximizar
la superposicién y la identidad minimizando al mismo tiempo los huecos de la secuencia. En particular, la identidad
de secuencia se puede determinar utilizando cualquiera de una serie de algoritmos matematicos. Un ejemplo no
limitante de un algoritmo matematico utilizado para comparar dos secuencias, es el algoritmo de Karlin & Altschul,
Proc. Natl. Acad. Sci. USA. 1990; 87:2264-2268, modificado como en Karlin & Altschul, Proc. Natl. Acad. Sci. USA
1993; 90:5873-5877.

Otro ejemplo de un algoritmo matematico utilizado para comparar secuencias es el algoritmo de Myers & Miller,
CABIOS 1988;4: 11-17. Dicho algoritmo se incorpora en el programa ALIGN (versién 2.0) que forma parte del
paquete de software de alinemiento de secuencia GCG. Cuando se utiliza el programa ALIGN para comparar
secuencias de aminoacidos, se pueden utilizar una tabla de ponderacién de residuos PAM120, una penalizacion de
longitud de hueco de 12 y una penalizacién de hueco de 4. Aun otro algoritmo Util para identificar regiones de
similitud de secuencia local y alineamiento es el algoritmo FASTA como se describe en Pcarson & Lipman, Proc.
Natl. Acad. Sci. USA 1988; 85:2444-2448.

Resulta ventajoso el uso del software WU-BLAST (Washington University BLAST) version 2.0. Los programas
ejecutables WU-BLAST versién 2.0 para varias plataformas UNIX se pueden descargar de ftp
:/Iblast.wustl.edu/blast/executables. Este programa se basa en WU-BLAST versién 1.4, que a su vez se basa en el
dominio publico NCBI-BLAST version 1.4 (Altschul y Gish, 1996, Local alignment statistics, Doolittle ed., Methods in
Enzymology 266: 460-480; Altschul et al., Journal of Molecular Biology 1990; 215: 403-410; Gish y States,
1993;Nature Genetics 3: 266-272; Karlin y Altschul, 1993;Proc. Natl. Acad. Sci. EE.UU 90: 5873-5877).
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Las diversas secuencias de nucleétidos y transgenes recombinantes se realizan usando técnicas estandar de
recombinacion de ADN y de clonacién. Dichas técnicas son bien conocidas por los expertos. Véase por ejemplo,
"Molecular Cloning: A Laboratory Manual", segunda edicién (Sambrook et al., 1989).

Las secuencias de nucledtidos de la presente invencidon se pueden insertar en "vectores". El término "vector" es
ampliamente utilizado y entendido por los expertos, y en este documento el término "vector" se utiliza
coherentemente con su significado para los expertos. Por ejemplo, el término "vector" es utilizado cominmente por
los entendidos en la materia para referirse a un vehiculo que permite o facilita la transferencia de moléculas de acido
nucleico de un ambiente a otro, o que permite o facilita la manipulacion de una molécula de acido nucleico.

Se puede utilizar cualquier vector que permita la expresion de los transgenes del VIH-1 del clado A de conformidad
con la presente divulgacion. En ciertas realizaciones, se pueden utilizar transgenes del VIH-1 del clado A de la
presente divulgacion in vitro (como el uso de sistemas de expresion exentos de células) y/o en cultivos celulares in
vitro para producir los antigenos del VIH-1 codificados que se pueden utilizar para diversas aplicaciones, como en la
produccién de vacunas proteinicas. Para este tipo de aplicaciones, se puede utilizar cualquier vector que permita la
expresion de los transgenes del VIH-1 del clado A in vitro o en células en cultivo.

Para las aplicaciones en las que se desea que los transgenes se expresen in vivo, por ejemplo cuando se utilizan
transgenes en vacunas de ADN o que contienen ADN, se puede utilizar cualquier vector que permita la expresion de
los transgenes del VIH-1 del clado A de la presente divulgaciéon y sea seguro para usar in vivo. Los vectores
utilizados son seguros para usar en seres humanos, otros mamiferos y animales de laboratorio.

Para que los transgenes se expresen, la secuencia de codificacion de la proteina debe estar "unida operativamente”
a las secuencias reguladoras o de control de acido nucleico que dirigen la transcripcién y traduccion de la proteina.
Segun se usa en este documento, se dice que una secuencia de codificacion y una secuencia de acido nucleico de
control o promotora estan "unidas operativamente" cuando estan unidas covalentemente de manera de colocar la
expresion o la transcripcion y/o la traduccion de la secuencia de codificacién bajo la influencia o el control de la
secuencia de control de acido nucleico. La "secuencia de control de acido nucleico" puede ser cualquier elemento de
acido nucleico, como, pero no exclusivamente, promotores, potenciadores, IRES, intrones y otros elementos
descritos que dirigen la expresion de una secuencia de acido nucleico o secuencia de codificacion que esta unida
operativamente a éstos. En este documento se utilizara el término "promotor" para referirse a un grupo de médulos
de control transcripcional que se agrupan alrededor del sitio de iniciacion de la ARN polimerasa Il y que cuando
estan unidos operativamente a las secuencias de codificacion de las proteinas de la divulgacion dan lugar a la
expresion de la proteina codificada. La expresion de los transgenes puede estar bajo el control de un promotor
constitutivo o de un promotor inducible, que inicia la transcripcion sélo cuando se expone a algun estimulo externo
particular, como, sin limitacidn, antibiéticos como tetraciclina, hormonas como ecdisona, o metales pesados. El
promotor también puede ser especifico de un determinado tipo de célula, tejido u 6rgano. Se conocen muchos
promotores y potenciadores adecuados en el area, y se puede utilizar cualquier promotor o potenciador adecuado
para la expresion de los transgenes de la divulgacion. Por ejemplo, los promotores y/o potenciadores adecuados se
pueden seleccionar de la base de datos Eukaryotic Promoter Database (EPDB).

Normalmente los vectores se deberian elegir de modo que contengan una regién reguladora del gen adecuada,
como un promotor o un potenciador, para que los transgenes se puedan expresar.

Por ejemplo, cuando el objetivo es expresar los transgenes in vitro, o en cultivos de células, o en cualquier sistema
procariota o eucariota, con el fin de producir la(s) proteina(s) codificada(s) por ese transgén, entonces se puede
utilizar cualquier vector adecuado dependiendo de la aplicacion. Por ejemplo, se pueden utilizar plasmidos, vectores
virales, vectores bacterianos, vectores de protozoarios, vectores de insectos, vectores de expresion de baculovirus,
vectores de levadura, vectores de células de mamifero y similares. Los vectores adecuados pueden ser
seleccionados por los técnicos con experiencia teniendo en cuenta las caracteristicas del vector y los requisitos para
la expresion de los transgenes en las circunstancias identificadas.

Cuando el objetivo es expresar los transgenes in vivo en un sujeto, por ejemplo, para generar una respuesta
inmunitaria contra un antigeno del HIV-1 y/o inmunidad protectora contra el VIH-1, se deben elegir los vectores de
expresion que son adecuados para la expresion en el sujeto, y que son seguros para usar in vivo. Por ejemplo, en
algunas realizaciones puede ser deseable expresar los transgenes en un animal de laboratorio, como para las
pruebas preclinicas de las composiciones inmundgenas del VIH-1 y las vacunas de la invencion. En otras
realizaciones, sera deseable expresar los transgenes en sujetos humanos, como en los ensayos clinicos y para el
uso clinico real de las composiciones inmundgenas y las vacunas de la invencion. Puede emplearse cualquier vector
adecuado para este tipo de usos, y esta dentro de las capacidades de los técnicos con experiencia seleccionar un
vector adecuado. En algunas realizaciones puede ser preferible que a los vectores utilizados para esas aplicaciones
in vivo se les atenue la amplificacion en el sujeto. Por ejemplo, si se utilizan vectores plasmidicos, preferentemente
careceran de un origen de replicacion que funcione en el sujeto con el fin de mejorar la seguridad para el uso in vivo
en el sujeto. Si se utilizan vectores virales, preferentemente se atentan o no se replican defectuosamente en el
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sujeto, una vez mas, con el fin de mejorar la seguridad para el uso in vivo en el sujeto.

En las realizaciones preferidas se utilizan vectores virales. Los vectores de expresion viral son bien conocidos por
los expertos en el area y son, por ejemplo, virus como los adenovirus, virus adeno-asociados (AAV), alfavirus,
herpesvirus, retrovirus y poxvirus, incluidos virus avipox, poxvirus atenuados, virus vaccinia y particularmente, el
virus vaccinia Ankara modificado (MVA; N° de registro ATCC VR-1566). Dichos virus, cuando se utilizan como
vectores de expresion son innatamente no patégenos en los sujetos seleccionados como los seres humanos o
fueron modificados para tornarlos no patégenos en los sujetos seleccionados. Por ejemplo, son bien conocidos los
alfavirus y adenovirus que tiene replicacion defectuosa y se pueden utilizar como vectores para la administracion de
genes.

En realizaciones particularmente preferidas se utilizan vectores de adenovirus. Se conocen en el area muchos
vectores de adenovirus y cualquiera de dichos vectores adecuados puede ser utilizado. En realizaciones preferidas
el vector de adenovirus utilizado se selecciona del grupo que consiste en los vectores Ad5, Ad35, Ad11, C6 y C7.

La secuencia del genoma del Adenovirus 5 "(Ad5) fue publicada. (Chroboczek, J., Bieber, F., y Jacrot, B. (1992) The
Sequence of the Genome of Adenovirus Type 5 and Its Comparison with the Genome of Adenovirus Type 2, Virology
186, 280-285). Los vectores Ad35 se describen en las patentes de los Estados Unidos N° 6,974,695, 6,913,922 y
6,869,794. Los vectores Ad11 se describen en la patente de los Estados Unidos N° 6,913,922. Los vectores del
adenovirus C6 se describen en las patentes de los Estados Unidos N° 6,780,407; 6,537,594; 6,309,647; 6,265,189;
6,156,567; 6,090,393; 5,942,235 y 5,833,975. Los vectores C7 se describen en la patente de los Estados Unidos N°
6,277,558.

También se pueden utilizar vectores de adenovirus con E1 defectuoso o eliminado, E3 defectuoso o eliminado, o E4
defectuoso o eliminado. Ciertos adenovirus con mutaciones en la region E1 tienen un mayor margen de seguridad
porque los mutantes de adenovirus con E1 defectuoso tienen una replicacion defectuosa en células no permisivas,
0, al menos, estan muy atenuados. Los adenovirus con mutaciones en la regiéon E3 pueden tener una mayor
inmunogenia al interrumpir el mecanismo mediante el cual el adenovirus regula por disminucion las moléculas del
MHC clase | . Los adenovirus que tienen mutaciones E4 pueden tener el vector de adenovirus con menor
inmunogenia debido a la supresion de la expresién génica tardia. Dichos vectores pueden ser particularmente utiles
cuando se desea la revacunacion repetida utilizando el mismo vector. Se pueden utilizar vectores de adenovirus con
eliminacion de, o mutacion en, E1, E3, E4, E1yE3 y E1y E4.

Ademas, también se pueden emplear vectores de adenovirus "vacios" (gutless), en los cuales se eliminan todos los
genes virales. Dichos vectores requieren un virus cooperador para su replicacion y requieren una linea celular 293
humana especial que exprese E1a y Cre, una condicién que no existe en el ambiente natural. Dicho vectores
"vacios" son no inmunoégenos y por lo tanto los vectores se pueden inocular varias veces para revacunacion. Los
vectores de adenovirus "vacios" se pueden utilizar para la insercion de insertos/genes heterélogos como los
transgenes e incluso se pueden utilizar para co-administracion de un gran nimero de insertos/genes heterélogos.

La solicitud también abarca un disefio que pone a Env y GRIN en vectores separados para permitir la evaluacion de
si la inclusion de Env es beneficiosa o perjudicial en cuanto a la inmunidad mediada por células (CMI) y la eficacia
protectora. Los beneficios o perjuicios de Env en CMI y la eficacia protectora sigue siendo una incégnita en el campo
de la vacuna del VIH.

Las secuencias de nucledtidos y los vectores de la divulgacion se pueden administrar a las células, por ejemplo si el
objetivo es expresar los antigenos del VIH-1 en las células para producir y aislar las proteinas expresadas, como de
las células en cultivo. Para expresar los transgenes en las células se puede utilizar cualquier método adecuado de
transinfeccion, transformacion o administracion de genes. Dichos métodos son bien conocidos por los expertos en el
area, y un experto podra seleccionar facilmente un método adecuado segun la naturaleza de las secuencias de
nucleotidos, los vectores y los tipos de células utilizados. Por ejemplo, se podria utilizar transinfeccion,
transformacion, microinyeccion, infeccién, electroporacion, lipofeccidon o administracion mediada por liposomas. La
expresion de los antigenos se puede realizar en cualquier tipo adecuado de célula huésped, como las células
bacterianas, las levaduras, las células de insectos y las células de mamiferos. También se pueden expresar los
antigenos del VIH-1 del clado A utilizando inclusive sistemas de transcripcion y traduccién in vitro. Todos esos
métodos son bien conocidos por los expertos en el area, y un experto podra seleccionar faciimente un método
adecuado segun la naturaleza de las secuencias de nucleétidos, los vectores y los tipos de células utilizados.

Después de la expresion, los antigenos se pueden aislar y/o purificar o concentrar mediante cualquier técnica
adecuada conocida en el area. Por ejemplo, se puede utilizar cromatografia de intercambio aniénico o catiénico,
cromatografia en fosfocelulosa, cromatografia de interaccion hidréfoba, cromatografia por afinidad, cromatografia de
inmunoafinidad, cromatografia de hidroxiapatita, cromatografia de lectina, cromatografia de tamiz molecular,
isoelectroenfoque, electroforesis en gel, o cualquier otro método adecuado o combinacion de métodos.
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En realizaciones preferidas, las secuencias de nucledtidos y/o los antigenos se administran in vivo, por ejemplo
cuando el objetivo es producir una respuesta inmundgena en un sujeto. Un "sujeto" en el contexto de la presente
invencion puede ser cualquier animal. Por ejemplo, en algunas realizaciones puede ser deseable expresar los
transgenes en un animal de laboratorio, como para las pruebas preclinicas de las composiciones inmundgenas del
VIH-1 y las vacunas de la invencion. En otras realizaciones, serd deseable expresar los transgenes en sujetos
humanos, como en los ensayos clinicos y para el uso clinico real de las composiciones inmundégenas y las vacunas
de la invencion. En realizaciones preferidas, el sujeto es un ser humano, por ejemplo un ser humano que esta
infectado, o corre riesgo de infeccién, con el VIH-1.

Para dichas aplicaciones in vivo las secuencias de nucleétidos y/o los antigenos se administran preferentemente
como un componente de una composicion inmundgena que comprende las secuencias de nucledtidos y/o los
antigenos en mezcla con un vehiculo farmacéuticamente aceptable. Las composiciones inmundgenas de la
invencién son utiles para estimular una respuesta inmunitaria contra el VIH-1 y se pueden usar como uno o mas
componentes de una vacuna profilactica o terapéutica contra el VIH-1 para la prevencion, la mejora o el tratamiento
del SIDA. Los acidos nucleicos de la invencidon son particularmente Utiles para proporcionar vacunas genéticas, es
decir, vacunas para la administracion de acidos nucleicos que codifican los antigenos del VIH-1 del clado A a un
sujeto como un ser humano, de modo que los antigenos del VIH-1 del clado A se expresen a continuacion en el
sujeto para provocar una respuesta inmunitaria.

Las composiciones de la invencién pueden ser suspensiones inyectables, soluciones, aerosoles, polvos liofilizados,
jarabes, elixires y similares. Se puede utilizar cualquier forma adecuada de la composicion. Para preparar una
composicion de ese tipo, se mezcla un acido nucleico o vector que tenga el grado de pureza deseado, con uno o
mas vehiculos y/o excipientes farmacéuticamente aceptables. Los vehiculos y los excipientes deben ser
"aceptables" en el sentido de ser compatibles con los demas ingredientes de la composicion. Los vehiculos,
excipientes o estabilizantes aceptables no ser tdxicos para los destinatarios en las dosis y las concentraciones
empleadas e incluyen, pero no exclusivamente, agua, solucion salina, solucion salina amortiguada con fosfato,
dextrosa, glicerol, etanol, o sus combinaciones, soluciones amortiguadoras, tales como fosfato, citrato y otros acidos
organicos; antioxidantes como acido ascérbico y metionina; conservantes (como cloruro de octadecildimetilbencil
amonio; cloruro de hexametonio; cloruro de benzalconio, cloruro de bencetonio; fenol, alcohol butilico o bencilico;
alquilparabenos como metil o propilparabeno; catecol; resorcinol; ciclohexanol; 3-pentanol; y m-cresol); polipéptidos
de bajo peso molecular (menos de aproximadamente 10 residuos); proteinas como seroalbumina, gelatina o
inmunoglobulinas; polimeros hidréfilos como polivinilpirrolidona; aminoacidos como glicina, glutamina, asparragina,
histidina, arginina o lisina; monosacaridos, disacaridos y otros carbohidratos como glucosa, manosa o dextrinas;
agentes quelantes como EDTA; azucares como sacarosa, manitol, trehalosa o sorbitol; contraiones formadores de
sales como sodio; complejos metalicos (por ejemplo, complejos de Zn-proteina); y/o tensioactivos no idénicos como
TWEEN™, PLURONICS™ o polietilenglicol (PEG).

Una composicion inmundégena o inmunolégica también se puede formular en forma de una emulsidén de aceite en
agua. La emulsién de aceite en agua se puede basar, por ejemplo, en aceite de parafina liquida ligera (tipo
Farmacopea Europea); aceite de isoprenoides como escualano, escualeno, EICOSANE™ o tetratetracontano; aceite
resultante de la oligomerizacion de alqueno(s), p. €j., isobuteno o deceno; ésteres de acidos o de alcoholes que
contienen un grupo alquilo lineal, tales como aceites vegetales, oleato de etilo, di(caprilato/caprato)de propilenglicol,
tri(caprilato/caprato) de glicerilo o dioleato de propilenglicol; ésteres de acidos grasos o alcoholes ramificados, por
ejemplo, ésteres de acido isostearico. El aceite se utiliza ventajosamente en combinaciéon con emulsionantes para
formar la emulsion. Los emulsionantes pueden ser tensioactivos no idnicos, como ésteres de sorbitan, mannide (p.
ej., oleato de anhidromanitol), glicerol, poliglicerol, propilenglicol y acido oleico, isostearico, ricinoleico o
hydroxiestearico, opcionalmente etoxilados, y copolimeros de bloque de polioxipropileno-polioxietileno, como los
productos Pluronic®, por ejemplo, L121. El adyuvante puede ser una mezcla de emulsionante(s), agente de
formacion de micela y aceite como el que se comercializa con el nombre de Provax ® (IDEC Pharmaceuticals, San
Diego, CA).

Las composiciones inmundgenas de la invencion pueden contener sustancias adicionales, como humectantes o
emulsionantes, soluciones amortiguadoras o adyuvantes para mejorar la eficacia de las vacunas (Remington's
Pharmaceutical Sciences, 182 edicién, Mack Publishing Company, (ed.) 1980).

También se pueden incluir adyuvantes. Los adyuvantes incluyen, pero no exclusivamente, sales minerales (por ej.,
AIK(SOs4)2, AINa(SOs4)2, AINH(SOs),, silice, alum, Al(OH)s, Cas(POa)2, caolin, o carbén), polinucledtidos con o sin
complejos inmunoestimulantes (ISCOMs) (por €j., oligonucledtidos CpG, como los descritos en Chuang, T.H. et al,
(2002) J. Leuk. Biol. 71(3): 538-44; Ahmad-Nejad, P. et al (2002) Eur. J. Immunol. 32(7): 1958-68; acidos poli IC o
poli AU, poliarginina con o sin CpG (también conocida como IC31; véase Schellack, C. et al (2003) Proceedings of
the 34th Annual Meeting of the German Society of Immunology; Lingnau, K. et al (2002) Vaccine 20(29-30): 3498-
508), JuvaVax™ ( patente de los EE.UU. N° 6,693,086), ciertas sustancias naturales (por ej., cera D de
Mycobacterium tuberculosis, sustancias encontradas en Cornyebacterium parvum, Bordetella pertussis, o miembros
del género Brucella), flagelina (Toll-like receptor 5 ligand; véase McSorley, S.J. et al (2002) J. Immunol. 169(7):
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3914-9), saponinas como QS21, QS17 y QS7 ( patentes de los EE.UU. N° 5,057,540; 5,650,398; 6,524,584,
6,645,495), monofosforil lipido A, en particular, 3-de-O-acilado monofosforil lipido A (3D-MPL), imiquimod (también
conocido como IQM disponible en el comercio como Aldara®; patentes de los EE.UU. N° 4,689,338; 5,238,944;
Zuber, AK. et al (2004) 22(13-14): 1791-8), y el inhibidor CCR5 CMPD167 (véase Veazey, R.S. et al (2003) J. Exp.
Med. 198: 1551-1562).

Hidroxido o fosfato de aluminio (alumbre) se utilizan cominmente en una solucién 0.05 a 0.1% en solucién salina
amortiguada con fosfato. Otros adyuvantes que se pueden utilizar, especialmente con las vacunas de ADN, son la
toxina del cdlera, especialmente CTA1-DD/ISCOM (véase Mowat, A.M. et al (2001) J. Immunol. 167(6): 3398-405),
polifosfazenos (Allcock, H.R. (1998) App. Organometallic Chem. 12(10-11): 659-666; Payne, L.G. et al (1995)
Pharm. Biotechnol. 6: 473-93), citocinas como, pero no exclusivamente, IL-2, IL-4, GM-CSF, IL-12, IL-15 IGF-1, IFN-
a, IFN-B e IFN-y (Boyer et al., (2002) J. Liposome Res. 121:137-142; WO01/095919), proteinas inmunorreguladoras
como CD40L (ADX40; véase, por ejemplo, WO03/063899) y el ligando CD1a de linfocitos citoliticos naturales
(también conocido como CRONY o a-galactosilceramida; véase Green, T.D. et al, (2003) J. Virol. 77(3): 2046-2055),
proteinas de fusidon inmunoestimulantes como IL-2 fusionada con el fragmento Fc de las inmunoglobulinas (Barouch
et al., Science 290:486-492, 2000) y moléculas coestimulantes B7.1 y B7.2 (Boyer), todos los cuales se pueden
administrar como proteinas o en forma de ADN, en los mismos vectores de expresion que los que codifican los
antigenos de la invencidn o en vectores de expresion independientes.

Las composiciones inmundgenas se pueden disefiar para introducir los antigenos, acidos nucleicos o vectores de
expresion del VIH-1 del clado A en un sitio de accion deseado y liberarlo a una velocidad apropiada y controlable. En
el area se conocen métodos de preparacion de formulaciones de liberacion controlada. Por ejemplo, se pueden
producir preparaciones de liberacion controlada mediante el uso de polimeros para complejear o absorber el
inmundgeno y/o la composiciéon inmundgena. Se pueden preparar formulaciones de liberacion controlada utilizando
macromoléculas apropiadas (por ejemplo, poliésteres, acidos poliamino, polivinilo, pirrolidona, etilenovinilacetato,
metilcelulosa, carboximetilcelulosa o sulfato de protamina) que se sabe que proporcionan las caracteristicas de
liberacion controlada o el perfil de liberacién deseados. Otro método posible para controlar la duracién de la accion
por una preparacion de liberacién controlada es incorporar los principios activos en las particulas de un material
polimérico como, por ejemplo, poliésteres, acidos poliamino, hidrogeles, acido polilactico, acido poliglicélico,
copolimeros de esos acidos o copolimeros de vinilacetato de etileno. Alternativamente, en lugar de incorporar esos
ingredientes activos en particulas poliméricas, es posible atrapar esos materiales en microcapsulas preparadas, por
ejemplo, mediante técnicas de coacervacion o por polimerizacion interfacial, por ejemplo, microcapsulas de
hidroximetilcelulosa o gelatina y poli-(metilmetacrilato), respectivamente, en sistemas de administracion de farmacos
coloidales (por ejemplo, liposomas, microesferas de albumina, microemulsiones, nanoparticulas y nanocapsulas) o
en macroemulsiones. Dichas técnicas se dan a conocer en New Trends and Developments in Vaccines, Voller et al.
(eds.), University Park Press, Baltimore, Md., 1978 y Remington's Pharmaceutical Sciences, 162 edicion.

Las dosis adecuadas de los antigenos, acidos nucleicos y vectores de expresion (colectivamente, los inmundgenos)
del VIH-1 del clado A en la composicion inmundgena, pueden ser determinadas facilimente por los expertos. Por
ejemplo, la dosificacion de los inmunégenos puede variar dependiendo de la via de administracion y el tamafio del
sujeto. Las dosis adecuadas pueden ser determinadas por los expertos, por ejemplo, midiendo la respuesta
inmunitaria de un sujeto, como un animal de laboratorio, utilizando técnicas inmunolégicas convencionales, y
ajustando las dosis segun corresponda. Dichas técnicas para medir la respuesta inmunitaria del sujeto incluyen, pero
no exclusivamente, ensayos de liberacion de cromo, ensayos de union al tetramero, ensayos de IFN-y ELISPOT,
ensayos de IL-2 ELISPOT, ensayos de citocinas intracelulares y otros ensayos de detecciéon inmunolégicos, por
ejemplo, como los detallados en el texto "Antibodies: A Laboratory Manual" por Ed Harlow y David Lane.

Cuando se proporcionan profilacticamente las composiciones inmundgenas de la invencién se administran
idealmente a un sujeto antes de la infeccién por el VIH, o de evidencia de infeccién por el VIH, o antes de cualquier
sintoma debido al SIDA, especialmente en sujetos de alto riesgo. La administracion profilactica de las composiciones
inmundégenas puede servir para proporcionar inmunidad protectora a un sujeto contra la infeccién por el VIH-1 o para
evitar o atenuar el avance del SIDA en un sujeto ya infectado con el VIH-1. Cuando se proporcionan
terapéuticamente, las composiciones inmundgenas pueden servir para mejorar y tratar los sintomas del SIDA y se
utilizan ventajosamente tan pronto después de la infeccién como sea posible, preferentemente antes de la aparicion
de cualquier sintoma del SIDA pero también se pueden utilizar en (o después de) la aparicion de los sintomas de la
enfermedad.

Las composiciones inmundgenas se pueden administrar usando cualquier método de administracion adecuado,
incluidos, pero no exclusivamente, la administracion intramuscular, intravenosa, intradérmica, por la mucosa y
tépica. Dichas técnicas son bien conocidas por los expertos. Ejemplos mas especificos de métodos de
administracion son la inyeccién intramuscular, la inyeccion intradérmica y la inyeccion subcutanea. Sin embargo, la
administracion no necesita estar limitada a los métodos de inyeccidon. Ademas, la administracion de ADN al tejido
animal se logré mediante liposomas catidénicos (Watanabe et al., (1994) Mol. Reprod. Dev. 38:268-274; y WO
96/20013), inyeccion directa de ADN desnudo en el tejido muscular del animal (Robinson et al., (1993) Vaccine
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11:957-960; Hoffman et al., (1994) Vaccine 12: 1529-1533; Xiang et al., (1994) Virology 199: 132-140; Webster et al.,
(1994) Vaccine 12: 1495-1498; Davis et al., (1994) Vaccine 12: 1503-1509; y Davis et al., (1993) Hum. Mol. Gen. 2:
1847-1851), o inyeccion intradérmica de ADN usando tecnologia de "pistola de genes" (Johnston et al., (1994) Meth.
Cell Biol. 43:353-365). Alternativamente, las vias de administracion pueden ser oral, intranasal o cualquier otra via
adecuada. La administracion también se puede llevar a cabo a través de una superficie de mucosa como la mucosa
oral, vaginal o anal.

Los programas de vacunacion (o0 regimenes) para los animales (incluidos los humanos) son bien conocidos y se
pueden determinar facilmente para el sujeto y la composicion inmundgena particulares. Por lo tanto, se pueden
administrar los inmunégenos una o mas veces al sujeto. Preferentemente, hay un intervalo de tiempo establecido
entre administraciones separadas de la composiciéon inmunégena. Si bien este intervalo varia para cada sujeto,
normalmente varia desde 10 dias hasta varias semanas y a menudo es de 2, 4, 6 u 8 semanas. Para los seres
humanos, el intervalo es normalmente de 2 a 6 semanas. Los regimenes de vacunacién habitualmente implican de 1
a 6 administraciones de la composicidon inmundgena, pero pueden ser tan sélo uno o dos o cuatro. Los métodos
para inducir una respuesta inmunitaria también pueden incluir la administracion de un adyuvante con los
inmundégenos. En algunos casos, vacunas de refuerzo anuales, bianuales u a otros intervalos largos (5-10 afios)
pueden complementar el protocolo de vacunacion inicial.

Los métodos de la presente también incluyen diversos regimenes de sensibilizacion/refuerzo, especialmente
regimenes de sensibilizacion con ADN/refuerzo con adenovirus. En esos métodos, una o mas vacunas de
sensibilizacion son seguidas por una o mas vacunas de refuerzo. La composicién inmundégena real puede ser la
misma o diferente en cada vacunacion y el tipo de composicion inmundgena (por ejemplo, que contiene proteina o
vector de expresion), la via y la formulacion de los inmunégenos también pueden variar. Por ejemplo, si se usa un
vector de expresion para los pasos de sensibilizaciéon y refuerzo, puede ser del mismo tipo o de otro tipo (por
ejemplo, ADN o vector de expresion bacteriano o viral). Un régimen de sensibilizacion/refuerzo util prevé dos
vacunas de sensibilizacion, separadas cuatro semanas, seguidas de dos vacunas de refuerzo 4 y 8 semanas
después de la ultima vacunaciéon de sensibilizacion. También debe ser faciimente evidente para un técnico con
experiencia en el area que existen varias permutaciones y combinaciones que se engloban usando los vectores de
expresion de ADN bacterianos y virales de la divulgacién, para proporcionar los regimenes de sensibilizaciéon y
refuerzo.

También se dan a conocer métodos para inducir una respuesta inmunitaria contra el VIH en un sujeto mediante
administracion de una composicién inmunoégena de la invencion, preferentemente que comprende un vector de
adenovirus que contiene uno o mas de los antigenos del VIH-1 del clado A de la invencion, (preferentemente GRIN,
GRN, o Env o una combinacién de éstos), una o mas veces a un sujeto en el que se expresan los antigenos del VIH-
1 del clado A a un nivel suficiente para inducir una respuesta inmunitaria especifica en el sujeto. Dichas vacunas se
pueden repetir varias veces a intervalos de tiempo de al menos 2, 4 o 6 semanas (o mas) conforme a un régimen de
vacunacion deseado.

Las composiciones inmundgenas de la invencion se pueden administrar solas, o se pueden coadministrar o
administrar secuencialmente con otros inmundgenos del VIH o composiciones inmundgenas del VIH, por ejemplo,
con "otras" composiciones inmunoldgicas, antigénicas o para vacuna o terapéuticas, mediante las cuales se
proporcionan composiciones multivalentes o "cocktail" o una combinacion de composiciones, y métodos para
emplearlas. Una vez mas, los ingredientes y la forma (secuencial o coadministracién) de administracién, asi como
las dosis, se pueden determinar teniendo en cuenta factores tales como la edad, el género, el peso, la especie y la
afeccion particular del sujeto, y la via de administracion.

Cuando se utilizan en combinacion, los otros inmunégenos del VIH se pueden administrar al mismo tiempo o en
momentos diferentes como parte de un régimen de vacunacién global, por ejemplo, como parte de un régimen de
sensibilizacion-refuerzo u otro protocolo de vacunacion. Se conocen muchos otros inmundgenos del VIH en el area,
uno de dichos inmundgenos preferidos es HIVA (descrito en WO 01/47955), que se puede administrar como una
proteina, en un plasmido (por ejemplo, pTHr.HIVA) o en un vector viral (por ejemplo, MVA.HIVA). Otro de dichos
inmundgenos del VIH es RENTA (descrito en PCT/US2004/037699), que también se puede administrar como una
proteina, en un plasmido (por ejemplo, pTHr.RENTA) o en un vector viral (por ejemplo, MVA.RENTA).

Por ejemplo, un método para inducir una respuesta inmunitaria contra el VIH en un sujeto humano comprende
administrar al menos una dosis sensibilizante de un inmundégeno del VIH y al menos una dosis de refuerzo de un
inmundgeno del VIH, donde el inmundgeno de cada dosis puede ser el mismo o diferente, siempre que al menos
uno de los inmundgenos sea un antigeno del VIH-1 del clado A de la divulgacion, un acido nucleico que codifica un
antigeno del VIH-1 del clado A de la divulgacion o un vector de expresion, preferentemente un vector de adenovirus,
que codifica un antigeno del VIH-1 del clado A, y donde los inmundgenos se administran en una cantidad o se
expresan a un nivel suficiente para inducir una respuesta inmunitaria especifica del VIH en el sujeto. La respuesta
inmunitaria especifica del VIH puede incluir una respuesta inmunitaria de linfocitos T especificas del VIH o una
respuesta inmunitaria de linfocitos B especificos del VIH. Dichas vacunaciones se pueden realizar a intervalos,
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preferentemente de al menos 2 a 6 o mas semanas.
Los ejemplos no limitantes siguientes se dan con el fin de ilustrar diversas realizaciones de la divulgacion.
Ejemplos

Ejemplo 1: secuencia consenso para Gag del VIH del clado A

Tabla 1

Distancia respecto al consenso Pais Ano
A _consensu 0
A _97T202_1 0.04081 TZ 1997
A_TZA173_1 0.0425 TZ 2001
A_KNH1144_ 0.04259 KE 2000
A_SE7535UG 0.04303 uG 1994
A_KNH1211_ 0.04463 KE 2000
A_KSM4024 0.04684 KE 2000
A_KNH1207_ 0.04701 KE 2000
A_SE6594UG 0.04709 UG 1993
A_92UG037_ 0.05079 uG 1992
A_TZA195_1 0.05127 TZ 2001
A_MSA4079_ 0.05279 KE 2000
A_TZA341_1 0.05523 TZ 2001
A_MSA4072_ 0.05583 KE 2000
A_MSA4076_ 0.056 KE 2000
A_KNH1199 - 0.05687 KE 2000
A_MSA4070_ 0.05947 KE 2000
A_98UG5713 0.06038 uG 1998
A_KEQ23-17 0.06072 KE 1994
A_KNH1209_ 0.06101 KE 2000
A_NKU3005_ 0.06108 KE 2000
A_SE7253S0 0.06113 SO 1994
A_98UG5713 0.06119 uG 1998
A_SE8538TZ 0.06137 TZ 1995
A_KNH1088_ 0.06262 KE 1999
A_KER2008_ 0.065 KE 2000
A_99UGA070 0.06531 UG 1999
A_KER2012- 0.06654 KE 2000
A_KER2009_ 0.0674 KE 2000
A_99UGG033 0.06871 uG 1999
A_KSM4030- 0.07026 KE 2000
A_KSM4021- 0.07145 KE 1999
A_98UG5713 0.07189 uG 1998
A_SE8891UG 0.07197 UG 1995
A_SE8131UG 0.07462 UG 1995
A_97TZ203_1 0.07653 TZ 1997
A_KNH1135_ 0.07687 KE 1999
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Distancia respecto al consenso Pais Ano
A_98UG5714 0.0781 uG 1998
A_UGU455_1 0.08349 UG 1985
A_MSA4069 _ 0.08867 KE 2000

Se analizaron las secuencias de aminodcidos de las proteinas Gag de 39 cepas no recombinantes del VIH del clado
A. La tabla 1 enumera las 39 cepas utilizadas y se refiere a cada una por su niumero de registro de Genbank. La
tabla 1 también identifica el pais y el afio del aislamiento de cada una de estas 39 cepas. 20 de las cepas fueron de
Kenia, 12 de Uganda, 6 de Tanzania y 1 de Somalia. 20 de las cepas se aislaron entre 2000 y 2002, 10 se aislaron
entre 1997 y 1999, 6 se aislaron entre 1994 y 1996 y 3 se aislaron antes de 1993.

Las secuencias de la proteina Gag se alinearon agregando espacios para preservar el alineamiento en regiones con
inserciones o deleciones. Se derivd una secuencia consenso de 50%. La secuencia consenso de aminoacidos se
muestra en la figura 1. En la figura 1 los espacios que se agregaron para conservar el alineamiento en regiones con
inserciones o deleciones estan representados por guiones, y las posiciones para las cuales no se logré un consenso
de 50% estan representadas por una "X.

Para cada una de las 39 secuencias utilizadas para generar la secuencia consenso, la "distancia" de esa secuencia
respecto a la secuencia consenso se calculd utilizando la matriz de sustitucién de Dayhoff PAM250, que pondera las
sustituciones segun el grado de similitud bioquimica. Como se muestra en la tabla 1, la distancia de la secuencia de
cada cepa respecto a la secuencia consenso vario entre 4 y 9%.

La figura 2 ilustra en forma grafica la distancia de la secuencia de aminoacidos de cada cepa respecto a la
secuencia consenso de aminodacidos e identifica las cuatro cepas que tienen las secuencias mas similares a las
secuencias consenso. Esas cuatro cepas son la cepa 97TZ02 de un individuo de bajo riesgo en la regién de Mbeya
del suroeste de Tanzania en 1997 que tiene el niumero de registro de Genbank AF361872, la cepa TZA173 obtenida
de un donante de sangre anénimo en la regién de Mbeya al suroeste de Tanzania en 2001 que tiene el numero de
registro de Genbank AY253305, la cepa KNH1144 obtenida de un donante de sangre anénimo en Kenia meridional
en el afio 2000 que tiene el numero de registro de Genbank AF4587006, y la cepa SE7535 obtenida en 1994 en
Suecia de un individuo que se pensaba que habia sido infectado en Uganda que tiene el nimero de registro de
Genbank AF069671.

Ejemplo 2: secuencia consenso para Pol del VIH del clado A

Se analizaron las secuencias de aminoacidos de las proteinas Pol de 36 cepas no recombinantes del VIH del clado
A. La tabla 2 enumera las 36 cepas utilizadas y se refiere a cada una por su nimero de registro de Genbank. La
tabla 2 también identifica el pais y el afio del aislamiento de cada una de esas 36 cepas. 20 de las cepas fueron de
Kenia, 9 de Uganda, 6 de Tanzania y 1 de Somalia. 19 de las cepas se aislaron entre 2000 y 2002, 10 se aislaron
entre 1997 y 1999, 4 se aislaron entre 1994 y 1996 y 3 se aislaron antes de 1993.

Se alinearon las secuencias de las proteinas Pol. No hubo inserciones ni eliminaciones. Se derivé una secuencia
consenso de 50%. La secuencia consenso de aminoacidos se muestra en la figura 3. En la figura 3 las posiciones
para las cuales no se logré un consenso de 50% estan representadas por una "X. Hubo 4 de dichas posiciones en
los 947 residuos de aminoacidos. Para cada una de las 36 secuencias utilizadas para generar la secuencia
consenso, la "distancia" de esa secuencia respecto a la secuencia consenso se calculé utilizando la matriz de
sustitucion de Dayhoff PAM250, que pondera las sustituciones segun el grado de similitud bioquimica. Como se
muestra en la tabla 2, la distancia de la secuencia de cada cepa respecto a la secuencia consenso varié entre 1.5y
4.8%.

Tabla 2

Distancia respecto al consenso Pais ARo
A_pol.cons 0
A_MSA4070_ 0.01479 KE 2000
A_SE7253S0O 0.01582 SO 1994
A_SE8538TZ 0.01898 TZ 1995
A_KER2012- 0.02329 KE 2000
A 97T202_3 0.0235 TZ 1997
A_KEQ23-17 0.02445 KE 1994
A _KNH1211_ 0.02449 KE 2000
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Distancia respecto al consenso Pais Ano
A _TZA341_3 0.0246 TZ 2001
A_KSM4024_ 0.02528 KE 2000
A_97T203_3 0.02544 TZ 1997
A_KNH1088_ 0.02544 KE 1999
A_MSA4076_ 0.02564 KE 2000
A_KNH1207_ 0.0265 KE 2000
A_NKU3005_ 0.02661 KE 2000
A TZA173_3 0.02756 TZ 2001
A_MSA4079_ 0.02762 KE 2000
A_KER2009_ 0.02765 KE 2000
A_TZA195 3 0.02881 TZ 2001
A_KSM4021- 0.02881 KE 1999
A_SE7535UG 0.02883 uG 1994
A_MSA4069 0.02886 KE 2000
A_SE6594UG 0.02889 UG 1993
A_98UG5713 0.02975 uG 1998
A_KNH1135_ 0.0299 KE 1999
A_92UG037_ 0.02993 uG 1992
A_KNH1209_ 0.03202 KE 2000
A_99UGG033 0.03291 uG 1999
A_KER2008 _ 0.03294 KE 2000
A_KSM4030- 0.0343 KE 2000
A _KNH1199_ 0.03439 KE 2000
A_99UGAO070 0.03537 uG 1999
A_MSA4072_ 0.03625 KE 2000
A_KNH1144_ 0.03863 KE 2000
A_98UG5713. 0.04178 uG 1998
A_UGU455_3 0.04294 uG 1985
A_98UG5713 0.04808 uG 1998

La figura 4 ilustra en forma grafica la distancia de la secuencia de aminoacidos de cada cepa respecto a la
secuencia consenso de aminodacidos e identifica las cuatro cepas que tienen las secuencias mas similares a las
secuencias consenso. Esas tres cepas son la cepa MSA4070 de un donante de sangre anénimo en Kenia meridional
en el afio 2000, la cepa SE7235S0O que se obtuvo en 1994 de un individuo en Suecia que se pensaba que habia
sido infectado en Somalia, y la cepa SE8538 que se obtuvo en 1995 de un individuo en Suecia que se pensaba que
habia sido infectado en Tanzania.

Ejemplo 3: secuencia consenso para Env del VIH del clado A

Tabla 3

Dist respecto a A.cons pais afo
A.cons 0
A _KEQ23-17 0.06307 KE 1994
A TZA341_1 0.06413 TZ 2001
A _KNH1088_ 0.06524 KE 1999
A_KNH1209_ 0.0699 KE 2000
A _KNH1144_ 0.07088 KE 2000
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Dist respecto a A.cons pais afio
A_99UGAO070 0.07365 UG 1999
A_MSA4072_ 0.07516 KE 2000
A_KSM4021_ 0.0778 KE 1999
A_97T202_1 0.07825 TZ 1997
A _KNH1199_ 0.07883 KE 2000
A_MSA4079_ 0.07944 KE 2000
A_SE7535UG 0.08375 UG 1994
A_SE8538TZ 0.08432 TZ 1995
A_98UG5713 0.08462 UG 1998
A 977203 1 0.08541 TZ 1997
A_MSA4070_ 0.0874 KE 2000
A_NKU3005_ 0.0884 KE 2000
A_TZA173_1 0.09046 TZ 2001
A _KNH1207_ 0.09106 KE 2000
A TZA195_1 0.09389 TZ 2001
A_MSA4076_ 0.09517 KE 2000
A_92UG037_ 0.098 UG 1992
A_98UG5714 0.09816 UG 1998
A_SE7253S0 0.09886 SO 1994
A_KER2012- 0.09984 KE 2000
A_98UG5713 0.10139 uG 1998
A_SE6594UG 0.10195 UG 1993
A_SE8891UG 0.10225 UG 1995
A_UGU455_1 0.10314 UG 1985
A_KER2009_ 0.10338 KE 2000
A _KNH1211_ 0.11319 KE 2000
A_SE8131UG 0.11321 UG 1995
A_MSA4069 0.11507 KE 2000
A_99UGG033 0.11653; uG 1999
A _KNH1135 0.117131 KE 1999
A_KER2008 0.12689 KE 2000

Se analizaron las secuencias de aminoacidos de las proteinas Env de 36 cepas no recombinantes del VIH del clado
A. La tabla 3 enumera las 36 cepas utilizadas y se refiere a cada una por su nimero de registro de Genbank. La
tabla 3 también identifica el pais y el afio del aislamiento de cada una de esas 36 cepas. 18 de las cepas fueron de
Kenia, 11 de Uganda, 6 de Tanzania y 1 de Somalia. 17 de las cepas se aislaron entre 2000 y 2002, 10 se aislaron
entre 1997 y 1999, 6 se aislaron entre 1994 y 1996 y 3 se aislaron antes de 1993.

Las secuencias de las proteinas Env se alinearon agregando espacios para preservar el alineamiento en regiones
con inserciones o deleciones. Hubo muchas regiones con una amplia heterogeneidad en la longitud de las
inserciones/deleciones. Se derivd una secuencia consenso de 50%. La secuencia consenso de aminoacidos se
muestra en la figura 5. En la figura 5 los espacios que se agregaron para conservar el alineamiento en regiones con
inserciones o deleciones estan representados por guiones, y las posiciones para las cuales no se logré un consenso
de 50% estan representadas por una "X. Hubo muchas posiciones de aminoacidos para las cuales no se alcanzé un
consenso de 50%.

Para cada una de las 36 secuencias utilizadas para generar la secuencia consenso, la "distancia" de esa secuencia
respecto a la secuencia consenso se calculé utilizando la matriz de sustitucién de Dayhoff PAM250, que pondera las
sustituciones segun el grado de similitud bioquimica. Como se muestra en la tabla 3, la distancia de la secuencia de
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cada cepa respecto a la secuencia consenso vario entre 6.3 y 12.7%.

La figura 6 ilustra en forma grafica la distancia de la secuencia de aminoacidos de cada cepa respecto a la
secuencia consenso de aminoacidos e identifica las cuatro cepas que tienen las secuencias mas similares a las
secuencias consenso. Esas tres cepas fueron KEQ23 de una trabajadora social diplomada en Kenia en 1994,
TZA341 que fue de un donante de sangre anénimo en Tanzania en 2002 y KNH1088 que fue de un donante de
sangre andnimo en Kenia en 1999.

Ejemplo 4: secuencia consenso para Nef del VIH del clado A

Se analizaron las secuencias de aminoacidos de las proteinas Nef de 38 cepas no recombinantes del VIH del clado
A. La tabla 4 enumera las 38 cepas utilizadas y se refiere a cada una por su niumero de registro de Genbank. El pais
y el afio de aislamiento de cada una de esas 38 cepas se describe en las tablas 1 a 3 en los ejemplos anteriores.
Mas de la mitad de las cepas fueron de Kenia, con una porcién sustancial proveniente de Uganda y unas pocas
cepas de Tanzania. Aproximadamente la mitad de la cepas se aislaron entre 2000 y 2002.

Tabla 4
A.cons
A_MSA4070 0.0318
A_KNH1211 0.04807
A_97TZ203_1 0.0535
A_99UGA070 0.05354
A_SE8891UG 0.05383
A_KEQ23-17 0.06476
A_98UG5713 0.07043
A_NKU3005_ 0.0709
A_SE7535UG 0.07117
A_98UG5714 0.07613
A_SE6594UG 0.07634
A_TZA341_1 0.0805
A_MSA4069 0.08097
A_KNH1199 0.08213
A_97T202_1 0.08276
A_KSM4030- 0.08704
A_KSM4021- 0.08795
A_MSA4076 0.08873
A_KNH1209 0.0899
A_KER2012- 0.09224
A_KNH1144 0.09577
A_KER2008 0.09703
A_MSA4072 0.09892
A_98UG5713 0.09892
A_99UGG033 0.09967
A_KNH1088 0.10303
A_92UG037 0.10654
A_SE8538TZ 0.10996
A_KER2009 0.1102
A_MSA4079 0.11083
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A.cons
A_KSM4024 0.11126
A_SE8131UG 0.11326
A_SE7253S0O 0.11453
A_KNH1207 0.11549
A_TZA173_1 0.13766
A_98UG5713 0.1399
A_UGU455_1 0.15688
A_KNH1135 0.16076
A.cons 0

Las secuencias de las proteinas Nef se alinearon con espacios para preservar el alineamiento en regiones con
inserciones o deleciones. Se derivd una secuencia consenso de 50%. La secuencia consenso de aminoacidos se
muestra en la figura 7. En la figura 7 los espacios que se agregaron para conservar el alineamiento en regiones con
inserciones o deleciones estan representados por guiones, y las posiciones para las cuales no se logré un consenso
de 50% estan representadas por una "X. Hubo 6 posiciones de aminoacidos para las cuales no se alcanzé un
consenso de 50%.

Para cada una de las 38 secuencias utilizadas para generar la secuencia consenso la "distancia" de esa secuencia
respecto a la secuencia consenso se calculé utilizando la matriz de sustitucién de Dayhoff PAM250, que pondera las
sustituciones segun el grado de similitud bioquimica. Como se muestra en la tabla 4, la distancia de la secuencia de
cada cepa respecto a la secuencia consenso varié entre 3.2 y 16.1% con una distancia media de 9.3%.

La figura 8 ilustra en forma grafica la distancia de la secuencia de aminoacidos de cada cepa respecto a la
secuencia consenso de aminoacidos e identifica las cinco cepas que tienen las secuencias mas similares a las
secuencias consenso. Esas cinco cepas fueron MSA4070 y KNH1211, las cuales fueron de donantes anénimos en
Kenia meridional y se obtuvieron en el afio 2000, 97TZ03 de un individuo de bajo riesgo en la regién de Mbeya del
suroeste de Tanzania se obtuvo en 1997, y UGAQ70 y SE8891, ambas eran de individuos en Uganda y se
obtuvieron en 1999 y 1995, respectivamente.

Ejemplo 5. cepas del VIH del clado A que son las mas similaresa las secuencias consenso del VIH del clado A.

Como se describe en los ejemplos 1 a 4 antes y como se resume en la tabla 5, se identificaron las cepas del VIH del
clado A que tienen las secuencias Gag, Pol, Env y Nef mas similares a las secuencias consenso de cada una de
esas proteinas. Ademas, se identificaron las cepas que eran mas similares globalmente a la secuencia consenso
puntuando a cada una de las cepas segun su similitud con la secuencia consenso de una proteina particular donde
la cepa puntuada con el nimero 1 fue aquella cuya secuencia para esa proteina era la mas similar a la de la
secuencia consenso y después sumando las puntuaciones para cada cepa para las 4 proteinas (es decir Gag, Pol,
Env y Nef). Las seis cepas que fueron mas similares globalmente a la secuencia consenso en las cuatro proteinas
estudiadas se indican a continuacion en la tabla 6. Se puede observar que la cepa 97TZ02 tiene una secuencia que
es globalmente mas similar a las secuencias consenso de cada una de los genes de Gag, Pol, Env y Nef.

Tabla 5
Gag Pol Env Nef
977202 MSA4070 KEQ23 MSA4070
TZA173 SE7245S0 TZA341 KNH1211
KNH1144 SE8538 KNH1088 97TZ03
SE7535UG 99UGA070
SE8891UG
Tabla 6
gag pol env nef sum
A _97TZ02_1 1 5 9 15 30
A_KEQ23-17 18 6 1 6 31
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gag pol env nef sum
A_MSA4070_ 16 1 16 1 34
A_TZA341_1 12 8 2 12 34
A_SE7535UG 4 20 12 9 45
A_KNH1211_ 5 7 31 2 45

Ejemplo 6. Construccion de los transgenes GRIN, GRN y Env.

Se hicieron constructos de transgenes con secuencias de proteinas del VIH del clado A derivadas de los aislados de
campo circulantes del VIH-1 identificados recientemente que se correspondian mejor con la secuencia consenso del
VIH del clado A para cada una de esas proteinas. Esta estrategia se desarroll6 para maximizar la importancia
bioldgica de las secuencias del VIH del clado A utilizadas. Se debe comprender que también se pueden usar otras
secuencias, es decir secuencias distintas de las secuencias especificas descritas en este ejemplo, de conformidad
con esta divulgacion. Si se usan otras secuencias es preferible que las secuencias se seleccionen de modo que
deriven de aislados de campo recientes y que tengan secuencias que sean similares a las secuencias consenso del
VIH del clado A descritas en este documento, o a las secuencias consenso del VIH del clado A que se puedan
generar en el futuro.

Se hicieron constructos denominados GRIN y GRN. El constructo GRIN contenia secuencias del VIH del clado A
que codifican las proteinas Gag, Pol (RT e integrasa) y Nef. El transgén GRN contenia secuencias que codifican las
proteinas Gag, RT y Nef. Los constructos GRIN y GRN se representan esquematicamente en la figura 9. Los
transgenes GRIN y GRN se prepararon usando la secuencia de la proteina Gag de la cepa TZA173 que tiene el
numero de registro de Genbank AY253305, la secuencia de Pol (que comprende las secuencias RT e Int) de la cepa
MSA4070 que tiene el numero de registro de Genbank AF457081 y la secuencia de Nef de la cepa MSA4070 que
tiene el numero de registro de Genbank AF457081. Esas secuencias se seleccionaron porque fueron de los aislados
de campos circulantes del VIH-1 mas recientemente identificados que tenian la mayor correspondencia con la
secuencia consenso para cada una de Gag, Pol y Nef, respectivamente. Esas secuencias se ilustran en las figuras
10, 11y 12, respectivamente.

También se prepard un constructo de Env con la secuencia de codificacién de Env del aislado de campo circulante
del VIH-1 mas recientemente identificado que tenia la mayor correspondencia con la secuencia consenso de Env, es
decir, la secuencia de la proteina Env de la cepa TZA341 que tiene el numero de registro de Genbank AY253314.
Esta secuencia se ilustra en la figura 13.

A todas las secuencias se les hizo optimizacion de codones para expresion en humanos en GeneArt (Alemania). Las
secuencias con los genes optimizados permiten un alto nivel de expresién y la expresion estable de las proteinas en
humanos u otras células de mamiferos. Otros detalles del proceso de optimizaciéon de codones se proporcionan en
el ejemplo 8. También se incorporaron por ingenieria genética a los transgenes mutaciones especificas o dispuestas
en un orden especifico para anular la funcién normal de los productos génicos in vivo. Los detalles de esas
mutaciones, y los efectos biolégicos de cada una, se describen en el ejemplo 7 mas adelante.

Para los transgenes GRIN y GRN, las secuencias de codificacién para cada una de las proteinas Gag, Pol (RT e Int)
0 RT, y Nef se unieron en el marco para que cada uno de los constructos del transgén (es decir de GRIN o de GRN)
codifica una unica proteina de fusion. Se realizaron busquedas Blast para asegurarse de que no se formaran
neoepitopos en las uniones. Aunque no se utiliza en este ejemplo, se debe sefialar que también es posible insertar
secuencias espaciadoras entre las secuencias de codificacidon para los componentes individuales de la proteina de
fusion final para permitir el plegado 6ptimo del dominio de la proteina, por ejemplo, se puede agregar una regién
espaciadora entre Gag y Pol para permitir que los dominios de la proteina se plieguen en una conformacién mas
natural. Asimismo, se agregaron sitios de restriccién Unicos en los extremos 5 " y 3' de cada secuencia con el fin de
facilitar la unién de cada secuencia (por ejemplo, la unién del extremo 5" de Nef con el extremo 3' de Pol, etc.).

Para usar in vivo se insertaron los transgenes GRIN, GRN y Env en los vectores de adenovirus Ad5, Ad35, Ad11, C6
o C7. Para facilitar la clonacion se agregaron sitios de restriccion Unicos en esos vectores en los extremos 5" y 3' de
los constructos GRIN, GRN o Env. Las figuras 14A-14 C proporcionan la secuencia de GRIN insertada en el vector
Ad35 y muestran los sitios de restriccion utilizados para clonar la secuencia de GRIN en el vector Ad35 (subrayados
y en negrita). La secuencia también incluye la secuencia promotora CMV en direccion 5’ de la secuencia de GRIN.
Las figuras 15A-15B proporcionan la secuencia de Env insertada en el vector Ad35 y muestran los sitios de
restriccion utilizados para clonar la secuencia de Env en el vector Ad35 (subrayados y en negrita). La secuencia
también incluye la secuencia promotora CMV en direccion 5’ de la secuencia de Env.

Se utilizaron técnicas estandar de clonacién y recombinacion del ADN para generar todos los constructos anteriores.
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Dichas técnicas son bien conocidas por los expertos. Véase por ejemplo, "Molecular Cloning: A Laboratory Manual”,
segunda edicion (Sambrook et al., 1989).

Ejemplo 7: Mutaciones para anular la funciéon normal in vivo de las proteinas del VIH del clado A
La tabla 7 resume las mutaciones realizadas por ingenieria genética en las secuencias de GRIN y GRN para anular

la funciéon in vivo de sus productos génicos. Esas mutaciones se realizaron usando técnicas estandar de
recombinacion del ADN. Dichas técnicas son bien conocidas por los expertos.

Tabla 7
Disefio Gen Mutacion/justificacién
Mutacion gag Gly2 — Ala : elimina el sitio de miristilaciéon evitando la formacién de VLP.
Mutacion gag Para evitar el deslizamiento en la secuencia de cambio de marco natural, la secuencia

de ADN se mutd de una manera que deja intacta la secuencia de aminoacidos
conservada (NFLG) y permite que solo se traduzca el producto de la proteina GagPol
entera.

Mutacion RT Asp185 — Ala & Asp186 — Ala: inactiva los residuos enzimaticos activos.

Mutaciones | Integrasa | Asp 64 — Ala, Asp116 — Ala & Glu 152 — Ala: inactiva los residuos enzimaticos activos.
(IN)

Sin cambio | Nef La fusiéon del extremo N-terminal de nef con el extremo C-terminal de IN evita la
miristilacion y la accién selectiva sobre la membrana anulando la funcién de Nef.

La proteina Gag se expresa como una poliproteina precursora de 55 kDa (Pr55%9) y es escindida por la proteasa
viral del VIH-1. Cuatro proteinas virales principales resultan de la escision; Matriz (MA), capside (CA), nucleocapside
(NC) y p6; asi como dos polipéptidos espaciadores p2 y p1, que representan secuencias entre CAy NC y entre NC y
p6, respectivamente.

MA desempefia un papel clave en varios pasos de la replicacion del virus, que incluyen la mediacion critica del
ensamblado de la particula viral y el brote de la membrana celular a través de la formacién de particulas similares a
virus (VLP) (véase Gheysen, D., E. Jacobs, F. de Foresta, D. Thiriart, M. Francotte, D. Thines, y M. De Wilde. (1989).
Assembly and release of HIV-1 precursor pr55gag virus-like particles from recombinant baculovirus-infected cells.
Cell 59:103-112).

Tanto Pr55gag como MA (p17) se miristilan, es decir, forman enlace amida con el acido miristico. Véase Veronese di
Marzo, F., Copeland, T. D., Oroszlan, S., Gallo, R. C. y Sarngadharan, M. G. (1988). J. Virol. 62, 795-801. Véase
también la seccion sobre Nef en el ejemplo 7 por una descripcion completa del proceso de miristilacion. Diferentes
aislados del VIH-1 demuestran que el aceptor de miristilo es el residuo de glicina N-terminal (Gly2). Véase Bryant y
Ratner. (1990). Myristoylation-dependent replication and assembly of human immunodeficiency virus 1. Proc. Nadl.
Acad. Sci. EE.UU; 87: 523-527.

Bryant y Ratner (1990) demostraron que la sustitucion de Gly2 con Ala elimind la replicacion del virus de un clon del
HIV-1. El Prb5gag, que carece de la glicina aceptora de miristilo, se acumul6 en células Hela infectadas y no se
proceso en la capside del virion maduro. Se concluyd que la miristilacion de la Gly2 es necesaria para la asociacion
estable de la membrana plasmatica y el ensamblado posterior de los viriones. Otros grupos demostraron de manera
semejante la importancia de la miristilacion de Gly2 en la MA. Véase Géttlinger H G, Sodroski J G, Haseltine W A.
(1989). Role of capsid precursor processing and myristoylation in morphogenesis and infectivity of human
immunodeficiency virus type 1. Proc Natl Acad Sci USA; 86:5781-5785, y Paul Spearman, Jaang-Jiun Wang, Nancy
Vander Heyden y Lee Ratner. (1994). Identification of Human Immunodeficiency Virus Type 1 Gag Protein Domains
Essential to Membrane Binding and Particle Assembly. J. Virol; 68 (5): 3232-3242.

Si se muta la glicina N-terminal aceptora de miristilo (Gly2) en MA, se anula la unién a la membrana y se evita el
ensamblado de particulas. Por consiguiente, Gag del clado A se somete a ingenieria para cambiar Gly2 — Ala. Esto
provoca la pérdida de la funcién biolégica de Gag.

La transcriptasa inversa (RT) es una enzima viral esencial para la replicacion. RT convierte el ARN+ viral entrante en
ADNbc, catalizada por las actividades de polimerasa dependiente de ARN y ADN, y de ARNasa H de la enzima. RT
es un heterodimero compuesto por las proteinas subunidades p66 y p51. Véase Alfredo Jacobo-Molina et al. (1993).
Crystal structure of human immunodeficiency virus type 1 reverse transcriptase complexed with double-stranded
DNA at 3.0 A resolution shows bent DNA. Proc. Natl. Acad. Sci. USA; 90: 6320-6324. p66 tiene 2 dominios, la
polimerasa y la ARNasa H. p51 tiene el mismo dominio polimerasa.

Los residuos Asp-110, Asp-185 y Asp-186 cataliticamente esenciales se encuentran ubicados en el sitio activo
22



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

ES 2396915 T3

altamente conservado de la ADN polimerasa. Se cree que esos tres residuos denominados “la triada catalitica” se
unen a cationes divalentes necesarios para la funcidn de catalisis. Véase Alfredo Jacobo-Molina et al. (1993). Crystal
structure of human immunodeficiency virus type 1 reverse transcriptase complexed with double-stranded DNA at 3.0
A resolution shows bent DNA. Proc. Natl. Acad. Sci. USA; 90: 6320-6324.

Se demostré que la mutacién de los acidos asparticos en los residuos 185 y 186 en la asparragina o el glutamato da
lugar a proteinas mutantes que fueron cataliticamente inactivas. Véase Lowe DM, Parmar V, Kemp SD, Larder BA.
(1991). Mutational analysis of two conserved sequence motifs in HIV-1 reverse transcriptase. FEBS Lett,;
6;282(2):231-4.

La mutacién de Asp 185 — Ala y Asp 186 — Ala en la RT del clado A inactivara a la enzima polimerasa de RT
interrumpiendo la "triada catalitica". Esto eliminara la funciéon bioldgica de la RT del clado A.

El ADNc proviral generado por RT se integra en el genoma de la célula huésped a través de la accién de la enzima
viral integrasa (Int). Int contiene un dominio de recombinasa de ADN que cataliza dos reacciones endonucleoliticas
distintas. La primera reaccién, el procesamiento de 3', elimina dinucleétidos de cada extremo de los ADNc
produciendo dos extensiones 5' de dos nucledtidos en ambos extremos. En la segunda reaccién, Int escinde no
especificamente el ADN de la célula huésped y une los grupos libres del extremo 3' del ADNc a los grupos del 5' del
ADN escindido de la célula huésped. Las enzimas celulares reparan los huecos dando lugar a un genoma viral
totalmente integrado en el ADN de la célula huésped. Véase Coffin JM. Retroviridae and their Replication. Capitulo
27. pp. 645-708 &amp; Wong-Staal F. Human Immunodeficiency Viruses and Their Replication. Capitulo 28. pp. 709-
723. In Fields, BN. & Knipe DM. 22 edicién Fundamental Virology. Raven Press. Véase también Engelman A,
Mizuuchi K, Craigie R. (1991). HIV-1 DNA integration: mechanism of viral DNA cleavage and DNA strand transfer.
Cell; 67(6):1211-1221. Los residuos 50 a 212 del dominio catalitico, contienen una triada de residuos Asp-64, Asp-
116 y Glu-152 (denomina motivo D,D-35-E) que compromete el sitio activo de la enzima. Véase Esposito, D., y R.
Craigie. (1999). HIV integrase structure and function. Adv. Virus Res. 52:319-333. Véase también Khan, E., J. P. G.
Mack, R. A. Katz, J. Kulkosky, y A. M. Skalka. (1991). Retroviral integrase domains: DNA binding and the recognition
of LTR sequences. Nucleic Acids Res. 19:851-860.

A través de diversas técnicas, algunos grupos han demostrado la anulaciéon de la funcidon de endonucleasa y/o
integracion de IN a través de la mutacién dirigida al sitio de los residuos Asp-64, Asp-116 y Glu-152 en el motivo D,
D-35-E. Véase Drelich M, Wilhelm R, Mous J. (1992). Identification of amino acid residues critical for endonuclease
and integration activities of HIV-1 IN protein in vitro. Virology;188(2):459-468. Véase también LaFemina RL,
Schneider CL, Robbins HL, Callahan PL, LeGrow K, Roth E, Schleif WA, Emini EA. (1992). Requirement of active
human immunodeficiency virus type 1 integrase enzyme for productive infection of human T-lymphoid cells. J Virol;
66(12):7414-7419. Véase también Leavitt AD, Shiue L, Varmus HE. (1993). Site-directed mutagenesis of HIV-1
integrase demonstrates differential effects on integrase functions in vitro. J Biol Chem; 268(3):2113-2119.

La mutacion de Asp-64— Ala, Asp-116— Ala y Glu-152— Ala en la Int del clado A inactivara a la enzima activa Int
interrumpiendo el motivo critico D,D-35-E. Esto eliminara la funcion biolégica de Int del clado A .

La proteina de factor negativo (Nef) (27-kDa) es la primera proteina viral que se acumula en la célula recién
infectada. Véase Haseltine, W. (1991). Molecular biology of the human immunodeficiency virus type 1. FASEB. Vol 5.
2349-2360. A través de la miristilacion, Nef es capaz de ubicarse del lado del citosol de la membrana celular. Véase
Yu G, Felsted RL. (1992). Effect of myristoylation on p27 nef subcellular distribution and suppression of HIV-LTR
transcription. Virology. 187(1):46-55. Véase también Kaminchik, J., N. Bashan, A. Itach, N. Sarver, M. Gorecki, y A.
Panet. (1991). Genetic characterization of human immunodeficiency virus type 1 nef gene products translated in vitro
and expressed in mammalian cells. J. Virol. 65:583-588. La miristilacion de las proteinas es un fendmeno co-
traduccional e implica la transferencia de miristato desde la miristil-coenzima A al motivo amino-terminal MGXXX de
las proteinas por la enzima N-miristil transferasa (NMT). Véase Towler, D. A., S. P. Adams, S. R. Eubanks, D. S.
Towery, E. Jackson-Machelski, L. Glaser y J. |. Gordon (1987). Purification and characterization of yeast myristoyl
CoA:protein N- myristoyltransferase. Proc Natl Acad Sci USA 84:2708-2712. La metionina lider del polipéptido es
escindida por la metionina amino peptidasa durante la traduccion y reconoce a NMT el grupo amino terminal de la
glicina recién generado del péptido emergente después de que aproximadamente veinte residuos se liberan del
ribosoma. NMT ftransfiere miristato al residuo de glicina (el aceptor de miristilo) y se completa la miristilaciéon. El
reemplazo de la penultima glicina aceptora de miristilo por otro residuo de aminoacido inhibe la miristilacion. Véase
Towler, D. A,, S. R. Eubanks, D. S. Towery, S. P. Adams &amp; L. Glaser (1987). Amino-terminal processing of
proteins by N-myristoylation. Substrate specificity of N-myristoyl transferase. J Biol Chem 262:1030-1036.

Nef es una proteina multifuncional capaz de modular una serie de moléculas superficiales de la célula infectada,
como CD4 (véase Garcia, J. V. y A. D. Miller. (1991). Serine phosphorylation-independent downregulation of cell-
surface CD4 by nef. Nature 350:508-511; y Mariani R y Skowronski J. (1993). CD4 down-regulation by nef alleles
isolated from human immunodeficiency virus type 1-infected individuals Proc. Natl. Acad. Sci. USA. Vol. 90, pp.
5549-5553; y Aiken C, Konner J, Landau NR, Lenburg ME, Trono D (1994). Nef induces CD4 endocytosis:
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requirement for a critical dileucine motif in the membrane-proximal CD4 cytoplasmic domain. Cell. 11;76(5):853-64),
CD28 (véase Swigut, T., N. Shohdy y J. Skowronski. (2001). Mechanism for down-regulation of CD28 by Nef. EMBO
J. 20:1593-1604), MHC-I (véase Schwartz, O., V. Marechal, S. Le Gall, F. Lemonnier y J. M. Heard. (1996).
Endocytosis of major histocompatibility complex class | molecules is induced by the HIV-1 Nef protein. Nat. Med.
2:338-342), the macrophage-expressed MHC 1b protein HFE (véase Drakesmith H, Chen N, Ledermann H, Screaton
G, Townsend A, Xu XN. (2005). HIV-1 Nef down-regulates the hemochromatosis protein HFE, manipulating cellular
iron homeostasis. Proc Natl Acad Sci USA. 102(31):11017-22), MHC-II (véase Stumptner-Cuvelette, P., S.
Morchoisne, M. Dugast, S. Le Gall, G. Raposo, O. Schwartz y P. Benaroch. (2001). Nef del HIV-1 dafa la
presentacion del antigeno de MHC clase Il y la expresion superficial. Proc. Natl. Acad. Sci. USA 98:12144-12149),
asi como interrumpe las vias de transduccion de la sefial (véase Tolstrup, M., L. Ostergaard, A. L. Laursen, S. F.
Pedersen y M. Duch. (2004). VIH/VIS escapan de la vigilancia inmunitaria enfocada en Nef. Curr. HIV Res. 2:141-
151) a través de la asociacion con multiples cinasas y otras proteinas de la superficie celular de la membrana
celular. Los mecanismos de esas acciones y los motivos de nef involucrados aun permanecen sin elucidar
completamente.

Especificamente, un mutante de Nef con deleciéon de los 19 aminoacidos N-terminales, incluida la sefal de
miristilacion N-terminal elimin6 CD4 y la regulacién por disminucion de MHC-1, manteniendo simultaneamente la
mayor parte de los épitopos de CTL, linfocitos T cooperadores y linfocitos B (véase Peng B, Robert Guroff M (2001).
Deletion of N-terminal myristoylation site of HIV Nef abrogates both MHC-1 and CD4 down-regulation. Immunol Lett.
78(3):195-200). Otros grupos demostraron que la mutacién de la glicina amino terminal de Nef (Gly2) en alanina
evita la miristilaciéon (véase Liang, x. et al (2002). Development of HIV-1 Nef vaccine components: immunogenicity
study of Nef mutants lacking myristylation and dileucine motif in mice. Vaccine 20: 3413-3421, y Kaminchik, J. et al.
(1991). Genetic Characterization of Human Immunodeficiency Virus Type 1 nef Gene Products Translated in vitro
and Expressed in Mammalian Cells. J. of Virol. 65(2): 583-588).

Puesto que el motivo amino terminal MGXXX de Nef del clado A esta incluido en la proteina de fusion GRIN, no hay
ninguna metionina incipiente para ser escindida por la metionina amino peptidasa durante la traduccion. Por
consiguiente, no se produce ningun grupo amino-terminal recién generado de glicina y NMT es incapaz de ejecutar
la miristilacion. En conclusion, la incapacidad de Nef en GRIN para experimentar miristilacién anula la funcion
biologica de Nef.

Ejemplo 8: Optimizacion de codones para GRIN (GagPolNef) y Env

El uso de codones para cada uno de GRIN y Env se adapté al sesgo de codones de los genes humanos. La
secuencia de nucledtidos y aminoacidos de la secuencia GRIN con codones optimizados se proporciona en las
figuras 16A-16J. La secuencia de nucleétidos y aminoacidos de la secuencia de Env con codones optimizados se
proporciona en las Figuras 17A-17 D.

Se evitaron las regiones con muy alto (mas del 80%) o muy bajo (menos de 30%) contenido de GC cuando fue
posible. Durante el proceso de optimizacién se evitaron los motivos que actdan en cis siguientes: cajas internas
TATA, sitios chi, sitios de entrada ribosomicos, tramos de secuencia ricos en AT o en GC, elementos de secuencia
ARE, INS o CRS, secuencias repetidas, estructuras secundarias de ARN, de sitios dadores y aceptores de empalme
criptico, puntos de ramificaciéon y sitios de restriccion Hindlll, Ncol, Bglll y Bcll excepto como se indica en las
secuencias provistas en las figuras 16 y 17. También, se introdujo una secuencia Kozak en direccién al extremo del
ATG de inicio para cada una de GRIN y Env para aumentar la iniciacion de la traduccion y se agregaron dos
codones de parada a cada uno de GRIN y Env para asegurar una terminacién eficaz. También se agregaron sitios
de restriccion para facilitar la subclonacién, como se indica en las figuras 16 y 17.

Ejemplo 9: Estudio de primates no humanos

Se realiz6é un estudio en primates no humanos (macacos rhesus chinos) con el objetivo principal de evaluar la
inmunogenia de GRIN y ENV en un sistema de administraciéon de un vector de adenovirus humano tipo 35 (Ad35).
Los animales recibieron una dosis cada vez mayor de Ad35-GRIN/ENV (109, 10" y 10" particulas de virus [vp]; via
intramuscular) y recibieron dos vacunas en el mes 0 y el mes 6 (con 8 animales por grupo para la primera vacuna y
4 animales por grupo para la segunda vacuna). En diversos momentos (desde la semana 0 hasta la semana 50), los
animales se sangraron y se midi6 la inmunogenia por IFN-gamma ELISpot (véanse las figuras 23A y 23B para las
dosis de vp de 10" y 10", respectivamente).

Se observé una respuesta a la dosis (no se muestran los datos para 10° vp), por ELISPot, tanto en intensidad como
en frecuencia de animales que responden tras la primera vacunacién (no se muestran los datos). Se observaron
respuestas a todos los componentes antigénicos de la vacuna de GRIN/ENV vy las respuestas de IFNy ELISPOT se
reforzaron después de la segunda vacunacion en el mes 6.

La divulgacion se describe mas detalladamente mediante los parrafos numerados siguientes:
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1. Una secuencia consenso de nucleétidos para antigenos del VIH-1 del clado A, donde la secuencia comprende
secuencias de nucleétidos que codifican a Gag, Pol (RT e Int) y Nef ("GRIN) del VIH-1 del clado A, Gag, RT y Nef
("GRN") del VIH-1 del clado A, o Env del VIH-1 del clado A.

2. Una secuencia consenso de nucleétidos de acuerdo con el parrafo 1, donde la proteina codificada Gag tiene la
secuencia de aminoacidos de la figura 1.

3. Una secuencia consenso de nucleotidos de acuerdo con el parrafo 1, donde la proteina codificada Pol tiene la
secuencia de aminoacidos de la figura 3.

4. Una secuencia consenso de nucleétidos de acuerdo con el parrafo 1, donde la proteina codificada Env tiene la
secuencia de aminoacidos de la figura 5.

5. Una secuencia consenso de nucleétidos de acuerdo con el parrafo 1, donde la proteina codificada Nef tiene la
secuencia de aminoacidos de la figura 7.

6. Un método para identificar un antigeno del VIH-1 del clado A de una cepa o un aislado de campo circulante del
VIH-1 que tiene una secuencia de aminoacidos que es similar a la secuencia consenso de aminoacidos para ese
antigeno del VIH-1 del clado A, que comprende comparar las secuencias de aminoacidos de los antigenos de cepas
0 aislados de campo circulantes del VIH-1 con la secuencia consenso de aminoacidos para esa proteina y
seleccionar un antigeno de cepas o aislados de campo circulantes del VIH-1 que tengan una distancia de proteinas
pequefia respecto a la secuencia consenso.

7. Un antigeno del VIH-1del clado A identificado mediante el método del parrafo 6.

8. Un método para producir un antigeno transgénico del VIH-1 del clado A que comprende seleccionar un antigeno
del VIH-1 del clado A utilizando el método del parrafo 6 y mutando la secuencia de nucleétidos que codifica el
antigeno donde la mutacion anula la funcién de ese antigeno.

9. Un método para generar una respuesta inmunitaria contra el VIH-1 que comprende administrar a un sujeto una
composicion que comprende una secuencia de nucleétidos o antigeno de acuerdo con cualquiera de los parrafos
anteriores.
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REIVINDICACIONES

1. Un polinucleétido que codifica una proteina de fusion del VIH-1 del clado A, donde la proteina de fusién
comprende Gag, Pol y Ne fdel VIH-1 del clado A y donde la proteina de fusién contiene la secuencia de aminoacidos

de la figura 16.
2. Una composicién inmunégena que comprende el polinucledtido de la reivindicacion 1.

3. El polinucledtido de la reivindicacion 1 para usar en un método para generar una respuesta inmunitaria contra el
VIH-1.
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JAVINOAV LI THAVOTIAOOIDII TIININSTFAADOSO ANAJIOIFOOINVMAMIOVVIIVVSL
ANSONAIHAAIAIM IOV TIATIIAVLIAOOILAVIIAL VAIADSVAHAVATIAMDITHLOATO
MIDISOAAOOHINVAD N TOONAISVAITAVAIdd TNAAS VX IMNSHA YTHAIOVIAIOA'T
ATAAIOSSA TIIAAQANODDIDIHVIAM STAANTI DI THAIIONA TASASYAJOVOIID TV
AOSALAINAASOSAO TV IXIVHTALIONLLALTISAA JOUDAALAAD VIO TLLTINVVOAA
AALAVOXIAANTTOAM TIA TAdINAFIM A M ILVOM AQNMA M LM LTIOId LA LIOMI
AISTNAANOAATVIONAANIHV SV ANO LY INNAIIO AIOALMOAOOONOIFVITIAIS
dAAXADHAIMI TTTINAV I THVALLTLAIALT VIVOATTID TONANIOVAIOSVMNTID
ATIOIANA LM STIAd TXIAOALMIAdHTI ADNM TAddTIOHNAd LLIOM STIHV Y 1d4]
MLIHOOIATASOAA TAANAQ AITAINIAS AJTTRLLINSSOAIVASOIM DO TANAOA ]
OdILANNLSAILIVIANIASTIATIASIAVADA ATALAS SO 1O VAHAID TOAIM AAO LT
NTTIAAA TRIM LLSABAIV AIdLNA ANFdOAS DTN INA LA L TVIDIHI L TdM O
ANIOANDIA TIAIALAIASIAANTLD DIO L TANIDIINAILIOATALOIVIIDDMEITIO
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Consensus Nef
MGGEWSKSSIVGWPEVRERMERTPXAAX---smamanee
GVGAVSQDLDKHGAITSSNIN

H--PSCVWLEAQEEEE--
VGFPVRPOQVPLRPMTYKGAXDLSHFLKEKGGLDGLIYSRK
RQ
EILDLWVYHTQGYFPDWQNYTPGPGXRYPLTFGWCFKLV
PYDPDEVEKATEGENNSLLHP
ICQHGMDDEEREVLXWKFDSRLALKHRAXELHPEFYKD

Se muestra la secuencia consenso de 50%. Hay & posiciones en
las que no se pudo alcanzar un 50% de consenso. La media de la
distancia de proteinas en nef fue de 9.3%, rango 3.2% - 16.1%.

FIG. 7
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Secuencia ensamblada del inserio de GRIN {DZU36984)

AGTCTTCTGTTTTTACGTAGGTGTCAGCCTAGGTGGTCAATATTGGCCATTAG
CCATATTATTCATTGGTTATATAGCATAAATCAATATTGGCTATTGGCCATTG
CATACGTTGTATCCATATCATAATATGTACATITATATTGGCTCATGTCCAAC
ATTACCGCCATGTTGACATTGATTATTGACTAGTTATTAATAGTAATCAATT A
COGGGTCATTAGTTCATAGCCCATATATGGAGTTCCGOGTTACATAACTTACG
GTAAATGOCCCGCCTGGCTGACCGCCCAACGACCCCCGOCCATTGACGTCAA
TAATGACGTATGTTCCCATAGTAACGCCAATAGGGACTTTCCATTGACGTCAA
TGGGTGGAGTATTTACGGTAMAACTGCCCACTTGGCAGTACATCAAGTGTATC
ATATGOCAAGTACGCCCCCTATTGACGTCAATGACGGTAAATGGCCCGCCTG
GCATTATGCCCAGTACATGACCTTATOGGACTTTCCTACTTGGCAGTACATCT
ACGTATTAGTCATCGCTATTACCATGGTGATGCGGTTTTGGCAGTACATCAAT
GGGCGTGGATAGCGGTTTGACTCACGGGGATTTCCAAGTCTCCACCCCATTG
ACGTCAATGGGAGTTTGTTTTGGCACCAAAATCAACGGGACTTTCCAAAATG
TCGTAACAACTCCOGCCCCATTGACGCAAATGOOCGGTAGGOGTGTACGGTGG
GAGGTCTATATAAGCAGAGCTCGTTITAGTGAACCGTCAGATCGCCTGGAGAC
GUCATCCACGCTGTTTTGACCTCCATAGAAGACACCGGGACCGATCCAGCCT
COGOGGOCGGGAACGGTGCATTGGAAGCTTGCCGCCACCATGGCCGCCAGA
GOCAGCATCCTGAGCGGGGGCAAGCTGGACGCCTGGGAGAAGATCAGACTG
AGGCCTGGCGGCAAGAAGAAGTACCGGCTGAAGCACCTGGTGTGGGCCAGC
AGAGAGCTGGATCGCTTCGOCCTGAATCCTAGCCTGCTGGAGACCACCGAGG
GCTGCCAGCAGATCATGAACCAGCTGCAGOCCGCCGTGAAAACCGGCACCGA
GOAGATCAAGAGCCTGTTCAACACCGTGGOCACCCTGTACTGCGTGCACCAG
CGGATCGACGTGAAGGATACCAAGGAGGCCCTGGACAAGATCGAGGAGATC
CAGAACAAGAGCAAGCAGAAAACCCAGCAGGCCGCTGCCGACACCGGCGAC
AGCAGCAAAGTGAGCCAGAACTACCCCATCATCCAGAATGCCCAGGGCCAG
ATGATCCACCAGAACCTGAGCCCCAGAACCCTGAATGCCTGGGTGAAAGTGA
TCGAGGAAAAGGCCTTCAGCCCCGAAGTGATCCCTATGTTCAGCGCCCTGAG
CGAGGGUCGCCACCCCCCAGGACCTGAACGTGATGCTGAACATTGTGGGOGGA
CACCAGGCCGCCATGCAGATGCTGAAGGACACCATCAATGAGGAGGCCGCC
GAGTGOGACAGACTGCACCCCGTGCAGGCCOGACCCATCCCCCCTGGCCAGA
TCAGAGAGCCCAGAGOGCAGCGACATCGCCGGCACCACCTCCACCCCTCAAGA
ACAGCTGCAGTGGATGACCGGCAACCCTCCCATCCCTGTGGGCAACATCTAC
AAGCGGTGGATCATCCTGGGUCTGAACAAGATTGTGCGGATGTACAGCCCCG
TGTCCATCCTGGATATCAAGCAGGGCCCCAAGGAGCCCTTCAGAGACTACGT
GOACCGGTTCTTCAAGGUCCTGAGAGCCGAGCAGGCCACCCAGGACGTGAA
GGGCTGGATGACCGAGACCCTGCTGGTGCAGAACGOCAACCCCGACTGCAAG
AGCATCCTGAAGGCCCTGGGCAGOGGUGCCACACTGGAGGAGATGATGACC
GCCTGCCAGGGAGTGGGCGGACCCGGCCACAAGGCCAGAGTGCTGGCCGAG
GCCATGAGCCAGGCCCAGCAGACCAACATCATGATGCAGCGGGGCAACTTCA
GAGGCCAGAAGCGGATCAAGTGCTTCAACTGCGGCAAGGAGGGCCACCTGG
CCAGAAACTGCAGAGCCCCCAGGAAGAAGGGCTGCTGGAAGTGTGGCAAGG
AAGGGCACCAGATGAAGGACTGCACCGAGAGGCAGGCCAATTTCCTGGGCA
AGATITGGCCTAGCAGCAAGGGCAGACCOGGCAATTTCCCCCAGAGCAGACC

FIG. 14A
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CAGCCCCATCGAGACCGTGCCCGTGACCCTGAAGCCCGGCATGGATGGCCCC
AAAGTGAAACAGTGGCCCCTGACCGAGGAGAAGATTAAGGCCCTGACCGAA
ATCTGTACCGAGATGGAGAAGGAGGGCAAGATCAGCAAGATCGGCCCCGAG
AACCCCTACAACACCCCCATCTTCGCCATCAAGAAGAAGGACAGCACCAAGT
GGCGGAAACTGGTGGACTTCCGGGAGCTGAACAAGAGGACCCAGGACTTCTG
GGAAGTGCAGCTGGGCATCCCCCACCCTGCCGGCCTGAAGAAGAAGAAGTCC
GTGACAGTGCTGGATGTGGGCGACGCCTACTTCAGCGTGCCCCTGGACGAGA
ACTTCAGGAAGTACACCGCCTTCACCATCCCCAGCACCAACAACGAGACCCC
CGGAGTGAGATACCAGTACAACGTGCTGCCTCAGGGCTGGAAGGGCAGCCCC
GCCATCTTCCAGAGCAGCATGACCAAGATCCTGGAGCCCTTCCGGAGCAAGA
ACCCCGAGATCATCATCTACCAGTACATGGCCGCCCTGTATGTGGGCAGCGA
TCTGGAGATCGGCCAGCACAGGACCAAGATCGAAGAGCTGAGGGCCCACCT
GCTGAGCTGGGGCTTCACCACCCCCGATAAGAAGCACCAGAAGGAGCCCCCT
TTCCTGTGGATGGGCTACGAGCTGCACCCCGATAAGTGGACCGTGCAGCCCA
TCATGCTGCCCGATAAGGAGAGCTGGACCGTGAACGACATCCAGAAACTGGT
GGGCAAGCTGAATTGGGCCAGCCAAATCTACGCCGGCATTAAAGTGAAGCAG
CTGTGCAGGCTGCTGAGAGGCGCCAAAGCCCTGACAGACATCGTGACACTGA
CAGAGGAGGCCGAGCTGGAGCTGGCCGAGAACAGGGAGATCCTGAAGGACC
CCGTGCACGGCGTGTACTACGACCCCAGCAAGGACCTGGTGGCCGAGATTCA
GAAGCAGGGCCAGGACCAGTGGACCTACCAAATCTACCAGGAGCCTTTCAAG
AACCTGAAAACCGGGAAGTACGCCAGGAAGAGAAGCGCCCACACCAACGAT
GTGAGGCAGCTGGCCGAAGTGGTGCAGAAAGTGGCTATGGAGAGCATCGTG
ATCTGGGGCAAGACCCCCAAGTTCAAGCTGCCCATCCAGAAGGAGACCTGGG
AAACCTGGTGGATGGACTACTGGCAGGCCACCTGGATTCCTGAGTGGGAGTT
CGTGAACACCCCCCCTCTGGTGAAGCTGTGGTATCAGCTGGAGAAGGACCCC
ATCCTGGGCGCCGAGACCTTCTACGTGGACGGAGCCGCCAATAGAGAGACCA
AGCTGGGCAAGGCCGGCTACGTGACCGACAGAGGCAGACAGAAAGTGGTGT
CTCTGACCGAGACAACCAACCAGAAAACCGAGCTGCACGCCATCCTGCTGGC
CCTGCAGGACAGCGGCAGCGAAGTGAACATCGTGACCGACTCCCAGTACGCC
CTGGGCATCATTCAGGCCCAGCCCGATAGAAGCGAGAGCGAGCTGGTGAACC
AGATCATCGAGAAGCTGATCGGCAAGGACAAAATCTACCTGAGCTGGGTGCC
CGCCCACAAGGGCATCGGCGGCAACGAGCAGGTGGACAAGCTGGTGTCCAG
CGGCATCCGGAAAGTGCTGTTTCTGGACGGCATCGACAAGGCCCAGGAGGAC
CACGAGAGATACCACAGCAACTGGCGGACAATGGCCAGCGACTTCAACCTGC
CTCCCATCGTGGCCAAGGAGATCGTGGCCAGCTGCGATAAGTGTCAGCTGAA
GGGCGAGGCCATGCACGGCCAGGTGGACTGCAGCCCTGGCATCTGGCAGCTG
GCCTGCACCCACCTGGAGGGCAAAGTGATTCTGGTGGCCGTGCACGTGGCCA
GCGGCTACATCGAGGCCGAAGTGATTCCCGCCGAGACCGGCCAGGAGACCG
CCTACTTCCTGCTGAAGCTGGCCGGCAGATGGCCCGTGAAAGTGGTGCACAC
CGCCAACGGCAGCAACTTCACCTCTGCCGCCGTGAAGGCCGCCTGTTGGTGG
GCCAATATCCAGCAGGAGTTCGGCATCCCCTACAACCCTCAGAGCCAGGGCG
TGGTGGCCAGCATGAACAAGGAGCTGAAGAAGATCATCGGCCAGGTGAGGG
ACCAGGCCGAGCACCTGAAAACAGCCGTGCAGATGGCCGTGTTCATCCACAA
CTTCAAGCGGAAGGGCGGCATTGGCGGCTACAGCGCCGGAGAGCGGATCAT
CGACATCATCGCCACCGATATCCAGACCAAGGAACTGCAGAAGCAGATCACC
AAGATTCAGAACTTCAGAGTGTACTACCGGGACAGCAGGGACCCCATCTGGA

FIG. 14B
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AGGATGAGGACAGATCTATGGGCGGCAAGTGGTCCAAGGGCAGCATTGTGG
GCTGGCCCGAGATCCGGGAGAGAATGAGAAGAGCCCCTGCCGCCGCTCCT
GGAGTGGGCGCCGTGTCTCAGGATCTGGATAAGCACGGCGCCATCACCAG
CAGCAACATCAACAACCCCAGCTGTGTGTGGCTGGAGGCCCAGGAAGAGGA,
GGAAGTGGGCTTCCCTGTGAGACCCCAGGTGCCCCTGAGACCCATGACCTA
CAAGGGCGCCTTCGACCTGAGCCACTTCCTGAAGGAGAAGGGCGGCCTGG
ACGGCCTGATCTACAGCCGGAAGCGGCAGGAGATCCTGGATCTGTGGGTGT
ACCACACCCAGGGCTACTTCCCCGACTGGCAGAATTACACCCCTGGCCCTG
GAGTGCGGTATCCCCTGACCTTCGGCTGGTGCTTCAAGCTGGTGCCTATGG
AGCCCGACGAAGTGGAGAAGGCCACAGAGGGCGAGAACAACAGCCTGCTG
CACCCTATCTGCCAGCACGGCATGGACGATGAGGAGCGGGAAGTGCTGATC
TGGAAGTTCGACAGCAGGCTGGCCCTGAAGCACAGAGCCCAGGAACTGCAC
CCAGAGTTCTACAAGGACTGCTGATGATCATAATAATCTAGACGAGATCCGA
ACTTGTTTATTGCAGCTTATAATGGTTACAAATAAAGCAATAGCATCACAAATT
TCACAAATAAAGCATTTTTTTCACTGCATTCTAGTTGTGGTTTGTCCAAACTCA
TCAATGTATCTTATCATGTCTAGATCTGAGGTATGATGATACGAGATCGAGGG
TGCGCGCATGCGAATGCGGAGGCAAGCATGCCAGGTTCCAGC

Mota: los sitios de clonacidn estan subrayados y en negrita

FIG. 14C

42



ES 2396915 T3

Apéndice 2: Secuencia ensamblada del inserto de Env (D5P33447 01)

ATTATTGAAGCATTTATCAGGGTTATTGTCTCATGAGCGGATACATATTTGAA
TGTATTTAGAAAAATAAACAAATAGGGGTTCCGCGCACATTTCCCCGAAAAG
TGCCACCTGACGTCTAAGAAACCATIATTATCATgACATTAACCTATAAAAATA
GGCGIATCACGAGGCCCITTCGTCTTCAAGAATTGGTCGATGGCAAACAGCT
ATIATGGGTATTATGGGTTCGAATTAATTAATCGACATCATCAATAATATACCT
TATAGATGGAATGGTGCCAATATGTAAATGAGGTGATTTTAAAAAGTGTGGG
CCGTGTGGTGATTGGCTGTGGGGTTAACGGTTAAAAGGGGCGGCGCGGLC
GTGGGAAAATGACGTTTTATGGGGGTGGAGTTTTITTGCAAGTTGTCGCGG
GAAATGTTACGCATAAAAAGGCTTCTTTTCTCACGGAACTACTTAGTTTTCCC
ACGGTATTTAACAGGAAATGAGGTAGTTTTGACCGGATGCAAGTGAAAATTG
CTGATTTTCGCGCGAAAACTGAATGAGGAAGTGTTTTICTGAATAATGTGGT
ATTTATGGCAGGGTGGAGTATTTGTTCAGGGCCAGGTAGACTTTGACCCATT
ACGTGGAGGTTTCGATTACCGTGTTTTTITACCTGAATTTCCGCGTACCGTGT
CAAAGTCTTCTGTTTITACGTAGGTGTCAGCCTAGGTGGTCAATATTGGCCA
TTAGCCATATTATTCATTGGTTATATAGCATAAATCAATATTGGCTATTIGGCC
ATTGCATACGTTGTATCCATATCATAATATGTACATTTATATTGGCTCATGTC
CAACATTACCGCCATGTTGACATTGATTATTGACTAGTTATTAATAGTAATCA
ATTACGGGGTCATTAGTTCATAGCCCATATATGGAGTTCCGCGTTACATAAC
TTACGGTAAATGGCCCGCCTGGECTGACCGCCCAACGACCCCCGCCCATTG
ACGTCAATAATGACGTATGTTCCCATAGTAACGCCAATAGGGACTTTCCATT
GACGTCAATGGGTGGAGTATTTACGGTAAACTGCCCACTTGGCAGTACATC
AAGTGTATCATATGCCAAGTACGCCCCCTATTGACGTCAATGACGGTAAATG
GCCCGCCTGGCATTATGCCCAGTACATGACCTTATGGGACTTTCCTACTTG
GCAGTACATCTACGTATTAGTCATCGCTATTACCATGGTGATGCGGTTTIGG
CAGTACATCAATGGGCGTGGATAGCGGTTTGACTCACGGGGATTTCCAAGT
CTCCACCCCATTGACGTCAATGGGAGTTTGTTTTGGCACCAAAATCAACGG
GACTTTCCAAAATGTCGTAACAACTCCGCCCCATTGACGCAAATGGGCGGT
AGGCGTGTACGGTGGGAGGTCTATATAAGCAGAGCTCGTTTAGTGAACCGT
CAGATCGCCTGGAGACGCCATCCACGCTGTTTTGACCTCCATAGAAGACAC
CGGGACCGATCCAGCCTCCGCGGCCGGGAACGGTGCATTGGAAGCTTGCC
GCCACCATGAGGGTGATGGAGATCCAGCGGAACTGCCAGCACCTGCTGAG
ATGGGGCATCATGATCCTGGGCATGATTATCATCTGCAGCACCGCCGACAA
CCTGTGGGTGACCGTGTACTACGGCGTGCCTGTGTGGAGAGATGCCGAGA
CCACCCTGTTCTGCGCCAGCGACGCCAAGGCCTACAGCACCGAGAAGCAC
AATGTGTGGGCCACCCACGCCTGCGTGCCTACCGATCCCAACCCTCAGGA
GATCCCCCTGGACAACGTGACCGAGGAGTTCAACATCTGGAAGAACAACAT
GGTGGACCAGATGCACGAGGACATCATCAGCCTGTGGGACCA
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GAGCCTGAAGCCCTGCGTGCAGCTGACCCCCCTGTGCGTGACCCTGAACT
GCAGCAACGCCAGAGTGAACGCCACCTTCAACTCCACCGAGGACAGGGAG
GGCATGAAGAACTGCAGCTTCAACATGACCACCGAGCTGCGGGATAAGAAG
CAGCAGGTGTACAGCCTGTTCTACCGGCTGGACATCGAGAAGATCAACAGC
AGCAACAACAACAGCGAGTACCGGCTGGTGAACTGCAATACCAGCGCCATC
ACCCAGGCCTGCCCTAAGGTGACCTTCGAGCCCATCCCCATCCACTACTGC
GCCCCTGCCGGCTTCGCCATCCTGAAGTGCAACGACACCGAGTTCAATGG
CACCGGCCCCTGCAAGAATGTGAGCACCGTGCAGTGCACCCACGGCATCA
AGCCCGTGGTGTCCACCCAGCTGCTGCTGAACGGCAGCCTGGCCGAGAGA
GAAGTGCGGATCAGGAGCGAGAACATCGCCAACAACGCCAAGAACATCATC
GTGCAGTTCGCCAGCCCCGTGAAGATCAACTGCATCCGGCCCAACAACAAT
ACCCGGAAGAGCTACAGAATCGGCCCTGGCCAGACCTTCTACGCCACCGA
CATTGTGGGCGACATCAGACAGGCCCACTGCAACGTGTCCAGGACCGACT
GGAACAACACCCTGAGACTGGTGGCCAACCAGCTGCGGAAGTACTTCAGC
AACAAGACCATCATCTTCACCAACAGCAGCGGCGGAGACCTGGAGATCACC
ACCCACAGCTTCAATTGTGGCGGCGAGTTCTTCTACTGCAACACCTCCGGC
CTGTTCAATAGCACCTGGACCACCAACAACATGCAGGAGTCCAACGACACC
AGCAACGGCACCATCACCCTGCCCTGCCGGATCAAGCAGATCATCCGGAT
GTGGCAGCGCGTGGGCCAGGCCATGTACGCCCCTCCCATCGAGGGCGTG
ATTCGCTGCGAGAGCAACATCACCGGCCTGATCCTGACCAGAGATGGCGG
CAACAACAATTCCGCCAACGAGACCTTCAGACCTGGCGGCGGAGATATCCG
GGACAACTGGCGGAGCGAGCTGTACAAGTACAAGGTGGTGAAGATCGAGC
CCCTGGGCGTGGCCCCCACCAGAGCCAAGAGAAGAGTGGTGGAGCGGGA
GAAGAGAGCCGTGGGCATCGGCGCCGTGTTTCTGGGCTTCCTGGGAGCCG
CCGGATCTACAATGGGAGCCGCCAGCATCACCCTGACCGTGCAGGCCAGA
CAGCTGCTGAGCGGCATCGTGCAGCAGCAGAGCAATCTGCTGAGAGCCAT
CGAGGCCCAGCAGCAGCTGCTGAAGCTGACAGTGTGGGGCATCAAGCAGC
TGCAGGCCAGGGTGCTGGCCGTGGAGAGATACCTGAGGGACCAGCAGCTC
CTGGGCATCTGGGGCTGCAGCGGCAAGCTGATCTGCACCACCAACGTGCC
CTGGAATAGCAGCTGGAGCAACAAGAGCTACGACGACATCTGGCAGAACAT
GACCTGGCTGCAGTGGGACAAGGAGATCAGCAACTACACCGACATCATCTA
CAGCCTGATCGAGGAGAGCCAGAACCAGCAGGAGAAGAACGAGCAGGATC
TGCTGGCCCTGGACAAGTGGGCCAACCTGTGGAACTGGTTCGACATCAGC
AAGTGGCTGTGGTACATCAGATCTTGATAATCTAGACGAGATCCGAACTTGT
TTATTGCAGCTTATAATGGTTACAAATAAAGCAATAGCATCACAAATTTCACA
AATAAAGCATTTTTTTCACTGCATTCTAGTTGTGGTTTGTCCAAACTCATCAA
TGTATCTTATCATGTCTAGATCTGAGGTATGATGATACGAGATCGAGGGTGC
GCGCATGCGAATGCGGAGGCAAGCATGCCAGGTTCCAGCCGGTGTGTGTA
GATGTGACCGAAGATCTCAGACCGGATCATTTGGTTATTGCCCGCACTGGA
GCAGAGTTCGGATCCAGTGGAGAAGAAACTGACTAAGGTGAGTATTGGGAA
AACTTTG

FIG. 15B
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GGGTGGGATTTTCAGATGGACAGATTGAGTAAAAATTTIGTTTTTTICTGTCTTG
CAGCTGACATGACT

GGAAATGCTTCTTTTAAGGGGGGGAGTCTTCAGCCCTTATCTGACAGGGCG
TCTCCCATCCTGGGCAGGAGTTCGT

Mota: los sitios de clonacion estan subrayados y en negrita

FIG. 15C
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HindIIl NcoI BStNI

1

61

121

181

241

301

361

421

AAGCTTGCCGCCACCATGGCCGCCAGAGCCAGCATCCTGAGCGGGGGCAAGCTGGACGCC
————————— B it e e i S &
TTCGAACGGCGGTGGTACCGGCGGTCTCGGTCGTAGGACTCGCCCCCGTTCGACCTGCGG

M_A_A R _A _S_TI L S G G _K_L_ D A

Stul
BStTNI BSTNI
TGGGAGAAGATCAGACTGAGGCCTGGCGGCAAGAAGAAGTACCGGCTGAAGCACCTGGTG
————————— R i R e e st

ACCCTCTTCTAGTCTGACTCCGGACCGCCGTTCTTCTTCATGGCCGACTTCGTGGACCAC
W_E_K_I R L R P G G _K__K_K_Y R_L_K_H_L_V_

HinfI BsaI
TGGGCCAGCAGAGAGCTGGATCGCTTCGCCCTGAATCCTAGCCTGCTGGAGACCACCGAG
————————— i it S it

ACCCGGTCGTCTCTCGACCTAGCGAAGCGGGACTTAGGATCGGACGACCTCTGGTGGCTC

PvuIT
PstI
GGCTGCCAGCAGATCATGAACCAGCTGCAGCCCGCCGTGAAAACCGGCACCGAGGAGATC
————————— i e e e et

CCGACGGTCGTCTAGTACTTGGTCGACGTCGGGCGGCACTTTTGGCCGTGGCTCCTCTAG
G_C_Q Q I M_N_Q L_Q P A V K T G _T_E_E I __

AAGAGCCTGTTCAACACCGTGGCCACCCTGTACTGCGTGCACCAGCGGATCGACGTGAAG
--------- et D e it el P S
TTCTCGGACAAGT TGTGGCACCGGTGGGACATGACGCACGTGGTCGCCTAGCTGCACTTC

K S——L__F_N_T_V_A_T__L_Y C V_H Q R I D V_K__
BSTNI

GATACCAAGGAGGCCCTGGACAAGATCGAGGAGATCCAGAACAAGAGCAAGCAGAAAACC

————————— i i T T

CTATGGTTCCTCCGGGACCTGTTCTAGCTCCTCTAGGTCTTGTTCTCGTTCGTCTTTTGG
D__T_K__E_A_L_D_K_TI E_E T Q N_K_S_K_Q K_T__

CAGCAGGCCGCTGCCGACACCGGCGACAGCAGCAAAGTGAGCCAGAACTACCCCATCATC
————————— i B e et B s
GTCGTCCGGCGACGGCTGTGGCCGCTGTCGTCGTTTCACTCGGTCTTGATGGGGTAGTAG
QL Q A A _A D T _G D _S S K_V_S_Q N_Y_ P I I

BStNI BStTNI
CAGAATGCCCAGGGCCAGATGATCCACCAGAACCTGAGCCCCAGAACCCTGAATGCCTGG
--------- R e e s L EE L P P L P s

GTCTTACGGGTCCCGGTCTACTAGGTGGTCTTGGACTCGGGGTCTTGGGACTTACGGACC
Q N_A_Q G_Q M_I_H _Q N_L_S_P_R _T_L_N_A W__

FIG. 16A
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Stul HaeII
GTGAAAGTGATCGAGGAAAAGGCCTTCAGCCCCGAAGTGATCCCTATGTTCAGCGCCCTG
481 --------- tmmmmmm - Hmmmm— +ommmmmm o= Fmm—————— +

CACTTTCACTAGCTCCTTTTCCGGAAGTCGGGGCTTCACTAGGGATACAAGTCGCGGGAC

Narl

KasI
HaeII BStNI BStNI
AGCGAGGGCGCCACCCCCCAGGACCTGAACGTGATGCTGAACATTGTGGGCGGACACCAG
541 --------- Fommm————— fmmm - tmmm—————- frmmm— - tmmm—m———- +

TCGCTCCCGCGGTGGGGGGTCCTGGACTTGCACTACGACTTGTAACACCCGCCTGTGGTC
S_E_G_A__T__P_Q O _L_N_V_M_L N T V_G _G_H_Q_ _

GCCGCCATGCAGATGCTGAAGGACACCATCAATGAGGAGGCCGCCGAGTGGGACAGACTG
601 ~-------- fmm——————- Fm———————— Fmmmm - fmmmm e — e +
CGGCGGTACGTCTACGACTTCCTGTGGTAGTTACTCCTCCGGCGGCTCACCCTGTCTGAC
A_A_M_Q M | K _D_T_TI_N_F_E_A_A_E_W_D_R_L__

BStNI
CACCCCGTGCAGGCCGGACCCATCCCCCCTGGCCAGATCAGAGAGCCCAGAGGCAGCGAC
661 --------- Fm—mm———-- o +--——-—--- +--m———--- Fommm +

GTGGGGCACGTCCGGCCTGGGTAGGGGGGACCGGTCTAGTCTCTCGGGTCTCCGTCGCTG
H_P_V_Q A _G_P_I P _P_G_Q T R_FE_P_R_G_S_D__

PVuIl
PstI BstXI
ATCGCCGGCACCACCTCCACCCCTCAAGAACAGCTGCAGTGGATGACCGGCAACCCTCCC
721 --------- B et o tmmmmm o B e Ho—mmm o +

TAGCGGCCGTGGTGGAGGTGGGGAGTTCTTGTCGACGTCACCTACTGGCCGTTGGGAGGG
I_A_G_T_T_S T _P_Q E_Q_ L_Q W _M_T G _N_P_P__

BSTNI
ATCCCTGTGGGCAACATCTACAAGCGGTGGATCATCCTGGGCCTGAACAAGATTGTGCGG
781 --------- +---m————- +o—— - e it e oo +

TAGGGACACCCGTTGTAGATGTTCGCCACCTAGTAGGACCCGGACTTGTTCTAACACGCC

ECORV
BStNI Apal
ATGTACAGCCCCGTGTCCATCCTGGATATCAAGCAGGGCCCCAAGGAGCCCTTCAGAGAC
841 ---—------ Fom—mmm e o i domm—m——e- Fommm - +

TACATGTCGGGGCACAGGTAGGACCTATAGTTCGTCCCGGGGTTCCTCGGGAAGTCTCTG
M_Y_S_P_V_S I L _D I K Q G P_K_E_P_F_R_D__

AgeT BStNI
TACGTGGACCGGTTCTTCAAGGCCCTGAGAGCCGAGCAGGCCACCCAGGACGTGAAGGGC
901 --------- Fm—mm— - o tommmm———— e it +-==—=-—-=- +

ATGCACCTGGCCAAGAAGT TCCGGGACTCTCGGCTCGTCCGGTGGGTCCTGCACTTCCCG
Y_V_D_R_F_F_K_A L R A E Q A T Q D _V_K_G__
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961

1081

1141

1201

1261

1321

1381

1441
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Bsal
TGGATGACCGAGACCCTGCTGGTGCAGAACGCCAACCCCGACTGCAAGAGCATCCTGAAG
--------- Bt S e et T e

ACCTACTGGCTCTGGGACGACCACGTCTTGCGGTTGGGGCTGACGTTCTCGTAGGACTTC
W_M_T_ E T L L V Q N A N P D C K S T I K

Narl
KasI ’ pFIMI
BStNI HaeII BStTNI
GCCCTGGGCAGCGGCGCCACACTGGAGGAGATGATGACCGCCTGCCAGGGAGTGGGCGGA
--------- B e sl e minkdadad Sttt deddtdads S S fsiadads o

CGGGACCCGTCGCCGCGGTGTGACCTCCTCTACTACTGGCGGACGGTCCCTCACCCGCCT
A_L_G S G _A T L _E_E M M T A C Q G V_G G __

BStXI BSTNI
CCCGGCCACAAGGCCAGAGTGCTGGCCGAGGCCATGAGCCAGGCCCAGCAGACCAACATC
————————— e e e S L R e e

GGGCCGGTGTTCCGGTCTCACGACCGGCTCCGGTACTCGGTCCGGGTCGTCTGGTTGTAG
P_G_H_K_A_R_V_L A E A M _S Q A Q Q T N _I

ATGATGCAGCGGGGCAACTTCAGAGGCCAGAAGCGGATCAAGTGCTTCAACTGCGGCAAG
————————— e Tttt ST e e
TACTACGTCGCCCCGTTGAAGTCTCCGGTCTTCGCCTAGTTCACGAAGTTGACGCCGTTC
M__M__Q__R__G__N__F__R__G_;Q__K__R__I__K__C__F__N__C__G__K__

BStNI PstI BStNI
GAGGGCCACCTGGCCAGAAACTGCAGAGCCCCCAGGAAGAAGGGCTGCTGGAAGTGTGGC
————————— e e e i T

CTCCCGGTGGACCGGTCTTTGACGTCTCGGGGGTCCTTCTTCCCGACGACCTTCACACCG
E_G_H_L_A_R_N_C_R A P R _K _ K _G _C_W_K_C G

BStXI BStNI
AAGGAAGGGCACCAGATGAAGGACTGCACCGAGAGGCAGGCCAATTTCCTGGGCAAGATT
————————— i e e aintabainile bl EE b b e bbbt
TTCCTTCCCGTGGTCTACTTCCTGACGTGGCTCTCCGTCCGGTTAAAGGACCCGTTCTAA
KE_G_H_Q M _K_D_C T_E _R_Q A N_F__L_G_K_T _

TGGCCTAGCAGCAAGGGCAGACCCGGCAATTTCCCCCAGAGCAGACCCGAGCCCACCGCC
————————— b R e DL L L L e LRt
ACCGGATCGTCGTTCCCGTCTGGGCCGTTAAAGGGGGTCTCGTCTGGGCTCGGGTGGCGG
W_P_S_S_K_G_R_P_G_N_F_P_Q S _R_P_E_P_T_ A _

CCTCCCGCCGAGCTGTTCGGCATGGGCGAGGGCATCGCCAGCCTGCCCAAGCAGGAGCAG
————————— e e T . Tttt
GGAGGGCGGCTCGACAAGCCGTACCCGCTCCCGTAGCGGTCGGACGGGTTCGTCCTCGTC
P_P_A_E_L_F_G_M_G_E__G_TI_A_ S _I_P _K_Q_ E_Q _

BSpMI BStNI

AAGGACAGAGAGCAGGTGCCCCCCCTGGTGTCCCTGAAGTCCCTGTTCGGCAACGATCCT
--------- e e e L L L S L Lt e e
TTCCTGTCTCTCGTCCACGGGGGGGACCACAGGGACTTCAGGGACAAGCCGTTGCTAGGA
K_D_R_E_Q V_P_P L _V_S_ L K_S_ L F G _N_D_P__

FIG. 16C

48



1501

1561

1621

1681

1741

1801

1861

1921

1981
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BSTNI NcoI BSTNI
8amHI BsaI BStEII
CTGAGCCAGGGATCCATGGCCCCCCAGATCACCCTGTGGCAGAGACCCCTGGTGACCGTG
————————— it T e aiadan bt
GACTCGGTCCCTAGGTACCGGGGGGTCTAGTGGGACACCGTCTCTGGGGACCACTGGCAC
~-Q_G_S_M_A_P_Q I _T_ L _W _Q R_P__L_V_T_V__
NarI
KasI
PvulI HaeIl
G CAGCTG GCTG i CCGATGATACCGTGCT‘

TTCTAGCCGCCGGTCGACTTCCIICGGGACGACCTATGTCCGCGGCTACTATGGCACGAC
K I G G _Q L K E_A L L D T G A D D T V_ L

BSpMI
GAGGACATCAACCTGCCCGGCAAGTGGAAGCCTAGAATGATCGGCGGCATCGGGGGCTTC
--------- T e e S e e s S
CTCCTGTAGTTGGACGGGCCGTTCACC|lCGGATCTTACTAGCCGCCGTAGCCCCCGAAG

ATCAAAGTGAAGCAGTACGACCAGATCCTGATCGAGATTTGCGGGAAGAAGGCCATCGGC
————————— e R et 1
TAGTTTCACTTCGTCATGCTGGTCTAGGACTAGCTCTAAACGCCCTTCTTCCGGTAGCCG
_K_V_K_Q VY _D_Q I L _I E I C G _K_K_A_TI_ G__

Apal Eagl
ACCGTGCTGGTGGGCCCCACCCCTGTGAATATCATCGGCCGGAACATGCTGACCCAGATC
————————— i B e e e
TGGCACGACCACCCGGGGTGGGGACAC||ATAGTAGCCGGCCTTGTACGACTGGGTCTAG

Bsal
GGCTGCACCCTGAACTTCCCCATCAGCCCCATCGAGACCGTGCCCGTGACCCTGAAGCCC
--------- it e e
CCGACGTGGGACTTGAAGGGGTAGTCGGGGTAGCTCTGGCACGGGCACTGGGACTTCGGG
G_C T L _N_F_P_I_S P I E_T_V_P_V_T_ L _K_ P__

GGCATGGATGGCCCCAAAGTGAAACAGTGGCCCCTGACCGAGGAGAAGATTAAGGCCCTG
————————— et e e et et 1
CCGTACCTACCGGGGTTTCACTTTGTCACCGGGGACTGGCTCCTCTTCTAATTCCGGGAC
G_M_D__G_P_K_V_K_Q W P_L_T E_E _K_TI K_A_L__

ACCGAAATCTGTACCGAGATGGAGAAGGAGGGCAAGATCAGCAAGATCGGCCCCGAGAAC
————————— i e e e el
TGGCTTTAGACATGGCTCTACCTCTTCCTCCCGTTCTAGTCGTTCTAGCCGGGGCTCTTG

CCCTACAACACCCCCATCTTCGCCATCAAGAAGAAGGACAGCACCAAGTGGCGGAAACTG
————————— e e s e s
GGGATGTTGTGGGGGTAGAAGCGGTAGTTCTTCTTCCTGTCGTGGTTCACCGCCTTTGAC
P__Y__N_T__P_I_ F_A_I__K _K_K_D_S_T K_W_R__K_L__
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2161

2221

2281

2341

2401

2461

2521
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BStNI PvuII
GTGGACTTCCGGGAGCTGAACAAGAGGACCCAGGACTTCTGGGAAGTGCAGCTGGGCATC
--------- it e S D it

CACCTGAAGGCCCTCGACTTGTTCTCCTGGGTCCTGAAGACCCTTCACGTCGACCCGTAG
V_D_F_R_E L N K _R_T_ QD _F W E V QL G I

CCCCACCCTGCCGGCCTGAAGAAGAAGAAGTCCGTGACAGTGCTGGATGTGGGCGACGCC
————————— e B e EE SR P L P
GGGGTGGGACGGCCGGACTTCTTCTTCTTCAGGCACTGTCACGACCTACACCCGCTGCGG
P_H_P_A_G__L__K__K_K_K_S_V_T_V_L_D _V_G_D_A__

BSTNI
TACTTCAGCGTGCCCCTGGACGAGAACTTCAGGAAGTACACCGCCTTCACCATCCCCAGC
--------- e e et E L e
ATGAAGTCGCACGGGGACCTGCTCTTGAAGTCCTTCATGTGGCGGAAGTGGTAGGGGTCG

Bsal
ACCAACAACGAGACCCCCGGAGTGAGATACCAGTACAACGTGCTGCCTCAGGGCTGGAAG
--------- R it e e e

TGGTTGTTGCTCTGGGGGCCTCACTCTATGGTCATGTTGCACGACGGAGTCCCGACCTTC
T_N_N_E T P_G _V_R_Y Q _Y_N_V_1L_P_Q G _W_K__

BSTXI BSTNI
GGCAGCCCCGCCATCTTCCAGAGCAGCATGACCAAGATCCTGGAGCCCTTCCGGAGCAAG
————————— et S e B S s
CCGTCGGGGCGGTAGAAGGTCTCGTCGTACTGGTTCTAGGACCTCGGGAAGGCCTCGTTC
G_S_P _A I F Q S S M T _K_I _L_E P F_R_ S K

PfIMI
AACCCCGAGATCATCATCTACCAGTACATGGCCGCCCTGTATGTGGGCAGCGATCTGGAG
————————— i ittt D e D it ST L B LDt
TTGGGGCTCTAGTAGTAGATGGTCATGTACCGGCGGGACATACACCCGTCGCTAGACCTC
N_P_E_I I T Y Q Y M A A L Y V_G S _D_Lt_E__

Apal BspMI
ATCGGCCAGCACAGGACCAAGATCGAAGAGCTGAGGGCCCACCTGCTGAGCTGGGGCTTC
--------- i e it e e e
TAGCCGGTCGTGTCCTGGTTCTAGCTTCTCGACTCCCGGGTGGACGACTCGACCCCGAAG
I_G_Q H_R_T_K_I_E_E_L_R_A_H_L_L_S W _G_F__

ACCACCCCCGATAAGAAGCACCAGAAGGAGCCCCCTTTCCTGTGGATGGGCTACGAGCTG
--------- T et D e E R s
TGGTGGGGGCTATTCTTCGTGGTCTTCCTCGGGGGAAAGGACACCTACCCGATGCTCGAC
T_T_P_D_K_K_H_Q K_E_P_P_F_L_W_M_G_Y_E_L__

CACCCCGATAAGTGGACCGTGCAGCCCATCATGCTGCCCGATAAGGAGAGCTGGACCGTG
--------- R aant e R A e ettt
GTGGGGCTATTCACCTGGCACGTCGGGTAGTACGACGGGCTATTCCTCTCGACCTGGCAC
H_P_D_K_W_T_ V. _Q_ P_I M L _P_D_K_E_S _W_T V__
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2581

2641

2701

2761

2821

2881

2941

3001
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PFfIMI
AACGACATCCAGAAACTGGTGGGCAAGCTGAATTGGGCCAGCCAAATCTACGCCGGCATT
--------- et e S e it LT TS

TTGCTGTAGGTCTTTGACCACCCGTTCGACTTAACCCGGTCGGTTTAGATGCGGCCGTAA
N_D_T_ Q K_L_V_G_K_L_N_W_A_S Q I Y A G_I__

NarI

KasI

PvuIlIl HaeII
AAAGTGAAGCAGCTGTGCAGGCTGCTGAGAGGCGCCAAAGCCCTGACAGACATCGTGACA
————————— et R e et et~

TTTCACTTCGTCGACACGTCCGACGACTCTCCGCGGTTTCGGGACTGTCTGTAGCACTGT

CTGACAGAGGAGGCCGAGCTGGAGCTGGCCGAGAACAGGGAGATCCTGAAGGACCCCGTG
--------- e e e L e e
GACTGTCTCCTCCGGCTCGACCTCGACCGGCTCTTGTCCCTCTAGGACTTCCTGGGGCAC
L_T_E_E_A_E L E L A E N R E I L K D _P_V __

BStNI HinfI BStNI
CACGGCGTGTACTACGACCCCAGCAAGGACCTGGTGGCCGAGAT TCAGAAGCAGGGCCAG
————————— e ettt B B i St LT S

GTGCCGCACATGATGCTGGGGTCGTTCCTGGACCACCGGCTCTAAGTCTTCGTCCCGGTC
H_G_V_Y__Y_DO_P_S K _D_L_V_A E_TI_Q K _Q_G_Q __

BStNI
GACCAGTGGACCTACCAAATCTACCAGGAGCCTTTCAAGAACCTGAAAACCGGGAAGTAC
————————— R et e E S P PP e S
CTGGTCACCTGGATGGTTTAGATGGTCCTCGGAAAGTTCTTGGACTTTTGGCCCTTCATG
D_Q W __T_Y_ _Q _I_Y_ _Q E_P_F_ K _N__L__K_T__G__K_Y__

BStNI HaeIl PvulIl
GCCAGGAAGAGAAGCGCCCACACCAACGATGTGAGGCAGCTGGCCGAAGTGGTGCAGAAA
--------- e e e e it

CGGTCCTTCTCTTCGCGGGTGTGGTTGCTACACTCCGTCGACCGGCTTCACCACGTCTTT
A_R_K_R_S_ A _H _T_N_D_V_R _Q | A E_V_V_Q K__

GTGGCTATGGAGAGCATCGTGATCTGGGGCAAGACCCCCAAGTTCAAGCTGCCCATCCAG
————————— e et St e L LR b ps
CACCGATACCTCTCGTAGCACTAGACCCCGTTCTGGGGGTTCAAGTTCGACGGGTAGGTC
V_A_M_E S T V_ I W _G_K_T_ P K _F_K_ L _P I Q

BSTNI HinfI
BsaIl BStNI BStNI
AAGGAGACCTGGGAAACCTGGTGGATGGACTACTGGCAGGCCACCTGGATTCCTGAGTGG
————————— e S e e St

TTCCTCTGGACCCTTTGGACCACCTACCTGATGACCGTCCGGTGGACCTAAGGACTCACC
KE_T_W_E_T W _W_M_D_Y W_Q A_T_W_I P _E W__
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Pvull BStNI
GAGTTCGTGAACACCCCCCCTCTGGTGAAGCTGTGGTATCAGCTGGAGAAGGACCCCATC
3061 --------- e el Fommm - - trmmrm———— tmmmm————— +

CTCAAGCACTTGTGGGGGGGAGACCACTTCGACACCATAGTCGACCTCTTCCTGGGGTAG

Narl
KasI
HaeII Bsal Bsal
CTGGGCGCCGAGACCTTCTACGTGGACGGAGCCGCCAATAGAGAGACCAAGCTGGGCAAG
3121 ----——---- Fo— $ommm - it 4o 4o +

GACCCGCGGCTCTGGAAGATGCACCTGCCTCGGCGGTTATCTCTCTGGTTCGACCCGTTC
LG _A_E_T_F _Y_V_ D G A A N R_E T K_ I G _K__

GCCGGCTACGTGACCGACAGAGGCAGACAGAAAGTGGTGTCTCTGACCGAGACAACCAAC
3181 --—------- et e Fomm—— - Frm——————— o ———— o —— - +
CGGCCGATGCACTGGCTGTCTCCGTCTGTCTTTCACCACAGAGACTGGCTCTGTTGGTTG
A_G_Y_V_T D_R_G_R Q K _V_V_S | T _E T_T_N__

BStXI PstI
CAGAAAACCGAGCTGCACGCCATCCTGCTGGCCCTGCAGGACAGCGGCAGCGAAGTGAAC
3241 --------- Fomm—m———— e - e e T E o +

GTCTTTTGGCTCGACGTGCGGTAGGACGACCGGGACGTCCTGTCGCCGTCGCTTCACTTG
Q _K_T_E__L_H_A_T_ I __L_A_I_Q D S G _S_E__V_N_

HinfI BSTNI
ATCGTGACCGACTCCCAGTACGCCCTGGGCATCATTCAGGCCCAGCCCGATAGAAGCGAG
3301 --------- e e bl e Rl e et pm—mmmm——- +

TAGCACTGGCTGAGGGTCATGCGGGACCCGTAGTAAGTCCGGGTCGGGCTATCTTCGCTC
I_V_T _D_S QY A L G I I Q A Q P_D_R_S_E__

AGCGAGCTGGTGAACCAGATCATCGAGAAGCTGATCGGCAAGGACAAAATCTACCTGAGC
3361 -----=--- R el Fommm———— st E LT 4ommmmmmeo e +
TCGCTCGACCACTTGGTCTAGTAGCTCTTCGACTAGCCGTTCCTGTTTTAGATGGACTCG
S E_L_V_N_Q T T F K _L_T G _K_D_K_TI_Y_ L_S__

BspMI
TGGGTGCCCGCCCACAAGGGCATCGGCGGCAACGAGCAGGTGGACAAGCTGGTGTCCAGC
3421 --------- tommmm - Fo———————- $rmmm - $omm——————— $mmmmmm——— +

ACCCACGGGCGGGTGTTCCCGTAGCCGCCGTTGCTCGTCCACCTGTTCGACCACAGGTCG

BStNI
GGCATCCGGAAAGTGCTGTTTCTGGACGGCATCGACAAGGCCCAGGAGGACCACGAGAGA
3481 --------- - T e Frmmm pmmemm o +
CCGTAGGCCTTTCACGACAAAGACCTGCCGTAGCTGTTCCGGGTCCTCCTGGTGCTCTCT
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BspMI
TACCACAGCAACTGGCGGACAATGGCCAGCGACTTCAACCTGCCTCCCATCGTGGCCAAG
3541 --------- o —————— Fmmm—————- fommm——m o ————— tmm——————— +

ATGGTGTCGTTGACCGCCTGTTACCGGTCGCTGAAGTTGGACGGAGGGTAGCACCGGTTC
Y_H_S__N_W_R_T_ M _A_ S _O_F_N_L_P_P_T V_A_ K

Pvull PvuIll : BSENI
GAGATCGTGGCCAGCTGCGATAAGTGTCAGCTGAAGGGCGAGGCCATGCACGGCCAGGTG
3601 --------- 4mmmmmm——— tommmmm e oo temmmmemm— e D L +

CTCTAGCACCGGTCGACGCTATTCACAGTCGACTTCCCGCTCCGGTACGTGCCGGTCCAC

eE_I_V__A_S_C__b_K_C_Q i__K_G_E_A_M__H_G_Q_V__

PstI BStNI Pvull BStNI HinfI
GACTGCAGCCCTGGCATCTGGCAGCTGGCCTGCACCCACCTGGAGGGCAAAGTGATTCTG
3661 --------- i o fommmmm— - o Rt L +

CTGACGTCGGGACCGTAGACCGTCGACCGGACGTGGGTGGACCTCCCGTTTCACTAAGAC
D_C_S_P_G_I W _Q L _A C_ T _H_L_E_G _K_V__TI L__

HinfI Bsal BStNI
GTGGCCGTGCACGTGGCCAGCGGCTACATCGAGGCCGAAGTGATTCCCGCCGAGACCGGC
3721 --~------ tommmm e e o tommm - frmmme - +

CACCGGCACGTGCACCGGTCGCCGATGTAGCTCCGGCTTCACTAAGGGCGGCTCTGGCCG
V_A_V_H_V_A S G Y_I_E_A_E_V_ T P A E T G _

BsaIx
CAGGAGACCGCCTACTTCCTGCTGAAGCTGGCCGGCAGATGGCCCGTGAAAGTGGTGCAC
3781 -------—- o ———— tommm—————— o ——— tommm————— +ommmm - +
GTCCTCTGGCGGATGAAGGACGACTTCGACCGGCCGTCTACCGGGCACTTTCACCACGTG
Q_E_T_A_Y_F__L_t_ K_L_A G _R_W_P_V__K_V_V_ H__

ACCGCCAACGGCAGCAACTTCACCTCTGCCGCCGTGAAGGCCGCCTGTTGGTGGGCCAAT
3841 -----—--—-- H-——— - o= Bt B o +
TGGCGGTTGCCGTCGTTGAAGTGGAGACGGCGGCACTTCCGGCGGACAACCACCCGGTTA
T_A_N_G_S_N_F_T_S_A A V_K_A _A_C_W_W_ A_N__

pPfiMI

BStNI
ATCCAGCAGGAGTTCGGCATCCCCTACAACCCTCAGAGCCAGGGCGTGGTGGCCAGCATG
3901 --------- 4 —m———- - dm———e et T +

TAGGTCGTCCTCAAGCCGTAGGGGATGTTGGGAGTCTCGGTCCCGCACCACCGGTCGTAC
I_Q _Q €& _F _G_TI _P_Y N_P_Q S Q G _V_V_A_S _M__

BStNI BStNI
AACAAGGAGCTGAAGAAGATCATCGGCCAGGTGAGGGACCAGGCCGAGCACCTGAAAACA
3961 --------- - $-—mmmmmmm 4mmmmmm ommmemenm L LT e +

TTGTTCCTCGACTTCTTCTAGTAGCCGGTCCACTCCCTGGTCCGGCTCGTGGACTTTTGT
N__K_E L K K I I G6_Q V_R D _Q A E H L K T _

GCCGTGCAGATGGCCGTGTTCATCCACAACTTCAAGCGGAAGGGCGGCATTGGCGGCTAC

4021 --------- pmmmmmm——— 4o o - tomm - $ommmmm——— +
CGGCACGTCTACCGGCACAAGTAGGTGTTGAAGTTCGCCTTCCCGCCGTAACCGCCGATG
A_V_Q M_A_V_F_T _H_N_F_K_R_K_G G I G _G_Y_ _

FIG. 16
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HaeIl ECORV PstI
AGCGCCGGAGAGCGGATCATCGACATCATCGCCACCGATATCCAGACCAAGGAACTGCAG
————————— e e e e N s J

TCGCGGCCTCTCGCCTAGTAGCTGTAGTAGCGGTGGCTATAGGTCTGGTTCCTTGACGTC
S_ A G E R I I D I I A T D I Q T K E L Q

Hinf1
AAGCAGATCACCAAGATTCAGAACTTCAGAGTGTACTACCGGGACAGCAGGGACCCCATC
--------- R D e D 3
TTCGTCTAGTGGTTCTAAGTCTTGAAGTCTCACATGATGGCCCTGTCGTCCCTGGGGTAG
K_.Q I T K_I_Q N_F R _V_Y_Y_R_D_S_R_D_P_I__

NarI
KasI
Apal HaeIl BStNI
TGGAAGGGCCCTGCCAAGCTGCTGTGGAAGGGCGAAGGCGCCGTGGTGATCCAGGACAAC
————————— e R e e e s

ACCTTCCCGGGACGGTTCGACGACACCTTCCCGCTTCCGCGGCACCACTAGGTCCTGTTG
W_K_G_P_A_K_L_L_W K _G_E_G A V. _V_ I Q D N __

HinfI
AGCGACATCAAAGTGGTGCCCCGGAGGAAGGCCAAGATTCTGCGGGACTACGGCAAACAG
————————— it e e e ittt

TCGCTGTAGTTTCACCACGGGGCCTCCTTCCGGTTCTAAGACGCCCTGATGCCGTTTGTC
S_D__TI_K_V_V_P_R_R_K_A_K_T | __R_D_Y_G_K_Q

BglII
ATGGCCGGCGATGACTGCGTGGCCGGCAGGCAGGATGAGGACAGATCTATGGGCGGCAAG
————————— et e ittt T TS
TACCGGCCGCTACTGACGCACCGGCCGTCCGTCCTACTCCTGTCTAGATACCCGCCGTTC
M_A_G_D _D_C_V_A_G_R_Q D _E D R_S M_G _G__K__

TGGTCCAAGGGCAGCATTGTGGGCTGGCCCGAGATCCGGGAGAGAATGAGAAGAGCCCCT
————————— et e e Sttt D e L e P
ACCAGGTTCCCGTCGTAACACCCGACCGGGCTCTAGGCCCTCTCTTACTCTTCTCGGGGA
W_S_K_G_S_I _V_G _W_P_E_I R _E R _M_R_R__A_P__

NarI NarI
KasI KasI
BStNI HaeIl HaeIl
GCCGCCGCTCCTGGAGTGGGCGCCGTGTCTCAGGATCTGGATAAGCACGGCGCCATCACC
————————— el e e DL DL Se L D LB Rt

CGGCGGCGAGGACCTCACCCGCGGCACAGAGTCCTAGACCTATTCGTGCCGCGGTAGTGG
A_A_A__P_G_V_G__A_V_S_Q _D_t_D_K_H_G_A_T_ T _

PVvulIl BStNI
AGCAGCAACATCAACAACCCCAGCTGTGTGTGGCTGGAGGCCCAGGAAGAGGAGGAAGTG
————————— e e it S L LR TR
TCGTCGTTGTAGTTGTTGGGGTCGACACACACCGACCTCCGGGTCCTTCTCCTCCTTCAC
S__S__N_I_N_N_P_S_C_V_W_L E A _Q E_E_E_E_V__

FIG. 16/
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Narl

KasI

BsaIl BstNI BsaI HaellI
GGCTTCCCTGTGAGACCCCAGGTGCCCCTGAGACCCATGACCTACAAGGGCGCCTTCGAC
————————— ettt B et e EE L L PR L PP T r e

CCGAAGGGACACTCTGGGGTCCACGGGGACTCTGGGTACTGGATGTTCCCGCGGAAGCTG
G_F_P_V_R_P_Q_V P _L_R P _M_T VY K_G_A F_D__

BSTNI
CTGAGCCACTTCCTGAAGGAGAAGGGCGGCCTGGACGGCCTGATCTACAGCCGGAAGCGG
————————— e D e e L T e

GACTCGGTGAAGGACTTCCTCTTCCCGCCGGACCTGCCGGACTAGATGTCGGCCTTCGCC
LS _H F L K _E K _ G _G_L_D_G_L_TI Y S R_K_R__

BSTNI BStNI
CAGGAGATCCTGGATCTGTGGGTGTACCACACCCAGGGCTACTTCCCCGACTGGCAGAAT
————————— et e e et ¥

GTCCTCTAGGACCTAGACACCCACATGGTGTGGGTCCCGATGAAGGGGCTGACCGTCTTA
Q_E_TI_L_D__L__W_V_Y_H_T_Q_ G_Y_F__P_D_W_Q N__

BSTNI BStNI !
TACACCCCTGGCCCTGGAGTGCGGTATCCCCTGACCTTCGGCTGGTGCTTCAAGCTGGTG
————————— et et R e S
ATGTGGGGACCGGGACCTCACGCCATAGGGGACTGGAAGCCGACCACGAAGTTCGACCAC
Y_T_P_G_P_G_V__R_Y_P_I_T F_G W C_F_K_L_V__

CCTATGGAGCCCGACGAAGTGGAGAAGGCCACAGAGGGCGAGAACAACAGCCTGCTGCAC
————————— et e e L L LR e e
GGATACCTCGGGCTGCTTCACCTCTTCCGGTGTCTCCCGCTCTTGTTGTCGGACGACGTG
P_M_E_P_D_E_V_E K A T_E_G_E_N_N_S_L L H_

CCTATCTGCCAGCACGGCATGGACGATGAGGAGCGGGAAGTGCTGATCTGGAAGTTCGAC
————————— it S e it ¥
GGATAGACGGTCGTGCCGTACCTGCTACTCCTCGCCCTTCACGACTAGACCTTCAAGCTG
P_I _C _Q H_G M_D D_E_E _R_E_V_L_ I _W_K_F_D

BStNI
AGCAGGCTGGCCCTGAAGCACAGAGCCCAGGAACTGCACCCAGAGTTCTACAAGGACTGC
————————— e s Sttt g

TCGTCCGACCGGGACTTCGTGTCTCGGGTCCTTGACGTGGGTCTCAAGATGTTCCTGACG

BclI xbat
TGATGATCATAATAATCTAGAA
-————— - - - + ————————— +--
ACTACTAGTATTATTAGATCTT

* FIG. 16J
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HindIII BsSpMI
AAGCTTGCCGCCACCATGAGGGTGATGGAGATCCAGCGGAACTGCCAGCACCTGCTGAGA
--------- B it e et Tttt R
TTCGAACGGCGGTGGTACTCCCACTACCTCTAGGTCGCCTTGACGGTCGTGGACGACTCT
M_R_V_M_E_I_Q_R_N_C_Q_H_L_L_R__

BSTNI PstI BStEII
TGGGGCATCATGATCCTGGGCATGATTATCATCTGCAGCACCGCCGACAACCTGTGGGTG
--------------------------- e R &
ACCCCGTAGTACTAGGACCCGTACTAATAGTAGACGTCGTGGCGGCTGTTGGACACCCAC

BsaI
ACCGTGTACTACGGCGTGCCTGTGTGGAGAGATGCCGAGACCACCCTGTTCTGCGCCAGC
--------------------------- R et T T e
TGGCACATGATGCCGCACGGACACACCTCTCTACGGCTCTGGTGGGACAAGACGCGGTCG

Stul
GACGCCAAGGCCTACAGCACCGAGAAGCACAATGTGTGGGCCACCCACGCCTGCGTGCCT
——————————————————————————— +_—--———-—+—_———_—_— __..______
CTGCGGTTCCGGATGTCGTGGCTCTTCGTGTTACACACCCGGTGGGTGCGGACGCACGGA
D_A_K_A Y __S_T E K _H _N_V_W A T _H_A_C_V_P

BStTNI
ACCGATCCCAACCCTCAGGAGATCCCCCTGGACAACGTGACCGAGGAGTTCAACATGTGG

AAGAACAACATGGTGGACCAGATGCACGAGGACATCATCAGCCTGTGGGACCAGAGCCTG
--------- At S St sk
TTCTTGTTGTACCACCTGGTCTACGTGCTCCTGTAGTAGTCGGACACCCTGGTCTCGGAC
KN_N_M_V_D _Q M _H_E_D_ T T _S_L_W D Q_ S I__
PvulIl Pstl
AAGCCCTGCGTGCAGCTGACCCCCCTGTGCGTGACCCTGAACTGCAGCAACGCCAGAGTG
———————————————————————————————————— omm o —— ot
TTCGGGACGCACGTCGACTGGGGGGACACGCACTGGGACTTGACGTCGTTGCGGTCTCAC
KpP_C_Vv_Q_ L_T_P_L_C_V__T__tL _N_C_S_N_A_R_V__

pPstl
AACGCCACCIlCAACTCCACCGAGGACAGGGAGGGCATGAAGAACTGCAGCTTCAACATG
——————————————————————————— et e e e e
TTGCGGTGGAAGTTGAGGTGGCTCCTGTCCCTCCCGTACTTCTTGACGTCGAAGTTGTAC
N_A_T__F_N_S_T__E_D_R_E_G_M_K__N_C_S_F_N_M__

BSpMI
ACCACCGAGCTGCGGGATAAGAAGCAGCAGGTGTACAGCCTGTTCTACCGGCTGGACATC
———————————————————————————————————— +———_—_—-—+—--—_—-—_
TGGTGGCTCGACGCCCTATTCTTCGTCGTCCACATGTCGGACAAGATGGCCGACCTGTAG
T_T_E_L R D_K _K_Q Q V_ Y S L_F_ Y R L D I

FIG. 17A
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: HaeIll
GAGAAGATCAACAGCAGCAACAACAACAGCGAGTACCGGCTGGTGAACTGCAATACCAGC
--------- i e R e S LT Ty

CTCTTCTAGTTGTCGTCGTTGTTGT TGTCGCTCATGGCCGACCACTTGACGTTATGGTCG

Stul
BStNI BSTEII
GCCATCACCCAGGCCTGCCCTAAGGTGACCTTCGAGCCCATCCCCATCCACTACTGCGCC
————————— e s e e et et

CGGTAGTGGGTCCGGACGGGATTCCACTGGAAGCTCGGGTAGGGGTAGGTGATGACGCGG

CCTGCCGGCTTCGCCATCCTGAAGTGCAACGACACCGAGTTCAATGGCACCGGCCCCTGC
————————— R it R e T T T T P TS
GGACGGCCGAAGCGGTAGGACTTCACGTTGCTGTGGCTCAAGTTACCGTGGCCGGGGACG
P_A_G__F__A_I 1 K _C _N_D_T_ E _F_N_G_T_G P_C__

PvuIl
AAGAATGTGAGCACCGTGCAGTGCACCCACGGCATCAAGCCCGTGGTGTCCACCCAGCTG
————————— R R e N e
TTCTTACACTCGTGGCACGTCACGTGGGTGCCGTAGTTCGGGCACCACAGGTGGGTCGAC

BStNI
CTGCTGAACGGCAGCCTGGCCGAGAGAGAAGTGCGGATCAGGAGCGAGAACATCGCCAAC
————————— L ainiadeieiehaiadiel S indadaiiaint: Satedebebeabetedats haleiededded b ittt et
GACGACTTGCCGTCGGACCGGCTCTCTCTTCACGCCTAGTCCTCGCTCTTGTAGCGGTTG
L_L_N_G_S_tL_A E_R_E_V_R_I_R_S_F_N_I_ A N__

AACGCCAAGAACATCATCGTGCAGTTCGCCAGCCCCGTGAAGATCAACTGCATCCGGCCC
--------- T et e et
TTGCGGTTCTTGTAGTAGCACGTCAAGCGGTCGGGGCACTTCTAGTTGACGTAGGCCGGG
N__A_K_N_I I V_Q F A _S P _V_K_I _N_C I R_P__

HinfI  BStNI
AACAACAATACCCGGAAGAGCTACAGAATCGGCCCTGGCCAGACCTTCTACGCCACCGAC
--------- R St B i T
TTGTTGTTATGGGCCTTCTCGATGTCTTAGCCGGGACCGGTCTGGAAGATGCGGTGGCTG
N_N_N_T_R_K_S_Y R _I G P _G_Q T F_Y_A_T_D__

BSTNI
ATTGTGGGCGACATCAGACAGGCCCACTGCAACGTGTCCAGGACCGACTGGAACAACACC
————————— i et e

TAACACCCGCTGTAGTCTGTCCGGGTGACGTTGCACAGGTCCTGGCTGACCTTGTTGTGG
I_V_G_D_TI R Q A _H_ C_N_V_S_R_ T _D_W_N_N_T_ _

Pvull Scal
CTGAGACTGGTGGCCAACCAGCTGCGGAAGTACTTCAGCAACAAGACCATCATCTTCACC
————————— R it D

GACTCTGACCACCGGTTGGTCGACGCCTTCATGAAGTCGTTGTTCTGGTAGTAGAAGTGG
L_R_L_V_A_N Q L _R_K_Y_F__S_N_K_T T T F T__

FIG. 17B
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BStTNI
Bsal
AACAGCAGCGGCGGAGACCTGGAGATCACCACCCACAGCTTCAATTGTGGCGGCGAGTTC
1081 --------- tommmmm - o o e +o—mmm - +

TTGTCGTCGCCGCCTCTGGACCTCTAGTGGTGGGTGTCGAAGT TAACACCGCCGCTCAAG
N_S_S_G_G_D_L_E_TI T T _H_S_F_N_C_G_G_E_F__

BStNI HinfI
TTCTACTGCAACACCTCCGGCCTGTTCAATAGCACCTGGACCACCAACAACATGCAGGAG
1141 --------- Fo—mmm - Fomm - Fo—m t-mmm————— Fo—mm————— +

AAGATGACGTTGTGGAGGCCGGACAAGTTATCGTGGACCTGGTGGTTGTTGTACGTCCTC

TCCAACGACACCAGCAACGGCACCATCACCCTGCCCTGCCGGATCAAGCAGATCATCCGG
1201 --------- tmomm————— Fommmmm - tommmmmem ommmm— e o= +
AGGTTGCTGTGGTCGTTGCCGTGGTAGTGGGACGGGACGGCCTAGTTCGTCTAGTAGGCC

BSENI HinfI
ATGTGGCAGCGCGTGGGCCAGGCCATGTACGCCCCTCCCATCGAGGGCGTGATTCGCTGC
1261 ~=------- fom ommmmmemm mmmmmme - rmmmmmm tmm—mmm - +

TACACCGTCGCGCACCCGGTCCGGTACATGCGGGGAGGGTAGCTCCCGCACTAAGCGACG
M_W_Q R_V_G_Q A M _Y_ A P P I E _G_V_I_R_C_

GAGAGCAACATCACCGGCCTGATCCTGACCAGAGATGGCGGCAACAACAATTCCGCCAAC
1321 -----mmm-- fom e $mmmmm———- $omm——————- tommm tmm—— +
CTCTCGTTGTAGTGGCCGGACTAGGACTGGTCTCTACCGCCGTTGTTGT TAAGGCGGTTG
E_S_N_I T G_L_I L T R D _G_G _N_N_N_S_ A N__

BsaIl BStNI ECORV
GAGACCTTCAGACCTGGCGGCGGAGATATCCGGGACAACTGGCGGAGCGAGCTGTACAAG
1381 -~ -———--—-- - e e tommm————— o Fommmmmm - +
CTCTGGAAGTCTGGACCGCCGCCTCTATAGGCCCTGTTGACCGCCTCGCTCGACATGTTC
E_T_F_R_P_G_G G _D_TI _R_D_N_W R S _E_L_Y_ K__

BSTNI
TACAAGGTGGTGAAGATCGAGCCCCTGGGCGTGGCCCCCACCAGAGCCAAGAGAAGAGTG
1441 --------—- Fommmm - Fommm— fm———————— dm——————— fm———————— +
ATGTTCCACCACTTCTAGCTCGGGGACCCGCACCGGGGGTGGTCTCGGTTCTCTTCTCAC
Y_K_V_V_K_I_E__P_L_G_V_A_ P_T_ _R_A_K_R_R_V__

NarI
KasI
HaeIl BStNI
GTGGAGCGGGAGAAGAGAGCCGTGGGCATCGGCGCCGTGTTTCTGGGCTTCCTGGGAGCC
1501 --------- dommmmm e Fmmm—————— Fmm——————- Fom——mm e e —————— +

CACCTCGCCCTCTTCTCTCGGCACCCGTAGCCGCGGCACAAAGACCCGAAGGACCCTCGG
V_E_R_E_K_R _A_V_G_ I G _A_V_F_ L _G F_L_G_A__

FIG. 17C
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PVuII
GCCGGATCTACAATGGGAGCCGCCAGCATCACCCTGACCGTGCAGGCCAGACAGCTGCTG
————————— R et e e e L
CGGCCTAGATGTTACCCTCGGCGGTCGTAGTGGGACTGGCACGTCCGGTCTGTCGACGAC
A_G__S_T_M_G_A_A_S_ I T L _ T V_Q A_R _Q L_L__

PVUIT
AGCGGCATCGTGCAGCAGCAGAGCAATCTGCTGAGAGCCATCGAGGCCCAGCAGCAGCTG
--------- e A L S P L e P e
TCGCCGTAGCACGTCGTCGTCTCGTTAGACGACTCTCGGTAGCTCCGGGTCGTCGTCGAC
S_G_I VvV _Q G Q S _N_t_ L R _A I E_A_Q _Q Q t_

PVUuII BstXI

PstI BStNI
CTGAAGCTGACAGTGTGGGGCATCAAGCAGCTGCAGGCCAGGGTGCTGGCCGTGGAGAGA
--------- it el e D L LD
GACTTCGACTGTCACACCCCGTAGTTCGTCGACGTCCGGTCCCACGACCGGCACCTCTCT
LK LT _V_W_G_TI K _Q L _Q A R_V_L_A V_E_R__

BSTNI PstI
TACCTGAGGGACCAGCAGCTCCTGGGCATCTGGGGCTGCAGCGGCAAGCTGATCTGCACC
————————— e A e et e
ATGGACTCCCTGGTCGTCGAGGACCCGTAGACCCCGACGTCGCCGTTCGACTAGACGTGG
Y_L_R D _Q Q L L G I W G C_S G K _L_TI C_T__

BStNI PVUuIl
ACCAACGTGCCCTGGAATAGCAGCTGGAGCAACAAGAGCTACGACGACATCTGGCAGAAC
--------- e ettt e e Rt
TGGTTGCACGGGACCTTATCGTCGACCTCGTTGTTCTCGATGCTGCTGTAGACCGTCTTG

PstI
BStNI
ATGACCTGGCTGCAGTGGGACAAGGAGATCAGCAACTACACCGACATCATCTACAGCCTG
————————— R e e e e S L L L e

TACTGGACCGACGTCACCCTGTTCCTCTAGTCGTTGATGTGGCTGTAGTAGATGTCGGAC
M_T_w_t_Q wW D K _E_I S N Y T D _ I I Y S_L__

BStNI
ATCGAGGAGAGCCAGAACCAGCAGGAGAAGAACGAGCAGGATCTGCTGGCCCTGGACAAG
--------- e s e L L LN S PR e
TAGCTCCTCTCGGTCTTGGTCGTCCTCTTCTTGCTCGTCCTAGACGACCGGGACCTGTTC
I_E_E_S_Q N_Q Q E_K_N_E_Q D _L_L A L D _K_

PFIMI Bg1IX
TGGGCCAACCTGTGGAACTGGTTCGACATCAGCAAGTGGCTGTGGTACATCAGATCTTGA
--------- R et e R et ST LT
ACCCGGTTGGACACCTTGACCAAGCTGTAGTCGTTCACCGACACCATGTAGTCTAGAACT
W__A_N_L_ W _N_W_F_D _I S_K W L _wW Y I R S _*

Xbal
TAATCTAGAA

ATTAGATCTT FIG' 1 7D
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IAVA — Evaluacion de los c_onstructos AdH5
clonados en CB6F1; DIA 10 — Elispot
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FCC/05.003: Media de las respuestas a las mezclas de la biblioteca de péptidos del VIH del clado A por

IL-2 Elispot 10 dias post-primovacunacion

Cada barra representa la media de 4 muestras (cada una analizada por triplicado) +/- Error Estandar
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@ Mezcla 1: Gag

O Mezcla 2: RT

& Mezcla 3: Integr.
B Mezcla 4: Nef

@ Medio

o
&

i & g 8 8 °

s0l20ualdsa 5[} ¥ L/EYDIUBW 3P SEI0PELLID) SBINY)

CB-GRIN F1 Control neg;‘i
CE-GRN F1 Control neq Balb/c F ’G 22

C6-GRN Balblc

C6-GRIN Balbfe
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