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DESCRIPCION
Constructos de antigenos utiles en la deteccion y la diferenciacion de anticuerpos contra el VIH
Antecedentes de la invencion

Esta invencion se refiere de forma general a inmunoensayos para la deteccion y la diferenciacion de anticuerpos
contra el virus de la inmunodeficiencia humana de tipo 1 (VIH-1) del Grupo M, contra el VIH-1 del Grupo O y contra
el virus de la inmunodeficiencia humana de tipo 2 (VIH-2). Mas particularmente, la invencion se refiere a nuevos
constructos de antigeno utiles como reactivos en dichos ensayos, asi como a polinucleétidos, clones de ADN,
vectores de expresion, células hospedadoras transformadas y similares que son utiles en la preparacion de dichos
antigenos.

La deteccion de una infeccion por VIH en un paciente y la caracterizacion del tipo virico se llevan a cabo tipicamente
mediante el uso inmunoensayos que se basan en la alta interaccion especifica entre los antigenos usados como
reactivos y los anticuerpos circulantes en el suero del paciente. La inmunorreactividad de los anticuerpos del
paciente con algunos antigenos, y en menor grado o ninguno con otros, permite la identificacion del tipo y del
subtipo del VIH que esta presente.

Actualmente existen dos grupos filogenéticos principales del VIH-1 denominados como Grupos "M"y "O." G. Meyers
y col., Human Retroviruses and AIDS 1995, Los Alamos National Laboratory, Los Alamos, NM (1995). Las cepas
clinicas del VIH-1 del Grupo M se han dividido adicionalmente en subgrupos (A hasta J) que estan aproximadamente
equidistantes filogenéticamente entre si. Las cepas clinicas del Grupo M predominan en todo el mundo. Los
informes mas recientes sobre la secuencia del VIH-1 del Grupo O indican que estos virus estaban tan
estrechamente relacionados con un virus de chimpancé como con otros subgrupos del VIH-1. Véase, por ejemplo, L.
G. Gurtler y col., J. Virology 68; 1581 - 1585 (1994); M. Vanden Haesevelde y col., J. Virology 68: 1586 - 1596
(1994); De Leys y col., J. Virology 64: 1207 - 1216 (1990); DeLeys y col., Patente de EE.UU. N° 5.304.466; L. G.
Glrtler y col., Publicacion de Patente Europea N 591914 A2. Las secuencias del Grupo O son las mas divergentes
de las secuencias del VIH-1 descritas hasta la fecha. Aunque las cepas del VIH-1 del Grupo O son endémicas del
Africa central occidental (Camerun, Guinea Ecuatorial, Nigeria y Gabén), ahora se han identificado pacientes
infectados con cepas clinicas del Grupo O en Bélgica, Francia, Alemania, Espafia y Estados Unidos. Véase, por
ejemplo, R. DelLeys y col., supra; P. Charneau y col., Virology 205: 247 - 253 (1994); |. Loussert-Ajaka y col., J.
Virology 69: 5640 - 5649 (1995); H. Hampl y col., Infection 23: 369 - 370 (1995); A. Mas y col., AIDS Res. Hum.
Retroviruses 12: 1647 - 1649 (1996); M. Peters y col., AIDS 11: 493 - 498 (1997); y M. A. Rayfield y col., Emerging
Infectious Diseases 2: 209 - 212 (1996).

La serologia del VIH-1 del Grupo M se caracteriza en su mayor parte por las secuencias de aminoacidos de las
proteinas viricas expresadas (antigenos), particularmente aquellas que comprenden las regiones del nucleo y de la
cubierta (env). Como entre diversas cepas de este virus de rapida mutacion, estos antigenos son estructural y
funcionalmente similares, pero tienen secuencias de aminoacidos divergentes que desencadenan anticuerpos que
son similares pero no idénticos en su especificidad por un antigeno en particular.

Uno de los objetivos seroldgicos clave para la deteccion de una infeccion por VIH-1 es la proteina transmembranal
de 41.000 MW (TMP), la glucoproteina 41 (gp41). La gp41 es una proteina altamente inmundgena que desencadena
una respuesta de anticuerpos fuerte y sostenida en individuos considerados seropositivos para el VIH. Los
anticuerpos contra esta proteina son de los primeros en aparecer en la seroconversién. La respuesta inmunitaria
contra la gp41 permanece aparentemente relativamente fuerte en el transcurso de la enfermedad, segun evidencia
la practicamente universal presencia de anticuerpos anti-gp41 en pacientes asintomaticos, asi como en aquellos que
muestran las etapas clinicas del SIDA. Una proporcién significativa de la respuesta de los anticuerpos frente a la
gp41 esta dirigida hacia una regidon inmunodominante bien caracterizada (IDR) de la gp41.

Las infecciones por el VIH de tipo 2 (VIH-2), un virus encontrado inicialmente en individuos procedentes de Africa, se
han identificado ahora en seres humanos fuera del area endémica inicial del Africa occidental y se ha informado en
personas europeas que han vivido en Africa occidental o que han tenido relaciones sexuales con individuos
procedentes de esta region. Véase, por ejemplo, A. G. Saimot y col. Lancet i: 688 (1987); M. A. Rey y col. Lancet i:
388 - 389 (1987); A. Werner y col. Lancet i: 868 - 869 (1987); G. Brucker y col. Lancet i: 223 (1987); K. Marquart y
col., AIDS 2: 141 (1988); CDC, MMWR 37: 33 - 35 (1987); Anénimo, Nature 332: 295 (1988). En todo el mundo se
han documentado casos de SIDA debidos al VIH-2. Los estudios seroldgicos indican que mientras que los VIH-1 'y
los VIH-2 comparten multiples epitopos comunes en sus antigenos del nucleo, las glucoproteinas de la cubierta de
estos dos virus tienen una reactividad cruzada mucho menor. F. Clavel, AIDS 1: 135 - 140 (1987). Se cree que esta
reactividad cruzada limitada de los antigenos de la cubierta explica por qué los ensayos serolégicos disponibles
actualmente para el VIH-1 pueden fracasar al reaccionar con ciertos sueros de individuos con anticuerpos contra el
VIH-2. F. Denis y col., J. Clin. Micro. 26: 1000 - 1004 (1988). La recientemente concedida Patente de EE.UU. N°
5.055.391 cartografia el genoma del VIH-2 y proporciona ensayos para detectar el virus.
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Estas cepas viricas son, en su mayor parte, facilmente identificadas y caracterizadas mediante el uso de pruebas
diagndsticas disponibles comercialmente. Sin embargo, han surgido preocupaciones relativas a la capacidad de los
inmunoensayos disponibles actualmente, disefiados para la deteccion de anticuerpos contra el VIH-1 (Grupo M) y/o
contra el VIH-2, de detectar la presencia de anticuerpos contra el VIH-1 del Grupo O. I. Loussert-Ajaka y col. Lancet
343: 1393 - 1394 (1994); C. A. Schable y col. Lancet 344: 1333 - 1334 (1994); L. Gdrtler y col., J. Virol. Methods 51:
177 - 184 (1995). Aunque hasta la fecha se han encontrado pocos pacientes fuera del Africa central occidental
infectados con cepas clinicas del VIH-1 del Grupo O, las autoridades sanitarias temen la aparicion de este subtipo
también en otras areas geograficas.

Consecuentemente, existe una continua necesidad de nuevos antigenos, adecuados para su uso en
inmunoensayos, que solos o conjuntamente con otros antigenos permitan el reconocimiento de todas las cepas
clinicas y/o de las infecciones por VIH-1 (del Grupo M y del Grupo O) y por VIH-2. (Véase el documento WO
95/23973).

Resumen de la invencion

Ahora se ha averiguado que ciertos polipéptidos o sus combinaciones son particularmente Utiles en la deteccion de
infecciones por el VIH-1 del Grupo O y por otros VIH. Consecuentemente, en un primer aspecto de la presente
invencion se desvela un polipéptido de la env de una cepa clinica del VIH-1 del Grupo O con una secuencia de
aminoacidos consistente esencialmente en la secuencia de la Figura 1 (ID. SEC. N°: 61), que representa la region
completa de la env del VIH-1 del Grupo O de la cepa clinica HAM112. De forma analoga se desvela un polipéptido
de la env de una cepa clinica del VIH-1 del Grupo O que comprende una porciéon inmunorreactiva del anterior
polipéptido completo, asi como los polinucleétidos que codifican para dichos polipéptidos.

En un segundo aspecto de la presente invencion, se desvela un constructo de antigeno que comprende un primer
polipéptido de la env del VIH-1 del Grupo O fusionado con un segundo polipéptido de la env del VIH-1 del Grupo O.
Preferiblemente, el primer polipéptido de dicho constructo de antigeno es un polipéptido de la gp120 y el segundo
polipéptido es un polipéptido de la gp41, opcionalmente con una porcién de la regién hidréfoba del polipéptido de la
gp41 delecionada para facilitar la expresion cuando se expresa como un producto recombinante. También son
preferidos entre los anteriores constructos de antigeno aquellos en los que al menos uno del primer y el segundo
polipéptido de la env del VIH-1 del Grupo O deriva del VIH-1 del Grupo O de la cepa clinica HAM112, tales como
aquellos en los que el primer polipéptido comprende una porcién inmunorreactiva de la proteina gp120 del VIH-1 del
Grupo O de la cepa clinica HAM 112.

En los anteriores constructos de la env del Grupo O, el primer polipéptido puede tener una secuencia de
aminoacidos que consiste esencialmente en los residuos 1 hasta 520 de la secuencia mostrada en la Figura 1 (ID.
SEC. N°: 61), o como alternativa, una porcién inmunorreactiva de los mismos. Un primer polipéptido acortado y
preferido es aquel con una secuencia de aminoacidos consistente esencialmente en los residuos 476 hasta 520 de
la secuencia de la Figura 1 (ID. SEC. N° 61). Junto con cualquiera de los anteriores polipéptidos, el segundo
polipéptido usado en los constructos de la invenciéon puede ser una porcién inmunorreactiva de la proteina gp41 del
VIH-1 del Grupo O de la cepa clinica HAM1 12, en la cual hay opcionalmente ausente una porciéon de la region
hidréfoba de la proteina gp41 del VIH-1 del Grupo O de la cepa clinica HAM112. En particular, la porcion
delecionada puede ser aquella parte de la gp41 que tiene una secuencia de aminoacidos consistente esencialmente
en los residuos 690 hasta 715 de la secuencia de la Figura 1 (ID. SEC. N°: 61).

El anterior segundo polipéptido tendra preferiblemente una secuencia de aminoacidos consistente esencialmente en
los residuos 521 hasta 873 de la secuencia de la Figura 1 (ID. SEC. N° 61) o una porcion de la misma. Mas
preferiblemente, el segundo polipéptido puede tener una secuencia de aminoacidos consistente esencialmente en
los residuos 47 hasta 373 de la Figura 9 (ID. SEC. N°: 52); aun mas preferiblemente, la secuencia de aminoacidos
puede consistir esencialmente en los residuos 47 hasta 245 de la Figura 7 (ID. SEC. N°: 48); y incluso mas
preferiblemente, la secuencia de aminoacidos puede consistir esencialmente en los residuos 47 hasta 215 de la
Figura 5 (ID. SEC. N°: 58). Algunos constructos representativos de la env del Grupo O de la invencion son los
constructos pGO-8PL, pGO-8CKS, pGO-9PL, pGO-9CKS, pGO-11PL y pGO-11CKS, asi como cualquier derivado,
variante y analogo de los mismos.

En un aspecto mas de la presente invencion, se desvela un constructo de antigeno que comprende una fusion de al
menos un polipéptido de la env del VIH-1 del Grupo O con al menos un polipéptido de la env del VIH-1 del Grupo M,
y mas preferiblemente un constructo de antigeno que comprende una fusion de:

(a) un primer polipéptido de la env del VIH-1 del Grupo O;

(b) un segundo polipéptido de la env del VIH-1 del Grupo O;
(c) un primer polipéptido de la env del VIH-1 del Grupo M; y
(d) un segundo polipéptido de la env del VIH-1 del Grupo M.
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Los polipéptidos del VIH-1 del Grupo M de los constructos anteriores pueden derivar de una cepa clinica del VIH-1
del Subtipo B y preferiblemente al menos uno deriva del VIH-1 del Grupo M de la cepa clinica HXB2R. En cualquiera
de estos constructos de la env de Grupo O/Grupo M, al menos una de las secuencias del VIH-1 del Grupo O puede
derivar del VIH-1 del Grupo O de la cepa clinica HAM112.

Mas particularmente, el primer polipéptido de la env del Grupo O y el primer polipéptido de la env del Grupo M
pueden ser ambos polipéptidos de la gp120, mientras que el segundo polipéptido de la env del Grupo O y el
segundo polipéptido de la env del Grupo M pueden ser ambos polipéptidos de la gp41. Para mejorar la expresion,
una porcién de la regién hidréfoba de al menos uno de los polipéptidos de la gp41 puede estar delecionada. Los
constructos de antigeno incluidos entre los anteriores son aquellos en los que:

(a) el primer polipéptido de la env del VIH-1 del Grupo O comprende una porcién inmunorreactiva de la
proteina gp120 del VIH-1 del Grupo O de la cepa clinica HAM112;

(b) el segundo polipéptido de la env del VIH-1 del Grupo O comprende una porcién de la proteina gp41 del
VIH-1 del Grupo O de la cepa clinica HAM112

(c) el primer polipéptido de la env del VIH-1 del Grupo M comprende una porcién inmunorreactiva de la
proteina gp120 de una primera cepa clinica del VIH-1 del Grupo M del Subtipo B;y

(d) el segundo polipéptido de la env del VIH-1 del Grupo M comprende una porcién inmunorreactiva de la
proteina gp41 de una segunda cepa clinica del VIH-1 del Grupo M del Subtipo B.

De entre estos constructos son preferidos aquellos en los que la primera y la segunda cepa clinica del VIH-1 del
Grupo M del Subtipo B son la misma, y son la cepa clinica HXB2R del VIH-1 del Grupo M, asi, aquellas en las que
una porcion de la region hidrofoba de la proteina gp41 de la cepa clinica HXB2R del VIH-1 del Grupo M esta ausente
del segundo polipéptido de la env del VIH-1 del Grupo M.

Los constructos preferidos de la env del Grupo O/Grupo M incluyen aquellos en los que (a) el primer polipéptido de
la env del VIH-1 del Grupo M tiene una secuencia de aminoacidos consistente esencialmente en los residuos 251
hasta 292 de la secuencia de la Figura 12 (ID. SEC. N° 108) y (b) el segundo polipéptido de la env del VIH-1 del
Grupo M tiene una secuencia de aminoacidos consistente esencialmente en los residuos 293 hasta 599 de la
secuencia de la Figura 12 (ID. SEC. N°: 108) o una porcién de la misma. Son especialmente preferidos aquellos en
los que el segundo polipéptido de la env del VIH-1 del Grupo M tiene una secuencia de aminoacidos consistente
esencialmente en los residuos 293 hasta 492 de la secuencia de la Figura 12 (ID. SEC. N°: 108).

También son preferidos los anteriores constructos de la env del Grupo O/Grupo M en los que el primer polipéptido
de la env del VIH-1 del Grupo O tiene una secuencia de aminoacidos consistente esencialmente en los residuos 1
hasta 520 de la secuencia de la Figura 1 (ID. SEC. N°: 61) o una porcién de la misma, y especialmente aquellos que
comprenden un primer polipéptido de la env del VIH-1 del Grupo O que tiene una secuencia de aminoacidos
consistente esencialmente en los residuos 476 hasta 520 de la secuencia de la Figura 1 (ID. SEC. N°: 61). El
segundo polipéptido de la env del VIH-1 del Grupo O puede ser aquel con una secuencia de aminoacidos
consistente esencialmente en los residuos 521 hasta 873 de la secuencia de la Figura 1 (ID. SEC. N° 61) o una
porcién de la misma, en la que una porcién de la regidn hidréfoba de la proteina gp41 del VIH-1 del Grupo O de la
cepa clinica HAM112 puede estar opcionalmente ausente. Los constructos preferidos son aquellos en los que dichos
segundos polipéptidos de la env del VIH-1 del Grupo O tienen una secuencia de aminoacidos consistente
esencialmente en los residuos 47 hasta 373 de la Figura 9 (ID. SEC. N°: 52); son mas preferidos aquellos en los que
el segundo polipéptido de la env del VIH-1 del Grupo O tiene una secuencia de aminoacidos consistente
esencialmente en los residuos 47 hasta 245 de la Figura 7 (ID. SEC. N°: 48); y son incluso mas preferidos aquellos
en los que el segundo polipéptido de la env del VIH-1 del Grupo O tiene una secuencia de aminoacidos consistente
esencialmente en los residuos 47 hasta 215 de la Figura 5 (ID. SEC. N°: 58). Algunos constructos representativos de
la env del Grupo O/Grupo M de la invencién son los constructos pGO-12CKS, pGO-13CKS y pGO-14PL y derivados,
variantes y analogos de los mismos.

En otro aspecto mas de la presente invencion, se desvela un constructo de antigeno que comprende una fusion de
un primer polipéptido de la env del VIH-1, un segundo polipéptido de la env del VIH-1 y al menos un polipéptido
adicional del VIH-1 y especialmente uno en el que cada uno de dichos polipéptidos de la env del VIH-1 son
polipéptidos del VIH-1 del Grupo O. El primer polipéptido de la env del VIH-1 del Grupo O de este constructo puede
ser un polipéptido de la gp120 y el segundo polipéptido de la env del VIH-1 del Grupo O un polipéptido de la gp41.
Mas particularmente, el primer polipéptido de la env del VIH-1 del Grupo O de este constructo puede comprender
una porcién inmunorreactiva de la proteina gp120 del VIH-1 del Grupo O de la cepa clinica HAM112, mientras que el
segundo polipéptido de la env del VIH-1 del Grupo O puede comprender una porcién inmunorreactiva de la proteina
gp41 del VIH-1 del Grupo O de la cepa clinica HAM112.

De entre estos constructos se prefieren aquellos en los que el primer polipéptido de la env del VIH-1 del Grupo O
tiene una secuencia de aminoacidos consistente esencialmente en los residuos 1 hasta 520 de la secuencia de la
Figura 1 (ID. SEC. N°: 61), o una porcion de la misma; son mas preferidos aquellos en los que el primer polipéptido
de la env del VIH-1 del Grupo O tiene una secuencia de aminoacidos consistente esencialmente en los residuos 476
hasta 520 de la secuencia de la Figura 1 (ID. SEC. N°: 61). Con respecto al segundo polipéptido de la env del VIH-1
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del Grupo O, que puede tener una secuencia de aminoacidos consistente esencialmente en los residuos 521 hasta
873 de la secuencia de la Figura 1 (ID. SEC. N°: 61) o una porcién de la misma, y de la que una porcién de la region
hidréfoba de la proteina gp41 del VIH-1 del Grupo O de la cepa clinica HAM112 puede estar opcionalmente ausente,
se prefieren aquellos constructos en los que el segundo polipéptido de la env del VIH-1 del Grupo O tiene una
secuencia de aminoacidos consistente esencialmente en los residuos 47 hasta 373 de la Figura 9 (ID. SEC. N°: 52).
Son incluso mas preferidos aquellos con un segundo polipéptido de la env del VIH-1 del Grupo O con una secuencia
de aminoacidos consistente esencialmente en los residuos 47 hasta 245 de la Figura 7 (ID. SEC. N° 48) y
especialmente aquellos en los que la secuencia de aminoacidos consiste esencialmente en los residuos 47 hasta
215 de la Figura 5 (ID. SEC. N°: 58).

El polipéptido adicional del VIH-1 de cualquiera de estos constructos puede ser un polipéptido de la env del Grupo
O; sin embargo, se pretende que, como alternativa, sea un polipéptido inmunégeno de cualquiera de los grupos del
VIH-1 M u O, o del VIH-2, incluyendo env, gag, pol, transcriptasa inversa y reguladora y otros componentes viricos.
En cualquier caso se prefieren aquellos constructos a los que el polipéptido adicional del VIH-1 del Grupo O
comprende una porcién inmunorreactiva de la proteina gp41 del VIH-1 del Grupo O de la cepa clinica HAM112.
También se prefieren aquellos en los que el polipéptido adicional del VIH-1 del Grupo O tiene una secuencia de
aminoacidos consistente esencialmente en los residuos 521 hasta 873 de la secuencia de la Figura 1 (ID. SEC. N°:
61) o una porcion de la misma, en la que la region hidréfoba de la proteina gp41 del VIH-1 del Grupo O de la cepa
clinica HAM112 puede estar opcionalmente ausente. Son incluso mas preferidos los constructos en los que el
polipéptido adicional de la env del VIH-1 del Grupo O tiene una secuencia de aminoacidos consistente
esencialmente en los residuos 47 hasta 373 de la Figura 9 (ID. SEC. N°: 52); son particularmente preferidos aquellos
en los que el polipéptido adicional de la env del VIH-1 del Grupo O tiene una secuencia de aminoacidos consistente
esencialmente en los residuos 47 hasta 245 de la Figura 7 (ID. SEC. N°: 48) y especialmente aquellos en los que el
polipéptido adicional de la env del VIH-1 del Grupo O tiene una secuencia de aminoacidos consistente
esencialmente en los residuos 47 hasta 215 de la Figura 5 (ID. SEC. N°: 58). Los mas preferidos son los constructos
que tienen como polipéptido adicional de la env del VIH-1 del Grupo O la denominada region inmunodominante
(IDR) del VIH-1 del Grupo O, que tiene una secuencia de aminoacidos consistente esencialmente en los residuos
250 hasta 281 de la Figura 17 (ID. SEC. N° 120). Algunos constructos representativos de los anteriores son pGO-
15CKS y pGO-15PL, asi como cualquier derivado, variante y analogo de los mismos.

En otro aspecto mas de la presente invencion se desvela un constructo de antigeno que comprende un primer
polipéptido de la env del VIH-2 fusionado con un segundo polipéptido de la env del VIH-2, y especialmente aquel en
el que el primer polipéptido de la env del VIH-2 es un polipéptido de la gp120 y el segundo polipéptido de la env del
VIH-2 es un polipéptido de la gp36. De entre dichos constructos se prefieren aquellos en los que:

(a) el primer polipéptido de la env del VIH-2 tiene una secuencia de aminoacidos consistente esencialmente
en los residuos 248 hasta 307 de la secuencia de la Figura 11 (ID. SEC. N°: 55) o una porcién de la misma; y
(b) el segundo polipéptido de la env del VIH-2 tiene una secuencia de aminoacidos consistente esencialmente
en los residuos 308 hasta 466 de la secuencia de la Figura 11 (ID. SEC. N°: 55) o una porcién de la misma.

Un constructo representativo del VIH-2 de la invencion es pVIH-210 (ID. SEC. N°: 55), asi como cualquier derivado,
variante y analogo del mismo.

Un aspecto adicional de la presente invencidon comprende polinucleétidos que codifican para cualquiera de los
anteriores constructos de antigeno, polinucleétidos que pueden estar unidos operativamente a una secuencia de
control capaz de dirigir la expresion en un hospedador adecuado y/o tener una secuencia codificante que haya sido
modificada para proporcionar un sesgo de codon apropiado para el hospedador de expresion. Otros aspectos de la
presente invencion incluyen vectores de expresion que comprenden dichos polinucledtidos y células hospedadoras
transformadas por ellos, particularmente cuando el hospedador es Escherichia coli.

En un aspecto mas de la presente invencion, se desvela un procedimiento para la deteccién de anticuerpos contra el
VIH-1 en una muestra de prueba que comprende las etapas de:

(a) combinar al menos un constructo de antigeno de acuerdo con la invencién con la muestra de prueba para
formar una mezcla;

(b) incubar la mezcla en unas condiciones adecuadas para la formacién de complejos entre el antigeno de los
anticuerpos, si los hubiera, que estén presentes en la muestra y sean inmunolégicamente reactivos con el
antigeno; y

(c) detectar la presencia de cualquier complejo formado.

En una forma de realizacion del procedimiento, la detecciéon de la procedencia de los complejos de la etapa (c) se
realiza mediante el uso de un constructo de antigeno adicional de la invencion al que se ha unido un compuesto
generador de sefal. En otra forma de realizacién, la deteccion se realiza mediante el uso de un constructo de
antigeno de la invencion adicional al que se ha unido un primer miembro de un par de unién especifico y mediante el
uso de adicionalmente un reactivo indicador que comprende un segundo miembro del par de unién especifico que
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esta unido al compuesto generador de sefial. Una forma de realizacion adicional estipula que la deteccién de la
presencia de los complejos de la etapa (c) se realiza mediante el uso de un anticuerpo dirigido contra los complejos
formados en la etapa (b), anticuerpo al que esta unido un compuesto generador de sefial. Otra forma de realizacion
mas estipula que la deteccion de la presencia de los complejos de la etapa (c) se realiza mediante el uso de un
anticuerpo dirigido a los complejos formados en la etapa (b) y al que esta unido un primer miembro de un par de
union especifico; dicha deteccion adicional requiere el uso de un agente indicador que comprende un segundo
miembro del par de unién especifico al que esta unido un compuesto generador de sefial.

En un aspecto final de la presente invencion se desvelan kits de inmunoensayo para la deteccion de anticuerpos
contra el VIH-1, kits que comprenden un constructo de antigeno de la invenciéon. Dicho constructo puede usarse
como un reactivo de captura o como un reactivo indicador. Alternativamente, el constructo de antigeno puede unirse
a un primer miembro de un par de unién especifico, comprendiendo adicionalmente el kit un reactivo indicador
comprende un segundo miembro del par de unién especifico unido a un compuesto generador de sefial.

Breve descripcion de los dibujos

En la descripcion detallada de la presente invencion que sigue se hace referencia a los dibujos anexos, en los que:

La FIGURA 1 muestra la secuencia de aminoacidos deducida de la proteina de la env del VIH-1 del Grupo O
de la cepa clinica HAM112 (ID. SEC. N°: 61).

La FIGURA 2 representa la estrategia usada para generar constructos génicos sintéticos de la env de las
gp120 / gp41 del VIH-1 del Grupo O, en los que el inserto pGO-8 = Osyn-5’ hasta Osyn-P3’; el inserto pGO-9
= Osyn-5' hasta Osyn-03’; el inserto pGO-11 = Osyn-5’ hasta Osyn-M; y en los que H = la regién hidréfoba
del VIH-1 del Grupo O, delecionados segun se muestra.

Las FIGURAS 3A hasta 3D muestra una representacion del diagrama de las etapas implicadas en la
construccion de pGO-9PL/DH5a y de pGO-9CKS/XLA1.

Las FIGURAS 4A hasta 4G muestra una representacion del diagrama de las etapas implicadas en la
construccion de pGO-11PL/DH5a y de pGO-11 CKS/XL1.

La FIGURA 5 ilustra la secuencia de aminoacidos de la proteina recombinante pGO-8PL (ID. SEC. N°: 58).

La FIGURA 6 muestra la secuencia de aminoacidos de la proteina recombinante pGO-8CKS (ID. SEC. N°:
60).

La FIGURA 7 ilustra la secuencia de aminoacidos de la proteina recombinante pGO-9PL (ID. SEC. N°: 48).

La FIGURA 8 muestra la secuencia de aminoacidos de la proteina recombinante pGO-9CKS (ID. SEC. N°:
50).

La FIGURA 9 ilustra la secuencia de aminoacidos de la proteina recombinante pGO-11PL (ID. SEC. N°: 52).
La FIGURA 10 muestra la secuencia de aminoacidos de la proteina recombinante pGO-1 1CKS (ID. SEC. N°:
54).

La FIGURA 11 ilustra la secuencia de aminoacidos de la proteina recombinante pVIH-210 (ID. SEC. N°: 55).
La FIGURA 12 ilustra la secuencia de aminoacidos de la proteina recombinante pGM-1CKS (ID. de
SECUENCIA N°: 108).

La FIGURA 13 ilustra la secuencia de aminoacidos de la proteina recombinante pGO-12CKS (ID. SEC. N°:
91), incluyendo una indicacién de los residuos correspondientes al CKS / policonector, a la env de gp120 /
gp41 de la cepa clinica del VIH-1 del Grupo M HXB2R y a la env de gp120 / gp41 de la cepa clinica VIH-1 del
Grupo O HAM112.

La FIGURA 14 ilustra la secuencia de aminoacidos de la proteina recombinante pGO-13CKS (ID. SEC. N°:
93), incluyendo una indicacion de los residuos correspondientes al CKS / policonector, a la env de gp120 /
gp41 de la cepa clinica del VIH-1 del Grupo M HXB2R y a la env de gp120 / gp41 del VIH-1 del Grupo O de la
cepa clinica HAM112.

La FIGURA 15 ilustra la secuencia de aminoacidos de la proteina recombinante pGO-14PL (ID. SEC. N°: 95),
incluyendo una indicacion de los residuos correspondientes a la env de gp120 / gp41 del VIH-1 del Grupo M
de la cepa clinica HXB2R y a la env de gp120 / gp41 del VIH-1 del Grupo O de la cepa clinica HAM112.

La FIGURA 16 ilustra la secuencia de aminoacidos de la proteina recombinante pGO-15CKS (ID. SEC. N°:
97), incluyendo una indicacion de los residuos correspondientes al CKS / policonector, a la env de gp120 /
gp41 del VIH-1 del Grupo O de la cepa clinica HAM1 12, un conector de cuatro aminoacidos y la segunda
copia de la IDR de la gp41 de la cepa clinica del HAM 112.

La FIGURA 17 ilustra la secuencia de aminoacidos de la proteina recombinante pGO-15PL (ID. SEC. N°:
120), incluyendo una indicacion de los residuos correspondientes a la env de gp120 / gp41 del VIH-1 del
Grupo O de la cepa clinica HAM1 12, un conector de cuatro aminoacidos y la segunda copia de la IDR de la
gp41 de la cepa clinica del HAM112.

Las FIGURAS 18 - 23 muestra los resultados obtenidos en inmunoensayos con microesferas recubiertas
(descritos en el Ejemplo 14, a continuacion) que ensayan la reactividad del antigeno pTB319 del Grupo M y
de los antigenos recombinantes del Grupo O pGO-9CKS, pGO-11PL, pGO-12CKS, pGO-14PL y pGO-
15CKS, respectivamente, con un conjunto de sueros que comprenden VIHPL-31 (Grupo positivo en M) y con
los nimeros de suero 14283, 189404, 193Ha, 14791, 267Ha y ESP-1 (todos positivos en el Grupo O).
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Descripcion detallada de la invencién

En una forma de realizacién de un polipéptido aislado de la presente invencion, la secuencia de aminoacidos de la
proteina de la env del VIH-1 del Grupo O de la cepa clinica HAM112 se muestra en la Figura 1 (ID. SEC. N°: 61). En
el presente contexto, "aislado" pretende indicar que dichos polipéptidos estan relativamente purificados con respecto
a otros componentes viricos o celulares que estarian normalmente presentes in situ, hasta, e incluyendo, una
preparacion sustancialmente pura de la proteina. Dichos polipéptidos pueden utilizarse como reactivos de ensayo,
en la produccién de anticuerpos monoclonales o policlonales, en la elaboracién de vacunas, o de otra forma.

También se espera que sean Utiles las porciones o los fragmentos inmunorreactivos de los anteriores polipéptidos.
Por "inmunorreactivas" se entienden las porciones de una longitud tal que son capaces de desencadenar una
respuesta inmunitaria en un hospedador y/o de reaccionar con anticuerpos dirigidos especificamente contra las
mismas; preferiblemente, dichos polipéptidos parciales tendran cinco o mas aminoacidos de longitud. Deberia
apreciarse que el término "porcion”, segun se usa en el presente documento, se refiere tanto a secuencias truncadas
terminalmente como aquellas acortadas por la eliminacién de una secuencia interviniente.

Los anteriores polipéptidos y porciones se produciran mejor mediante la expresion de los polinucleétidos que
codifican para los mismos. Esto permite también un grado de variabilidad en su secuencia, como por ejemplo debida
a la degeneracion del codigo genético, al sesgo de coddn en favor de la célula hospedadora que expresa el
polipéptido y a sustituciones conservativas de aminoacidos en la proteina resultante. Ademas, se anticipa que se
produciran algunas variaciones en la secuencia entre -- y posiblemente incluso dentro de -- una cepa clinica dada
del VIH-1 o de cualquier otra unidad filogenética. Consecuentemente, los polipéptidos y los constructos de la
invencion incluyen no sélo aquellos que son idénticos en su secuencia a la secuencia anterior, sino también aquellos
que tienen una secuencia de aminoacidos que consiste esencialmente en esa secuencia de referencia, en la que se
entiende que el término "consiste esencialmente" engloba variantes de polipéptidos cuyas caracteristicas
estructurales y funcionales permanecen sustancialmente igual. Preferiblemente, dichas variantes (o "analogos")
tendran una homologia de secuencia ("identidad") del 80 % o mas con respecto a la secuencia de referencia de la
Figura 1. En este sentido, las técnicas para la determinacion de la "similitud" en la secuencia de aminoacidos son
bien conocidas en la técnica. En general, "similitud" significa la comparacion exacta de aminoacido a aminoacido de
dos o mas polipéptidos en el lugar apropiado, en la que los aminoacidos son idénticos o poseen unas propiedades
quimicas y/o fisicas similares tales como la carga o la hidrofobicidad. Puede determinarse el denominado
"porcentaje de similitud" entre las secuencias de polipéptidos. Las técnicas para la determinacion de la identidad
entre secuencias de acidos nucleicos y de aminoacidos también son bien conocidas en la técnica e incluyen la
determinacion de la secuencia de nucleétidos del ARNm para ese gen (habitualmente a través de un intermedio de
ADNC) y la determinacién de la secuencia de aminoacidos codificada por el mismo, y la comparacion de ésta con
una segunda secuencia de aminoacidos. En general, "identidad" se refiere a una correspondencia exacta de
nucledétido a nucledtido o de aminoacido a aminoacido entre dos secuencias de polinucleétidos o de polipéptidos,
respectivamente. Pueden compararse dos o mas secuencias de polinucleétidos mediante la determinacién de su
"porcentaje de identidad", al igual que dos o mas secuencias de aminoacidos. Los programas disponibles en el
Wisconsin Sequence Analysis Package, Version 8 (disponible en Genetics Computer Group, Madison, WI), por
ejemplo, el programa GAP, son capaces de calcular tanto la identidad entre dos polinucleétidos como la identidad y
la similitud entre dos secuencias de polipéptidos, respectivamente. Otros programas para el calculo de la identidad o
de la similitud entre secuencias son conocidos en la técnica.

Segun otra forma de realizacion de la invencion, se proporcionan constructos de antigeno que son adecuados para
su uso en la deteccion de anticuerpos anti-VIH-1. Segun se describe con mayor detalle a continuacién, dichos
constructos pueden prepararse mediante medios recombinantes, como péptidos sintéticos, o de otra forma; ademas,
pueden estar glucosilados o no glucosilados dependiendo de la forma y/o de la célula hospedadora por la que son
elaborados. Consecuentemente, aunque se designan como si comprendieran glucoproteinas (por ejemplo, "un
polipéptido de la gp120"), los constructos de antigeno de la invencion pretenden incluir aquellos que son expresados
en hospedadores bacterianos tales como E. coli y que por lo tanto no estan glucosilados.

Deberia mencionarse que los constructos anteriores son fusiones de varias secuencias, es decir, los constructos se
forman mediante la union de varias secuencias que contienen epitopos, como por ejemplo, mediante la co-
expresion, la ligacion o la sintesis secuencial. También unidos a ellos, y opcionalmente incluidos en los constructos
de la invencion, hay otras secuencias de polipéptidos tales como policonectores de expresion (CKS) y otras
secuencias conectoras. El orden de las diversas secuencias de polipéptidos no es critico; consecuentemente, los
polipéptidos y sus epitopos pueden reorganizarse a conveniencia. También son posibles modificaciones adicionales,
como por ejemplo, mediante mutacion aleatoria o mutagénesis dirigida, o incluso la delecion (eliminacion u omision)
de ciertas regiones tales como la regiéon hidréfoba de la gp41, cuya ausencia se ha averiguado que mejora la
expresion del polipéptido remanente. En cualquier caso, tanto si son los mismos como si estan sustancialmente
modificados, puede decirse que los polipéptidos que experimentan estas modificaciones "derivan" de sus respectivas
fuentes, y los polipéptidos resultantes pueden contemplarse como "derivados”.

En otro aspecto mas de la presente invencion, se proporcionan procedimientos de ensayo que utilizan los
constructos de la invencion en la deteccién de anticuerpos anti-VIH-1 en muestras de prueba. Dichos procedimientos
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permiten el ensayo directo de muestras bioldgicas; sin embargo, los procedimientos de ensayo también pueden
modificarse para permitir el ensayo de muestras pre-procesadas tales como suero, células lisadas y extractos o
preparaciones elaborados a partir de los mismos (como mediante concentracion, dilucion, separacion, fijacion y/o
inmovilizacién). Dependiendo del formato de ensayo deseado, los constructos de antigeno también pueden
modificarse para usarse en dichos ensayos, como por ejemplo mediante marcador, inmovilizaciéon sobre una fase
solida o de otro modo, o conjugacion con otros reactivos de ensayo.

Se pretende que ciertos términos usados en este documento tengan unos significados especificos. Salvo que se
indique de otro modo, los términos deben tener los siguientes significados:

El término "cebador" representa una secuencia especifica de oligonucleoétidos complementaria de una secuencia de
nucledtidos objetivo y usada para hibridar con la secuencia de nucleétidos objetivo. Sirve como un punto de inicio
para la polimerizacién de nucleétidos catalizada por la polimerasa de ADN, la polimerasa de ARN o la transcriptasa
inversa.

El término "polinucledtido" segin se usa en este documento significa una forma polimérica de nucleétidos de
cualquier longitud, tanto oligonucleétidos como desoxirribonucleétidos. Este término se refiere Unicamente a la
estructura primaria de la molécula. Por lo tanto, el término incluye ADN tanto bi como monocatenario, asi como ARN
tanto bi como monocatenario. También incluye modificaciones, tales como metilacion o proteccion, y formas no
modificadas del polinucleétido.

"Codificado por" se refiere a una secuencia de acidos nucleicos que codifica para una secuencia de un polipéptido.
También estan englobadas secuencias de polipéptidos que son inmunoldgicamente identificables con un polipéptido
codificado por la secuencia. Por lo tanto, un "polipéptido," una "proteina" o una secuencia de "aminoacidos" segun
se reivindica en este documento pueden tener una similitud de al menos el 60 %, mas preferiblemente una similitud
de al menos aproximadamente el 70 % y muy preferiblemente una similitud de al menos aproximadamente el 80 %
con una secuencia de polipéptidos o de aminoacidos en particular especificada a continuacion.

Los términos "polipéptido recombinante” o "proteina recombinante", usados de forma intercambiable en este
documento, describen un polipéptido que, en virtud de su origen o de la manipulacién, no esta asociado con todo o
con una porcion del polipéptido con el que esta asociado en la naturaleza y/o esta unido a un polipéptido distinto al
que esta unido en la naturaleza. Un polipéptido o una proteina recombinante o codificada no es necesariamente
traducida a partir de una secuencia de acidos nucleicos designada. También puede ser generada de cualquier
forma, incluyendo la sintesis quimica o la expresion de un sistema de expresién recombinante.

"Polipéptido” y "proteina" se usan de forma intercambiable en este documento e indican una cadena molecular de
aminoacidos unidos a través de enlaces covalentes y/o no covalentes. Los términos no se refieren a una longitud
especifica del producto. Por lo tanto, en la definicion de polipéptido se incluyen péptidos, oligopéptidos y proteinas.
Los términos incluyen modificaciones posteriores a la expresion del polipéptido, por ejemplo, glucosilaciones,
acetilaciones, fosforilaciones y similares. Ademas, los fragmentos de proteina, analogos, proteinas mutadas o
variantes, proteinas de fusion y similares estan incluidos en el significado de polipéptido.

Un "fragmento" de un polipéptido especificado se refiere a una secuencia de aminoacidos que comprende al menos
aproximadamente 3 - 5 aminoacidos, mas preferiblemente al menos aproximadamente 8 - 10 aminoacidos e incluso
mas preferiblemente al menos aproximadamente 15 - 20 aminoacidos, derivados del polipéptido especificado.

El término "péptido sintético" segun se usa en este documento, significa una forma polimérica de aminoacidos de
cualquier longitud, que puede sintetizarse quimicamente mediante procedimientos bien conocidos por los expertos
en la técnica. Estos péptidos sintéticos son Utiles en varias aplicaciones.

"Polipéptido purificado" significa un polipéptido de interés o un fragmento del mismo que esta esencialmente exento,
es decir, que contiene menos de aproximadamente un 50 %, preferiblemente menos de aproximadamente un 70 % y
mas preferiblemente, menos de aproximadamente un 90 % de componentes celulares con los que el polipéptido de
interés esta asociado de forma natural. Los procedimientos de purificacién son conocidos en la técnica.

El término "aislado" significa que el material es eliminado de su entorno original (por ejemplo, el entorno natural si
existe de forma natural). Por ejemplo, un polinucleétido o un polipéptido natural presente en un animal vivo no esta
aislado, pero el mismo polinucleétido o ADN o polipéptido, que se separa a partir de algunos o de todos los
materiales coexistentes en el sistema natural, se aisla. Dicho polinucleétido podria ser parte de un vector y/o dicho
polinucledtido o polipéptido podria ser parte de una composicion y estar aun aislado, ya que el vector o la
composiciéon no son parte de su entorno natural.

"Células hospedadoras recombinantes," "célula hospedadoras”, "células," "lineas celulares," "cultivos celulares" y
otros términos similares que denotan microorganismos o lineas celulares eucariotas superiores cultivadas como
entidades unicelulares se refieren a células que pueden ser, o que han sido, usadas como receptores de un vector
recombinante o de otro ADN transferido e incluyen la progenie original de la célula original que ha sido transfectada.
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Segun se usa en este documento "replicon" significa cualquier elemento genético, tal como un plasmido, un
cromosoma o un virus, que se comporta como una unidad auténoma de replicacién de polinucleétidos dentro de una
célula.

Un "vector" es un replicon al que se le ha unido otro segmento de polinucleétido, tal como para propiciar la
replicacion y/o la expresion del segmento unido.

El término "secuencia de control" se refiere a secuencias de polinucleétidos que son necesarias para efectuar la
expresion de las secuencias codificantes a las que estan ligadas. La naturaleza de dichas secuencias de control
difiere dependiendo del organismo hospedador. En los procariotas, dichas secuencias de control incluyen
generalmente un promotor, un sitio de unién a ribosomas y terminadores; en eucariotas, dichas secuencias de
control incluyen generalmente promotores, terminadores y, en algunos casos, potenciadores. El término "secuencia
de control" pretende por lo tanto incluir todos los componentes minimos cuya presencia es necesaria para la
expresion; y también puede incluir componentes adicionales cuya presencia es ventajosa, por ejemplo, secuencias
lider.

"Unido operativamente" se refiere a una situacion en la que los componentes descritos estan en una relacién que les
permite funcionar de su forma prevista. Por lo tanto, por ejemplo, una secuencia de control "unida operativamente" a
una secuencia codificante esta ligada de una forma tal que la expresion de la secuencia codificante se consigue en
unas condiciones compatibles con las secuencias de control.

Una "secuencia codificante” es una secuencia de polinucleédtidos que es transcrita en ARNm y traducida en un
polipéptido cuando se pone bajo el control de las secuencias reguladoras apropiadas. Los limites de la secuencia
codificante estan determinados por, € incluyen, un codén de inicio de la traduccion en el 5-terminal y uno o mas
codones de detencién de la traduccién en el 3'-terminal. Una secuencia codificante puede incluir, pero no se limita a,
ARNm, ADNCc y secuencias de polinucleétidos recombinantes.

El término "inmunoldgicamente identificable con / como" se refiere a la presencia de epitopo(s) y de polipéptido(s)
que también esta(n) presente(s) en, y que es (son) unico(s) para, el (los) polipéptido(s) designado(s). La identidad
inmunoldgica puede determinarse mediante la unién al anticuerpo y/o la competicién en la union. Estas técnicas son
conocidas por el artesano experto y también se describen en este documento. La naturaleza tnica de un epitopo
también puede determinarse mediante busquedas informatizadas en bancos de datos conocidos, tales como
GenBank, de las secuencias de polinucleétidos que codifican para el epitopo y mediante comparaciones de las
secuencias de aminoacidos con otras proteinas conocidas.

Segun se usa en este documento, "epitopo" significa un determinante antigénico de un polipéptido. Posiblemente, un
epitopo puede comprender tres aminodacidos en una conformaciéon espacial que es Unica para el epitopo.
Generalmente, un epitopo consiste en al menos cinco de dichos aminoacidos y mas habitualmente, consiste en al
menos entre ocho y diez aminoacidos. Los procedimientos de examen de la conformacion espacial son conocidos
en la técnica e incluyen, por ejemplo, cristalografia por rayos X y resonancia magnética nuclear bidimensional.

Un "epitopo conformacional" es un epitopo que esta formado por una yuxtaposicion especifica de aminoacidos en
una estructura reconocible inmunolégicamente, estando presentes dichos aminoacidos en el mismo polipéptido en
un orden contiguo o no contiguo, o presentes en polipéptidos diferentes.

Un polipéptido es "inmunoldgicamente reactivo" con un anticuerpo cuando se une a un anticuerpo debido al
reconocimiento por parte del anticuerpo de un epitopo especifico contenido en el polipéptido. La reactividad
inmunoldgica puede ser determinada mediante la union del anticuerpo, mas particularmente mediante la cinética de
union del anticuerpo, y/o mediante la competicion en la unién mediante el uso de como competidor(es) un(os)
polipéptido(s) conocido(s) que contiene(n) un epitopo contra el que esta dirigido el anticuerpo. Los procedimientos
para la determinacion de si un polipéptido es inmunolégicamente reactivo con un anticuerpo son conocidos en la
técnica.

El término "transformacion" se refiere a la insercion de un polinucledtido exdégeno en una célula hospedadora,
independientemente del procedimiento usado para la insercién. Por ejemplo, se incluyen la captacion dirigida, la
transduccion o el apareamiento f-. El polinucledtido exdgeno puede mantenerse como un vector no integrado, por
ejemplo, un plasmido, o como alternativa, puede estar integrado en el genoma del hospedador.

El término "muestra de prueba" se refiere a un componente del cuerpo de un individuo que es la fuente del analito
(tal como anticuerpos de interés o antigenos de interés). Estos componentes son bien conocidos en la técnica. Estas
muestras de prueba incluyen muestras biolégicas que pueden ser ensayadas mediante los procedimientos de la
presente invencion descritos en este documento e incluyen fluidos corporales humanos y animales tales como
sangre completa, suero, plasma, liquido cefalorraquideo, orina, fluidos linfaticos y diversas secreciones externas del
tracto respiratorio, intestinal y genitourinario, lagrimas, saliva, leche, glébulos blancos, mielomas y similares; fluidos
bioldgicos tales como sobrenadantes de cultivos celulares; muestras tisulares fijadas; y muestras celulares fijadas.
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"Producto purificado" se refiere a una preparacion del producto que ha sido aislada a partir de los constituyentes
celulares con los que el producto esta normalmente asociado, y a partir de otros tipos de células que pueden estar
presentes en la muestra de interés.

La presente invencion proporciona ensayos que utilizan miembros de union especificos. Un "miembro de union
especifico”, segun se usa en este documento, es un miembro de un par de unién especifico. Esto es, dos moléculas
diferentes en las que una de las moléculas se une especificamente, a través de medios quimicos o fisicos, a la
segunda molécula. Por lo tanto, ademas de los pares de union especificos de antigeno y anticuerpo de los
inmunoensayos habituales, otros pares de unidon especificos pueden incluir biotina y avidina, carbohidratos y
lectinas, secuencias de nucledtidos complementarias, moléculas efectoras y receptoras, cofactores y enzimas,
inhibidores enzimaticos y enzimas, y similares. Adicionalmente, algunos pares de unién especificos pueden incluir
miembros que son analogos de los miembros de unién especificos originales, por ejemplo, un analito-analogo.
Algunos miembros de unidn especificos inmunorreactivos incluyen antigenos, fragmentos de antigeno, anticuerpos y
fragmentos de anticuerpo, tanto monoclonales como policlonales y complejos de los mismos, incluyendo aquellos
formados por moléculas de ADN recombinante.

Un "reactivo de captura”, seguiin se usa en este documento, se refiere a un miembro de unién especifico no marcado
que es especifico para el analito en un ensayo en sandwich, para el reactivo indicador o el analito en un ensayo
competitivo, o para un miembro de unién especifico accesorio, que por si mismo es especifico para el analito, como
en un ensayo indirecto. El reactivo de captura puede unirse directa o indirectamente a un material en fase sélida
antes de la realizacion del ensayo o durante la realizacion del ensayo, permitiendo asi la separacion de complejos
inmovilizados a partir de la muestra de prueba.

El "reactivo indicador" comprende un "compuesto generador de sefial" ("marcadores") que es capaz de generar y
genera una sefial medible detectable por medios externos, conjugado ("unido") a un miembro de union especifico.
Un "miembro de unién especifico" segun se usa en este documento significa un miembro de un par de unién
especifico. Esto es, dos moléculas diferentes en las que una de las moléculas se une especificamente mediante un
medio quimico o fisico a la segunda molécula. Ademas de ser un miembro anticuerpo o de un par de union
especifico, el reactivo indicador también puede ser un miembro de cualquier par de unién especifico, incluyendo
sistemas hapteno-anti-hapteno tales como biotina o anti-biotina, avidina o biotina, un carbohidrato o una lectina, una
secuencia de nucledtidos complementaria, una molécula efectora o receptora, un cofactor enzimatico y una enzima,
un inhibidor enzimatico o una enzima, y similares. Un miembro de unién especifico inmunorreactivo puede ser un
anticuerpo, un antigeno o un complejo anticuerpo / antigeno que es capaz de unirse al polipéptido de interés como
en un ensayo en sandwich, al reactivo de captura como en un ensayo competitivo o al miembro de union especifico
accesorio como en un ensayo indirecto.

Los diversos "compuestos generadores de sefal" (marcadores) contemplados incluyen cromogenos, catalizadores
tales como enzimas, compuestos luminiscentes tales como fluoresceina y rodamina, compuestos
quimioluminiscentes tales como dioxetanos, acridinios, fenantridinios y luminol, elementos radioactivos y marcadores
visuales directos. Algunos ejemplos de enzimas incluyen fosfatasa alcalina, peroxidasa de rabano picante, beta-
galactosidasa, y similares. La seleccion de un marcador en particular no es critica, pero sera capaz de producir una
sefial bien por si mismo o bien junto con una o mas sustancias adicionales.

Las "fases solidas" ("soportes sdlidos") son conocidas por los expertos en la técnica e incluyen las paredes de los
pocillos de una bandeja de reaccion, tubos de ensayo, microesferas de poliestireno, microesferas magnéticas, tiras
de nitrocelulosa, membranas, microparticulas tales como particulas de latex, eritrocitos de oveja (o de otro animal) y
Duracytes® (eritrocitos "fijados" mediante aldehido piravico y formaldehido, disponibles en Abbott Laboratories,
Abbott Park, IL) y otros. La "fase sdlida" no es critica y puede ser seleccionada por el experto en la técnica. Por lo
tanto, las particulas de latex, las microparticulas, las microesferas magnéticas o no magnéticas, las membranas, los
tubos de plastico, las paredes de pocillos de microtitulacion, chips de vidrio o de silicio, eritrocitos de oveja (o de otro
animal adecuado) y Duracytes® son todos ejemplos adecuados. Algunos procedimientos adecuados para la
inmovilizacién de péptidos sobre fases solidas incluyen interacciones ionicas, hidrofobas, covalentes y similares.
Una "fase solida", segin se usa en el presente documento, se refiere a cualquier material que sea insoluble o que
pueda hacerse insoluble mediante una reacciéon subsiguiente. La fase soélida puede elegirse por su capacidad
intrinseca de atraer e inmovilizar el reactivo de captura. El receptor adicional puede incluir una sustancia cargada
que tiene una cara opuesta a la del propio reactivo de captura, o a una sustancia cargada conjugada con el reactivo
de captura. Como otra alternativa mas, la molécula receptora puede ser cualquier miembro de unién especifico que
esta inmovilizado en (unido a) la fase solida y que tenga la capacidad de inmovilizar el reactivo de captura a través
de una reaccioén de union especifica. La molécula receptora permite la union indirecta del reactivo de captura sobre
un material en fase solida antes de la realizacion del ensayo o durante la realizacion del ensayo. La fase soélida
puede ser por tanto un plastico, un plastico derivatizado, un metal magnético o no magnético, la superficie de vidrio o
de silicio de un tubo de ensayo, un pocillo de microtitulacién, una lamina, una microesfera, una microparticula, un
chip, eritrocitos de oveja (o de otro animal adecuado), Duracytes® y otras configuraciones conocidas por los
expertos habituales en la técnica.
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Esta contemplado y en el ambito de la presente invencion que la fase sélida también comprenda cualquier material
poroso adecuado con una porosidad suficiente para permitir el acceso de los anticuerpos de deteccién y una
afinidad superficial adecuada para unir los antigenos. Generalmente se prefieren estructuras microporosas, pero
también pueden usarse materiales con estructuras en gel en estado hidratado. Dichos Uutiles soportes sdlidos
incluyen, pero no se limitan a, nitrocelulosa y nailon. Se contempla que dichos soportes solidos porosos descritos en
este documento preferiblemente estan en forma de laminas con un espesor de aproximadamente 0,01 a 0,5 mm,
preferiblemente de aproximadamente 0,1 mm. El tamafio de poro puede variar en amplios limites, y preferiblemente
es de aproximadamente 0,025 a 15 micrometros, especialmente de aproximadamente 0,15 a 15 micrémetros. La
superficie de dichos soportes puede activarse mediante procesos quimicos que provoquen la unién covalente del
antigeno o del anticuerpo al soporte. La unién irreversible del antigeno o del anticuerpo se obtiene, sin embargo, en
general, mediante la adsorcion sobre el material poroso a través de fuerzas hidréfobas poco conocidas. En la técnica
se conocen otros soportes sélidos adecuados.

La presente invenciéon proporciona secuencias de polinucleétidos derivadas del virus de la inmunodeficiencia
humana de interés y los polipéptidos codificados por las mismas. El (los) polinucledtido(s) puede(n) estar en forma
de ARNm o de ADN. Los polinucledtidos en forma de ADN, ADNc, ADN gendmico y ADN sintético estan en el
ambito de la presente invencion. El ADN puede ser bicatenario o monocatenario, y si es monocatenario puede ser la
hebra codificante (sentido) o la hebra no codificante (antisentido). La secuencia codificante que codifica para el
polipéptido puede ser idéntica a la secuencia codificante proporcionada en este documento o puede ser una
secuencia codificante diferente a la secuencia codificante como resultado de la redundancia o la degeneracion del
codigo genético, que codifique para el mismo polipéptido que el ADN proporcionado en este documento.

Este polinucleétido puede incluir inicamente la secuencia codificante del polipéptido, o la secuencia codificante del
polipéptido y una secuencia codificante adicional tal como una secuencia lider o secretora o una secuencia de pro-
proteina, o la secuencia codificante del polipéptido (y opcionalmente la secuencia codificante adicional) y la
secuencia no codificante, tal como una secuencia no codificante 5’ y/o 3’ de la secuencia codificante del polipéptido.

Ademas, la invencion incluye variantes de polinucledtidos que contienen modificaciones tales como deleciones,
sustituciones, adiciones de polinucleétidos; y cualquier modificacion del polipéptido resultante de la secuencia
variante del polinucleétido. Un polinucleétido de la presente invencién también puede tener una secuencia
codificante que sea una variante natural de la secuencia codificante proporcionada en este documento.

Ademas, la secuencia codificante del polipéptido puede estar fusionada en el mismo marco de lectura con una
secuencia de polinucledtidos que ayude a la expresion y la secrecion de un polipéptido desde una célula
hospedadora, por ejemplo, una secuencia lider que funciona como secuencia secretora para controlar el transporte
de un polipéptido desde la célula. El polipéptido con una secuencia lider es una pre-proteina y puede tener la
secuencia lider escindida por la célula hospedadora para formar la forma del polipéptido. Los polinucleétidos
también pueden codificar para una pro-proteina que es la proteina mas residuos de aminoacidos adicionales en 5’.
Una proteina con una pro-secuencia es una pro-proteina y en algunos casos puede ser una forma inactiva de la
proteina. Una vez que la pro-secuencia es escindida permanece una proteina activa. Por lo tanto, el polinucleétido
de la presente invencion puede codificar para una proteina, o para una proteina con una pro-secuencia o para una
proteina que tenga tanto la pre-secuencia (secuencia lider) como una pro-secuencia.

Los polinucledtidos de la presente invencién también pueden tener la secuencia codificante fusionada en marco con
una secuencia marcadora que permite la purificacion del polipéptido de la presente invencién. La secuencia
marcadora puede ser una etiqueta de hexahistidina suministrada por un vector pQE-9 para permitir la purificacién del
polipéptido fusionado con un marcador, en el caso de un hospedador bacteriano, o por ejemplo, la secuencia
marcadora puede ser una etiqueta de hemaglutinina (HA) cuando se usa un hospedador mamifero, por ejemplo
células COS-7. La etiqueta de HA corresponde a un epitopo derivado de la proteina de hemaglutinina de la gripe.
Véase, por ejemplo, I. Wilson y col., Cell 37: 767 (1984).

La presente invencion también se refiere a polipéptidos del VIH-1 que tienen la secuencia de aminoacidos deducida
segun se proporciona en este documento, asi como fragmentos, analogos y derivados de dichos polipéptidos. Los
polipéptidos de la presente invencion pueden ser polipéptidos recombinantes, polipéptidos naturales purificados o
polipéptidos sintéticos. El fragmento, el derivado o el analogo de dicho polipéptido puede ser uno en el que uno o
mas de los residuos de aminoacidos esta sustituido por un residuo de aminoacido conservado o no conservado
(preferiblemente un residuo de aminoacido conservado) y dicho residuo de aminoacido sustituido puede ser o no
uno codificado por el cddigo genético; o puede ser uno en el que uno o mas de los residuos de aminoacidos incluyen
un grupo sustituyente; o puede ser uno en el que el polipéptido esta fusionado con otro compuesto, tal como un
compuesto para aumentar la semivida del polipéptido (por ejemplo, polietilenglicol); o puede ser uno en el que los
aminoacidos adicionales estan fusionados con el polipéptido, tal como una secuencia lider o secretora o una
secuencia que se emplea para la purificacion del polipéptido, o una secuencia de pro-proteina. Dichos fragmentos,
derivados y analogos estan en el ambito de la presente invencion. Los polipéptidos y los polinucledtidos de la
presente invencion se proporcionan preferiblemente en una forma aislada y preferiblemente purificada.
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Por lo tanto, un polipéptido de la presente invencion puede tener una secuencia de aminoacidos que es idéntica a la
del polipéptido natural o que es diferente por variaciones menores debidas a una o mas sustituciones de
aminoacidos. La variacion puede ser un "cambio conservativo" tipicamente en el intervalo de aproximadamente 1 a 5
aminoacidos, en el que el aminoacido sustituido tiene propiedades estructurales o quimicas similares, por ejemplo, la
sustitucién de leucina por isoleucina o de treonina por serina. Por el contrario, las variaciones pueden incluir cambios
no conservativos, por ejemplo, la sustitucion de una glicina por un triptéfano. Algunas variaciones menores similares
también pueden incluir deleciones o inserciones de aminoacidos, o ambas. Una guia para la determinacion de
cudles y cuantos residuos de aminoacidos pueden ser sustituidos, insertados o delecionados sin modificar la
actividad bioldgica o inmunoldgica puede averiguarse mediante el uso de programas informaticos bien conocidos en
la técnica, por ejemplo, el programa informatico DNASTAR (DNASTAR Inc., Madison WI).

Los polipéptidos recombinantes de la presente invencién pueden producirse no sélo como se muestra a
continuacion, sino también segun varios procedimientos alternativos y mediante el uso de varias células
hospedadoras y vectores de expresion. Las células hospedadoras estan modificadas genéticamente (transducidas o
transformadas o transfectadas) con los vectores de esta invencion, que pueden ser un vector de clonacion o un
vector de expresion. El vector puede estar en forma de un plasmido, de una particula virica, de un fago, etc. Las
células hospedadoras modificadas genéticamente pueden cultivarse en un medio convencional con nutrientes
modificados segun sea apropiado para la activacion de los promotores, la seleccion de los transformantes o la
amplificacion de los genes derivados del VIH. Las condiciones de cultivo, tales como la temperatura, el pH y
similares, son las usadas previamente con la célula hospedadora seleccionada para la expresion, y seran evidentes
para el artesano habitual experto.

Los polinucleétidos de la presente invencién pueden emplearse para la produccién de un polipéptido mediante
técnicas recombinantes. Por lo tanto, la secuencia del polinucleétido puede estar incluida en uno cualquiera de una
diversidad de vehiculos de expresion, en particular en vectores o en plasmidos, para la expresion de un polipéptido.
Dichos vectores incluyen secuencias cromosémicas, no cromosomicas y de ADN sintético, por ejemplo, derivados
del SV40; plasmidos bacterianos; ADN de fagos; plasmidos de levaduras; vectores derivados de combinaciones de
plasmidos y ADN de fagos, ADN virico tal como de la variolovacuna, de adenovirus, del virus de la viruela aviar y de
la seudorrabia. Sin embargo, puede usarse cualquier otro plasmido o vector siempre que sea replicable y viable en
el hospedador.

La secuencia de ADN apropiada puede ser insertada en el vector mediante varios procedimientos. En general, la
secuencia de ADN se inserta en los sitios apropiados de endonucleasa restriccion mediante procedimientos
conocidos en la técnica. Se considera que dichos procedimientos y otros estan al alcance de los expertos en la
técnica. La secuencia de ADN del vector de expresion esta unida operativamente a una(s) secuencia(s) de control
de la expresion apropiada(s) (promotor) para dirigir la sintesis del ARNm. Algunos ejemplos representativos de
dichos promotores incluyen, pero no se limitan a, el promotor LTR o SV40, el lac o trp de E. coli, el promotor sub L
del fago lambda P y otros promotores conocidos por controlar la expresion de los genes en células procariotas o
eucariotas o sus virus. El vector de expresion también contiene un sitio de unién a ribosomas para el inicio de la
traduccioén y un terminador de la transcripcion. El vector también puede incluir secuencias apropiadas para amplificar
la expresion. Ademas, los vectores de expresion contienen preferiblemente un gen para proporcionar un rasgo
fenotipico para la seleccién de las células hospedadoras transformadas, tal como reductasa de dihidrofolato o
resistencia a la neomicina para el cultivo de células eucariotas, o tal como resistencia a tetraciclina o ampicilina en E.
coli.

El vector que contiene la secuencia de ADN apropiada segun se describe anteriormente en este documento, asi
como una secuencia promotora o de control apropiada, pueden emplearse para transformar un hospedador
apropiado para permitir que el hospedador exprese la proteina. Como ejemplos representativos de hospedadoras
apropiados pueden mencionarse: células bacterianas tales como E. coli, Salmonella typhimurium; Streptomyces sp.;
células fungicas, tales como de levadura; células de insecto tales como de Drosophila y Sf9; células animales tales
como de ovario de hamster chino (CHO), COS o de melanoma de Bowes; células vegetales, etc. Se considera que
la selecciéon de un hospedador apropiado esta al alcance de los expertos en la técnica a partir de las ensefianzas
proporcionadas en este documento.

Mas particularmente, la presente invencion también incluye constructos recombinantes que comprenden una o mas
de las secuencias, segun se describié ampliamente anteriormente. Los constructos comprenden un vector, tal como
un plasmido o un vector virico, en el que se ha insertado una secuencia de la invencién, en una orientacion directa o
inversa. En un aspecto preferido de esta forma de realizacion, el constructo comprende adicionalmente secuencias
reguladoras, incluyendo, por ejemplo, un promotor, unido operativamente a la secuencia. Los expertos en la técnica
conocen un gran numero de vectores y de promotores adecuados y que estan disponibles en el mercado. A modo
de ejemplo se proporcionan los siguientes vectores. Bacterianos: pINCY (Incyte Pharmaceuticals Inc., Palo Alto,
CA), pSPORT1 (Life Technologies, Gaithersburg, MD), pQE70, pQE60, pQE-9 (Qiagen) pBs, phagescript, psiX174,
pBluescript SK, pBsKS, pNH8a, pNH16a, pNH18a, pNH46a (Stratagene); pTrc99A, pKK223-3, pKK233-3, pDR540,
pRIT5 (Pharmacia). Eucariotas: pWLneo, pSV2cat, pOG44, pXT1, pSG (Stratagene) pSVKS3, pBPV, pMSG, pSVL
(Pharmacia). Sin embargo, puede usarse cualquier otro plasmido o vector siempre que sea replicable y viable en el
hospedador.
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Las regiones promotoras pueden seleccionarse de entre cualquier gen deseado mediante el uso de vectores CAT
(transferasa de cloranfenicol) o de otros vectores con marcadores seleccionables. Dos vectores apropiados son
pKK232-8 y pCM7. Algunos promotores bacterianos mencionados en particular incluyen lacl, lacZ, T3, SP6, T7, gpt,
lambda P sub R, P sub L y trp. Algunos promotores eucariotas incluyen (CMV) inmediato temprano, cinasa de
timidina del virus herpes simplex (HSV), SV40 temprano y tardio, LTRs procedentes de retrovirus y metalotioneina-|
de raton. La seleccion del vector y del promotor apropiado esta en el nivel del experto habitual en la técnica.

La célula hospedadora usada en este documento puede ser una célula eucariota superior, tal como una célula de
mamifero, o una célula eucariota inferior, tal como una célula de levadura, o la célula hospedadora puede ser una
célula procariota, tal como una célula bacteriana. La introduccion del constructo en la célula hospedadora puede
efectuarse mediante una transfeccién con fosfato calcico, una transfeccién mediada por DEAE-Dextrano o una
electroporacion (L. Davis y col., "Basic Methods in Molecular Biology", 22 edicion, Appleton y Lang, Paramount
Publishing, East Norwalk, CT).

Los constructos en las células hospedadoras pueden usarse de una manera convencional para producir el producto
génico codificado por la secuencia recombinante. Alternativamente, los polipéptidos de la invencidon pueden ser
producidos sintéticamente mediante sintetizadores peptidicos convencionales.

Las proteinas pueden ser expresadas en células de mamifero, de levadura, de bacteria o en otras células bajo el
control de los promotores apropiados. También pueden emplearse sistemas de traduccion para producir dichas
proteinas mediante el uso de ARNs derivados del los constructos de ADN de la presente invencién. Los vectores de
clonaciéon y de expresion apropiados para su uso con hospedadores procariotas y eucariotas se describen en
Sambrook y col., Molecular Cloning: A Laboratory Manual, Segunda Edicién, (Cold Spring Harbor, N.Y., 1989).

La transcripcién de un ADN que codifica para los polipéptidos de la presente invencién por eucariotas superiores
aumenta mediante la insercién de una secuencia promotora en el vector. Los promotores son elementos que actian
en cis del ADN, habitualmente aproximadamente desde 10 hasta 300 pb, que actian sobre el promotor para
aumentar su transcripcion. Algunos ejemplos incluyen el promotor de SV40 en el lado tardio del origen de replicacion
(pb del 100 hasta 270), un potenciador del promotor temprano de citomegalovirus, un potenciador del polioma en el
lado tardio del origen de replicacion y potenciadores de adenovirus.

Generalmente, los vectores de expresion recombinantes incluiran origenes de replicacién y marcadores
seleccionables que permiten la transformacion de la célula hospedadora, por ejemplo, el gen de resistencia a la
ampicilina de E. coli y el gen TRP1 de S. cerevisiae y un promotor derivado de un gen muy expresado para dirigir la
transcripcion de una secuencia estructural secuencia abajo. Dichos promotores pueden derivar de operones que
codifican para enzimas glucoliticas tales como la cinasa de 3-fosfoglicerato (PGK), el factor alfa, la fosfatasa acida o
proteinas de choque térmico, entre otras. La secuencia estructural heteréloga es ensamblada en una fase apropiada
con las secuencias de inicio y de terminacion de la traduccion y preferiblemente, una secuencia lider capaz de dirigir
la secrecion de la proteina traducida en el espacio periplasmico o en el medio extracelular. Opcionalmente, la
secuencia heterologa puede codificar para una proteina de fusién que incluye un péptido de identificacion N-terminal
que imparte unas caracteristicas deseadas, por ejemplo, la estabilizaciéon o la simplificaciéon de la purificacion del
producto recombinante expresado.

Algunos vectores de expresion utiles para uso bacteriano se construyen insertando una secuencia de ADN
estructural que codifica para una proteina deseada junto con unas sefales adecuadas de inicio y de terminacion de
la traduccion en una fase de lectura operable con un promotor funcional. El vector comprendera uno o mas
marcadores fenotipicos seleccionables y un origen de replicacion para asegurar el mantenimiento del vector y, si
fuera deseable, para proporcionar su amplificacion dentro del hospedador. Algunos hospedadores procariotas
adecuados para la transformacion incluyen E. coli, Bacillus subtilis, Salmonella typhimurium y varias especies de los
géneros Pseudomonas, Streptomyces y Staphylococcus, aunque pueden emplearse otros como una eleccion
rutinaria.

Algunos vectores de expresion Utiles para uso bacteriano comprenden un marcador seleccionable y un origen de
replicacion bacterianos derivados de plasmidos que comprenden elementos genéticos del conocido vector de
clonacién pBR322 (ATCC 37017). Otros vectores incluyen, pero no se limitan a, PKK223-3 (Pharmacia Fine
Chemicals, Uppsala, Suecia) y GEM1 (Promega Biotec, Madison, WI). Estas secciones del "esqueleto” del pBR322
se combinan con un promotor apropiado y la secuencia estructural que se va a expresar.

Después de la transformacion de una cepa hospedadora adecuada y del crecimiento de la cepa hospedadora hasta
una densidad celular apropiada, el promotor seleccionado es desreprimido mediante un medio apropiado (por
ejemplo, un cambio en la temperatura o una induccién quimica) y las células se cultivan durante un periodo
adicional. Las células se recogen tipicamente mediante centrifugacion, se desestabilizan por medios fisicos o
quimicos y el extracto bruto resultante se retiene para una purificacion adicional. Las células microbianas que se
emplean en la expresion de proteinas pueden ser desestabilizadas mediante cualquier procedimiento conveniente,
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incluyendo ciclos de congelacion y descongelacion, aplicacion de ultrasonidos, desestabilizacion mecanica o el uso
de agentes de lisis celular; dichos procedimientos son bien conocidos por el artesano experto.

También pueden emplearse varios sistemas de cultivo de células de mamifero para expresar la proteina
recombinante. Algunos ejemplos de sistemas de expresion de mamifero incluyen las lineas COS-7 de fibroblastos
renales de mono descritas por Gluzman, Cell 23: 175 (1981) y otras lineas celulares capaces de expresar un vector
compatible, tales como las lineas celulares C127, 3T3, CHO, HelLa y BHK. Los vectores de expresion de mamifero
comprenderan un origen de replicacion, un promotor y un potenciador adecuados, y también cualquier sitio de unién
a ribosomas necesario, un sitio de poliadenilacion, sitios de corte y empalme de donante y de aceptor, secuencias
de terminacion de la transcripcion, secuencias no transcritas flanqueantes 5’ y marcadores seleccionables tales
como el gen de la fosfotransferasa de neomicina. Las secuencias de ADN derivadas del genoma virico del SV40, por
ejemplo, el origen del SV40, el promotor temprano, el potenciador, los sitios de corte y empalme y de
poliadenilaciéon, podrian usarse para proporcionar los requeridos elementos genéticos no transcritos. Algunos
sectores representativos utiles incluyen pRc/CMV y pADNc3 (disponibles en Invitrogen, San Diego, CA).

Los polipéptidos derivados del VIH se recuperan y se purifican a partir de cultivos de células recombinantes
mediante procedimientos conocidos que incluyen precipitacion con sulfato de amonio o etanol, extraccion acida,
cromatografia de intercambio anionico o catidnico, cromatografia en fosfocelulosa, cromatografia de interacciones
hidréfobas, cromatografia de hidroxiapatito o cromatografia de lectina. Se prefiere tener bajas concentraciones (de
aproximadamente 0,1 - 5 mM) de i6n calcio presentes durante la purificacion (Price y col., J. Biol. Chem. 244: 917).
Las etapas de replegado de la proteina pueden usarse, segun sea necesario, para completar la configuracion de la
proteina. Finalmente, puede realizarse una cromatografia liquida de alta resolucion (HPLC) para las etapas de
finales de purificacion.

Los polipéptidos de la presente invencidon puede ser productos purificados de forma natural expresados a partir de
una linea celular muy expresante, o un producto de procedimientos sintéticos quimicos, o producirse mediante
técnicas recombinantes a partir de un hospedador procariota o eucariota (por ejemplo, mediante el cultivo de células
bacterianas, de levadura, de vegetales superiores, de insecto y de mamifero). Dependiendo del hospedador
empleado en un procedimiento de produccién recombinante, los polipéptidos de la presente invencién pueden estar
glucosilados con carbohidratos de mamifero o de otro eucariota, o pueden no estar glucosilados. Los polipéptidos de
la invencién también pueden incluir un residuo de aminoacido inicial de metionina.

La presente invencion incluye adicionalmente versiones modificadas del polipéptido recombinante para excluir la
glucosilacion permitiendo la expresion de una forma reducida del carbohidrato de la proteina en sistemas de
expresion de levadura, de insecto o de mamifero. Algunos procedimientos conocidos para la inactivacion de los
sitios de glucosilacion incluyen, pero no se limitan a, los presentados en la Patente de EE.UU. 5.071.972 y en el
documento EP 276.846.

Otras variantes incluidas en la presente invencion incluyen aquellas obtenidas mediante la eliminacion de
secuencias que codifican para residuos de cisteina, evitando asi la formacién de puentes intramoleculares de
disulfuro incorrectos que disminuyen la actividad bioldgica del producto proteico. Los constructos de la presente
invencion también pueden prepararse mediante la eliminacion del sitio de procesado proteolitico, permitiendo su
expresion en sistemas que contienen una proteasa problematica, por ejemplo, la proteasa KEX2 en levaduras.
Algunos procedimientos conocidos para la eliminacion de dichos sitios de proteasa incluyen, pero no se limitan a, un
procedimiento para la eliminacién de los sitios KEX2 presentado en el documento EP 212.914.

La presente invencion incluye los péptidos anteriores en forma de oligdmeros, dimeros, trimeros y oligdmeros de
ordenes superiores. Los oligomeros pueden formarse mediante varios medios que incluyen, pero no se limitan a,
puentes de disulfuro entre péptidos, interacciones no covalentes entre péptidos y uniones de polietilenglicol entre
péptidos.

La fusion de los péptidos anteriores con conectores peptidicos o con péptidos que son capaces de promover los
oligébmeros también esta englobada en esta invencion. Dichos péptidos incluyen, pero no se limitan a, cremalleras de
leucina y péptidos derivados de anticuerpos, tales como los descritos en Landschulz y col., Science 240: 1759
(1988); Hollenbaugh y Aruffo, "Construction of Immunoglobin Fusion Proteins”, en Current Protocols in Immunology,
Suplemento 4, pags.. 10.19.1 - 10.19.11 (1992) John Wiley and sons, Nueva York, NY.

Los plasmidos de partida pueden construirse a partir de plasmidos disponibles segin procedimientos conocidos
publicados. Ademas, los plasmidos equivalentes a los descritos son conocidos en la técnica y seran evidentes para
el artesano experto habitual.

Una vez que se obtienen cultivos homogéneos de células recombinantes, pueden recuperarse grandes cantidades
de la proteina producida recombinantemente a partir del medio condicionado y analizarse mediante el uso de
procedimientos cromatograficos bien conocidos en la técnica. Un procedimiento alternativo para la produccion de
grandes cantidades de proteina secretada implica la transformacion de embriones de mamifero y la recuperacion de
la proteina recombinante a partir de la leche producida por gatas, cabras, ovejas transgénicas, etc. Los polipéptidos
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y las moléculas estrechamente relacionadas pueden ser expresadas recombinantemente de una forma tal que se
facilite la purificacion de la proteina. Una metodologia implica la expresion de una proteina quimérica que incluye
uno o mas dominios adicionales del polipéptido que no estan presentes de forma natural en los polipéptidos
humanos. Dichos dominios que facilitan la purificacion incluyen, pero no se limitan a, péptidos quelantes de metales
tales como dominios de histidina-triptéfano que permiten la purificacion sobre metales inmovilizados, dominios de
proteina A que permiten la purificacion sobre inmunoglobulina inmovilizada, y el dominio utilizado en el sistema de
purificacion por extension / afinidad FLAGS (Immunex Corp, Seattle, WA). La inclusién de una secuencia conectora
escindible tal como el Factor XA o la enterocinasa de Invitrogen (San Diego, CA) entre la secuencia del polipéptido y
el dominio de purificacién puede ser Util para la recuperacion del polipéptido.

También esta contemplado, y en el ambito de la presente invencion, que los anteriores antigenos recombinantes se
usen en varios formatos de inmunoensayos, que incluyen, pero no se limitan a, ensayos directos e indirectos. Los
medios para la adaptacion de los antigenos a dichos formatos diversos -- como mediante conjugacién a marcadores
0 a macromoléculas, o la inmovilizaciéon sobre superficies de soporte adecuadas -- son bien comprendidos y
deberian ser familiares para los expertos en la técnica.

Por ejemplo, los polipéptidos, incluyendo sus fragmentos, o derivados o analogos de los mismos, de la presente
invencion, o las células que los expresan, pueden usarse para la deteccion de anticuerpos contra el VIH (también
como un inmunogeno para producir anticuerpos). Estos anticuerpos pueden ser, por ejemplo, anticuerpos
policlonales o monoclonales, quiméricos, anticuerpos de cadena individual y humanizados, asi como fragmentos
Fab, o el producto de una genoteca de expresion de un Fab. Pueden usarse varios procedimientos conocidos en la
técnica para la produccion de dichos anticuerpos y fragmentos.

Ademas, los anticuerpos generados contra un polipéptido correspondiente a una secuencia de la presente invencion
pueden obtenerse mediante la inyeccion directa del polipéptido en un animal o mediante la administracion del
polipéptido a un animal tal como un ratén, un conejo, una cabra o un ser humano. Se prefiere un ratén, un conejo
una cabra. El anticuerpo asi obtenido se unira entonces al propio polipéptido. De esta forma, puede usarse incluso
una secuencia que codificase Unicamente para un fragmento del polipéptido para generar anticuerpos que se unan
al polipéptido natural. Dichos anticuerpos pueden usarse entonces para aislar el polipéptido a partir de muestras de
prueba, tales como tejidos sospechosos de contener ese polipéptido. Para la preparacion de anticuerpos
monoclonales, puede usarse cualquier técnica que proporcione los anticuerpos producidos mediante cultivos
continuos de lineas celulares. Algunos ejemplos incluyen la técnica de hibridoma segun describen Kohler y Milstein,
Nature 256: 495 - 497 (1975), la técnica de trioma, la técnica de hibridoma de linfocitos B humanos segun describen
Kozbor y col, Immun. Today 4: 72 (1983) y la técnica de EBV-hibridoma para producir anticuerpos monoclonales
humanos segun describen Cole y col., en Monoclonal Antibodies and Cancer Therapy, Alan R. Liss, Inc, Nueva York,
NY, pags. 77 - 96 (1985). Las técnicas descritas pueden adaptarse para la produccion de anticuerpos de cadena
individual contra los productos de polipéptidos inmunégenos de esta invencion. Véase, por ejemplo, la Patente de
EE.UU. N° 4.946.778.

Dichos anticuerpos pueden ser utilizados en diversos formatos de ensayo, que incluyen inmunoensayos en
"sandwich" y ensayos con sondas. Por ejemplo, los anticuerpos monoclonales o los fragmentos segin se han
descrito anteriormente pueden emplearse en diversos sistemas de ensayo para determinar la presencia, si la
hubiera, de un polipéptido derivado del VIH en una muestra de prueba. Por ejemplo, en un primer formato de ensayo
se pone en contacto un anticuerpo policlonal o monoclonal o un fragmento del mismo, o una combinacién de estos
anticuerpos, con el que se ha recubierto una fase soélida, con una muestra de prueba, para formar una primera
mezcla. Esta primera mezcla se incuba durante un tiempo y en unas condiciones suficientes para que se formen los
complejos de antigeno / anticuerpo. Entonces se pone en contacto un reactivo indicador que comprende un
anticuerpo monoclonal o un anticuerpo policlonal o un fragmento de los mismos, o una combinacién de estos
anticuerpos, al que se le ha unido un compuesto generador de una sefial, con los complejos de antigeno / anticuerpo
para formar una segunda mezcla. Después esta segunda mezcla se incuba durante un tiempo y en unas
condiciones suficientes para que se formen los complejos de anticuerpo / antigeno / anticuerpo. La presencia de un
antigeno de un polipéptido derivado del VIH presente en la muestra de prueba y su captura sobre la fase sdlida, si lo
hubiera, se determina mediante la deteccion de la sefial medible generada por el compuesto generador de sefial. La
cantidad de antigeno de un polipéptido derivado del VIH presente en la muestra de prueba es proporcional a la sefial
generada.

O se pone en contacto un anticuerpo policlonal o monoclonal de un polipéptido derivado del VIH o un fragmento del
mismo, o una combinacién de estos anticuerpos, que esta unida a un soporte soélido, con la muestra de prueba y un
reactivo indicador que comprende un anticuerpo monoclonal o policlonal o fragmentos de los mismos, que se unen
especificamente al antigeno de un polipéptido derivado del VIH, o una combinacion de éstos anticuerpos a los que
se les ha unido un compuesto generador de sefial, para formar una mezcla. Esta mezcla se incuba durante un
tiempo y en unas condiciones suficientes para que se formen los complejos de anticuerpo / antigeno / anticuerpo. La
presencia, si la hubiera, de un polipéptido derivado del VIH presente en la muestra de prueba y capturado sobre la
fase sdlida se determina mediante la deteccion de la sefial medible generada por el compuesto generador de sefial.
La cantidad de proteinas del polipéptido derivado del VIH presente en la muestra de prueba es proporcional a la
sefal generada.
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En otro formato de ensayo, puede emplearse uno o una combinacién de al menos dos anticuerpos monoclonales
como una sonda competitiva para la deteccién de anticuerpos contra la proteina del polipéptido derivado del VIH.
Por ejemplo, las proteinas del polipéptido derivado del VIH, tales como los antigenos recombinantes desvelados en
este documento, tanto solos como en combinacion, recubren una fase solida. Entonces se incuba una muestra de
prueba sospechosa de contener el anticuerpo contra el antigeno del polipéptido derivado del VIH con un reactivo
indicador que comprende un compuesto generador de sefal y al menos un anticuerpo monoclonal, durante un
tiempo y en unas condiciones suficientes para que se formen los complejos de antigeno / anticuerpo bien de la
muestra de prueba y el reactivo indicador unido a la fase sélida, o bien del reactivo indicador unido a la fase solida.
La reduccion en la unién del anticuerpo monoclonal a la fase sélida puede medirse cuantitativamente.

En otro procedimiento de deteccién mas, puede emplearse cada uno de los anticuerpos monoclonales o policlonales
en la deteccion de antigenos de polipéptido derivados del VIH en secciones tisulares fijadas, asi como en células
fijadas mediante analisis inmunohistoquimicos. Pueden usarse analisis que citoquimicos en los que estos
anticuerpos estan marcados directamente (con, por ejemplo, fluoresceina, oro coloidal, peroxidasa de rabano
picante, fosfatasa alcalina, etc.) o estan marcados mediante el uso de anticuerpos secundarios marcados anti-
especie (con diversos marcadores segun se ejemplifica en este documento) para rastrear la histopatologia de la
enfermedad.

Ademas, estos anticuerpos monoclonales pueden unirse a matrices similares a Sepharose activada con CNBr y
usarse para la purificacién por afinidad de proteinas especificas de polipéptidos derivados del VIH procedentes de
cultivos celulares o de tejidos bioldgicos, tales como para purificar antigenos y proteinas recombinantes y naturales
de polipéptidos derivados del VIH.

Los anticuerpos monoclonales también pueden usarse para la generacion de anticuerpos quiméricos para uso
terapéutico, o para otras aplicaciones similares.

Los anticuerpos monoclonales o los fragmentos de los mismos pueden proporcionarse individualmente para detectar
antigenos de polipéptidos derivados del VIH. También pueden usarse combinaciones de los anticuerpos
monoclonales (y de fragmentos de los mismos) conjuntamente como componentes en una mezcla o "coctel" de al
menos un anticuerpo de un polipéptido derivado del VIH con anticuerpos contra las otras regiones del polipéptido
derivado del VIH, teniendo cada uno diferentes especificidades. Por lo tanto, este céctel puede incluir anticuerpos
monoclonales que estan dirigidos contra proteinas de un polipéptido derivado del VIH y otros anticuerpos
monoclonales contra los demas determinantes antigénicos del genoma del polipéptido derivado del VIH.

El anticuerpo policlonal o un fragmento del mismo que puede usarse en los formatos de ensayo deberia unirse
especificamente a una region de un polipéptido derivado del VIH o a otras proteinas de un polipéptido derivado del
VIH usadas en el ensayo. El anticuerpo policlonal usado es preferiblemente de origen mamifero; puede usarse un
anticuerpo policlonal anti-polipéptido derivado del VIH humano, de cabra, de raton o de oveja. Lo mas
preferiblemente, el anticuerpo policlonal es un anticuerpo policlonal de ratén anti-polipéptido derivado del VIH. Los
anticuerpos policlonales usados en los ensayos pueden usarse solos o como un céctel de anticuerpos policlonales.
Dado que los cécteles usados en los formatos de ensayo estan formados por anticuerpos monoclonales o por
anticuerpos policlonales con diferentes especificidades para el polipéptido derivado del VIH, serian utiles para el
diagnéstico, la evaluacion y el prondstico del estado del polipéptido derivado del VIH, asi como para el estudio de la
diferenciacion y la especificidad de la proteina del polipéptido derivado del VIH.

Esta contemplado, y en el ambito de la presente invencion, que los polipéptidos derivados del VIH puedan ser
detectables en ensayos mediante el uso de antigenos recombinantes, asi como mediante el uso de péptidos
sintéticos o de péptidos purificados que contienen secuencias de aminoacidos de polipéptidos derivados del VIH.
También esta en el ambito de la presente invenciéon que puedan usarse diferentes epitopos identificadores de
péptidos sintéticos, recombinantes o purificados de cada uno de dichos polipéptidos derivados del VIH en
combinacion en un ensayo para diagnosticar, evaluar o pronosticar el estado de la enfermedad por el VIH. En este
caso, estos péptidos recubren una fase sélida, o cada péptido individual puede recubrir una fase sélida individual, tal
como microparticulas. y combinarse después para formar una mezcla de péptidos que pueden usarse
posteriormente en los ensayos. Adicionalmente, se contempla que puedan usarse multiples péptidos que definen
epitopos de diferentes polipéptidos en combinacion para elaborar un diagnéstico, una evaluacion o un prondéstico de
la enfermedad por el VIH. Los péptidos que recubren fases sélidas, o marcados con marcadores detectables, se
dejan entonces competir con los péptidos procedentes de una muestra de un paciente por una cantidad limitada de
anticuerpo. Una reduccion en la unién de los péptidos sintéticos, recombinantes o purificados al anticuerpo (o a los
anticuerpos) es una indicacién de la presencia de polipéptidos secretados por el VIH en la muestra del paciente, lo
que a su vez indica la presencia del gen del VIH en el paciente. Dichas variaciones de los formatos de ensayo son
conocidas por los expertos habituales en la técnica y se analizan a continuacion en este documento.

En otro formato de ensayo, la presencia de antigenos y/o de anticuerpos contra polipéptidos derivados del VIH

puede ser detectada en un ensayo simultaneo, como sigue. Se pone en contacto simultaneamente una muestra de
prueba con un reactivo de captura para un primer analito, en el que dicho reactivo de captura comprende un primer
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miembro de unién especifico para un primer analito unido a una fase sélida, y un reactivo de captura para un
segundo analito, en el que dicho reactivo de captura comprende un primer miembro de unién para un segundo
analito unido a una segunda fase solida, para formar asi una mezcla. Esta mezcla se incuba durante un tiempo y en
unas condiciones suficientes para que se formen los complejos de reactivo de captura / primer analito y reactivo de
captura / segundo analito. Estos complejos asi formados se ponen después en contacto con un reactivo indicador
que comprende un miembro de un par de unién especifico para el primer analito marcado con un compuesto
generador de sefal y un reactivo indicador que comprende un miembro de un par de unién especifico para el
segundo analito marcado con un compuesto generador de sefial para formar una segunda mezcla. Esta segunda
mezcla se incuba durante un tiempo y en unas condiciones especificas para formar los complejos de reactivo de
captura / primer analito / reactivo indicador y reactivo de captura / segundo analito / reactivo indicador. La presencia
de uno o mas analitos se determina mediante la deteccion de una sefial generada en relacion con los complejos
formados en una o en ambas fase sélidas, como una indicacién de la presencia de uno o mas analitos en la muestra
de prueba. En este formato de ensayo pueden utilizarse antigenos recombinantes, asi como los anticuerpos
monoclonales producidos a partir de los mismos. Dichos sistemas de ensayo se describen con mayor detalle en la
Publicacion EP N° 0473065.

En otros formatos de ensayo mas, pueden utilizarse los polipéptidos desvelados en este documento para detectar la
presencia de anticuerpos especificos para polipéptidos derivados del VIH en muestras de prueba. Por ejemplo, se
incuba una muestra de prueba con una fase sélida a la que se ha unido al menos una proteina recombinante. Estas
se hacen reaccionar durante un tiempo y en unas condiciones suficientes para que se formen los complejos de
antigeno / anticuerpo. Después de la incubacion, se detecta el complejo de antigeno / anticuerpo. Pueden usarse
reactivos indicadores para facilitar la deteccion, dependiendo del sistema de ensayo elegido. En otro formato de
ensayo también se pone en contacto una muestra de prueba con una fase sélida a la que se ha unido una proteina
recombinante producida segun se describe en este documento, con un anticuerpo monoclonal o policlonal especifico
para la proteina, que preferiblemente ha sido marcado con un reactivo indicador. Después de la incubacién durante
un tiempo y en unas condiciones suficientes para que se formen los complejos de anticuerpo / antigeno, se separa la
fase solida de la fase libre y se detecta el marcador bien en la fase sélida o bien en la libre como una indicacion de la
presencia del anticuerpo del polipéptido derivado del VIH. Se contemplan otros formatos de ensayo que utilizan los
antigenos recombinantes desvelados en este documento. Estos incluyen poner en contacto una muestra de prueba
con una fase sélida a la que se ha unido al menos un antigeno procedente de una primera fuente, incubar la fase
solida y la muestra de prueba durante un tiempo y en unas condiciones suficientes para que se formen los complejos
de antigeno / anticuerpo y poniendo en contacto después la fase sodlida con un antigeno marcado, antigeno que
deriva de la misma fuente o, como alternativa, de una segunda fuente diferente a la primera fuente. Por ejemplo, se
usa una proteina recombinante derivada de una primera fuente, tal como E. coli, como un antigeno de captura sobre
una fase sdlida, se afiade una muestra de prueba a la fase sodlida asi preparada y se utiliza una proteina
recombinante derivada de una fuente diferente (es decir, que no sea de E. coli) como parte de un reactivo indicador.
Asimismo también son posibles combinaciones de un antigeno recombinante sobre una fase sdlida y un péptido
sintético en la fase indicadora. Se contempla cualquier formato de ensayo que utilice un antigeno especifico para un
polipéptido derivado del VIH procedente de una primera fuerte, un antigeno de captura y un antigeno especifico para
el polipéptido derivado del VIH procedente de una segunda fuente. Por lo tanto, en el ambito de esta invencién estan
diversas combinaciones de antigenos recombinantes, asi como el uso de péptidos sintéticos, proteinas purificadas, y
similares. Ensayos como estos, y otros, se describen en la Patente de EE.UU. N° 5.254.458.

También se contemplan y estan en el ambito de esta invencion otras formas de realizacion que utilizan otras
diversas fases solidas. Por ejemplo, segun la presente invencion pueden emplearse procedimientos de captura
idnica para la inmovilizaciéon de un complejo de reaccion inmovilizable con un polimero cargado negativamente
(descrito en la Publicacion EP N° 0326100 y en la Publicacion EP N° 0406473), para efectuar una rapida reaccion
inmunoquimica en fase de disolucién sélida. Un complejo inmune inmovilizable se separa del resto de la mezcla de
reaccion mediante interacciones idnicas entre el complejo polianiénico / inmune cargado negativamente y la matriz
porosa cargada positivamente tratada previamente, y se detecta mediante el uso de varios sistemas generadores de
sefial descritos previamente, incluyendo aquellos descritos en mediciones de sefiales quimioluminiscentes, segun se
describe en la Publicacion EPO N° 0 273.115.

También pueden adaptarse los procedimientos de la presente invencién para su uso en sistemas que utilizan la
tecnologia de microparticulas, incluyendo sistemas automatizados y semiautomatizados en los que la fase sélida
comprende una microparticula (magnética o no magnética). Dichos sistemas incluyen aquellos descritos en las
solicitudes publicadas EPO N* EP 0 425 633 y EP 0 424 634, respectivamente.

El uso de microscopia de sonda de barrido (SPM) en inmunoensayos también es una tecnologia a la que pueden
adaptarse facilmente los anticuerpos monoclonales de la presente invencion. En la microscopia de sonda de barrido,
en particular, en la microscopia de fuerzas atdmicas, la fase de captura, por ejemplo, al menos uno de los
anticuerpos monoclonales de la invencion, se adhiere sobre una fase sélida y se utiliza la microscopia de barrido de
sondas para detectar los complejos de antigeno / anticuerpo que puedan estar presentes en la superficie de la fase
sélida. El uso de la microscopia de barrido de tunel elimina la necesidad de marcadores que normalmente deben
utilizarse en muchos sistemas de inmunoensayos para detectar los complejos de antigeno / anticuerpo. El uso de la
SPM para monitorizar las reacciones de unidén especificas puede realizarse de muchas formas. En una forma de
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realizacion, un miembro de un compariero de unién especifico (sustancia analito especifica, que es el anticuerpo
monoclonal de la invencidén) se une a una superficie adecuada para el barrido. La union de sustancia analito
especifica puede ser mediante adsorcion a una pieza de ensayo que comprende una fase solida con una superficie
plastica metdlica, siguiendo los procedimientos conocidos por los expertos habituales en la técnica. O puede
utilizarse una unién covalente de un compafiero de unién especifico (sustancia analito especifica) a una pieza de
ensayo, pieza de ensayo que comprende una fase solida de plastico derivatizado, de metal, de silicio o de vidrio. Los
procedimientos de unién covalente son conocidos por los expertos en la técnica e incluyen varios medios de uniones
irreversibles de compaferos de unién especificos a la pieza de ensayo. Si la pieza de ensayo es de silicio o de
vidrio, la superficie debe estar activada antes de unir el compafero de unién especifico. También pueden usarse
interacciones entre polielectrolitos para inmovilizar un compafiero de unién especifico sobre una superficie de una
pieza de ensayo mediante el uso de técnicas y quimicas. El procedimiento preferido de unién es por medios
covalentes. Después de la unién de un compafero de unién especifico, la superficie puede tratarse adicionalmente
con materiales tales como suero, proteinas u otros agentes de bloqueo para minimizar la unién no especifica. La
superficie también puede cribarse en el sitio de fabricacién o en el punto de uso para verificar su idoneidad para los
propositos del ensayo. No se anticipa que el proceso de cribado altere las propiedades de unién especifica de la
pieza de ensayo.

Aunque la presente invencién desvela la preferencia de uso de fases sélidas, se contempla que los reactivos tales
como anticuerpos, proteinas y péptidos de la presente invencion puedan utilizarse en sistemas de ensayo en fase no
solida. Estos sistemas de ensayo son conocidos por los expertos en la técnica, y se consideran en el ambito de la
presente invencion.

La presente invencion se comprendera mejor en relacion con los siguientes ejemplos, que pretenden ilustrar, pero
no limitar, el espiritu y el ambito de la invencion.

Ejemplo 1

Procedimientos de clonacion

Los oligonucleotidos para la construccion y la secuenciacion de genes se sintetizaron en Abbott Laboratories,
Synthetic Genetics (San Diego, CA) o en Oligo Etc. (Wilsonville, CA). Todos los reactivos de la reaccién en cadena
de la polimerasa (PCR), incluyendo la polimerasa de ADN AmpliTaqg y la polimerasa de ADN UlTma, fueron
adquiridos en Perkin-Elmer Corporation (Foster City, CA) y usados segun las especificaciones del fabricante, salvo
que se indique de otro modo. Las amplificaciones mediante PCR se realizaron con un ciclador térmico GeneAmp
9600 (Perkin-Elmer). Salvo que se indique de otro modo, las enzimas de restriccion se adquirieron en New England
BioLabs (Beverly, MA) y los digeridos se realizaron segun las recomendaciones del fabricante. Los fragmentos de
ADN usados para la clonacién se aislaron en geles de agarosa (Life Technologies, Gaithersburg, MD), salvo que se
indique de otro modo.

Se cortaron los fragmentos deseados y el ADN se extrajo con el kit de extraccion en gel QIAEX Il o con el kit de
extraccion en gel QlAquick (Qiagen Inc., Chatsworth, CA) segun las recomendaciones del fabricante. EI ADN se
resuspendid en H,O o en TE [acido etilendiaminatetraacético 1 mM (EDTA; pH 8,0; BRL Life Technologies),
clorhidrato de tris(hidroximetil) aminometano 10 mM (Tris-HCI, pH 8,0; BRL Life Technologies)]. Las ligaciones se
realizaron mediante el uso de un kit de ligacion de ADN de Stratagene (Stratagene Cloning Systems La Jolla, CA)
segun las recomendaciones del fabricante. Las ligaciones se incubaron a 16 °C durante una noche.

Las transformaciones bacterianas se realizaron mediante el uso de células competentes MAX EFFICIENCY DH5a
(BRL Life Technologies) o células supercompetentes Epicurian Coli XL1-Blue (Stratagene Cloning Systems)
siguiendo los protocolos del fabricante. Salvo que se indique de otro modo, las transformaciones y las siembras por
estrias bacterianas se colocaron en placas en agar LB (Lennox) con 150 pg/ ml de ampicilina (M1090;
MicroDiagnostics, Lombard, IL) o en placas en agar LB + ampicilina complementadas con glucosa hasta una
concentracion final de 20 mM, como se indica. Todas las incubaciones bacterianas (las placas y los cultivos de una
noche) se realizaron durante una noche (~ 16 horas) a 37 °C.

El cribado de los transformantes para la identificacion de los clones deseados se consigui® mediante la
secuenciacion de ADN miniprep y/o mediante una PCR de colonias. EI ADN miniprep se preparé con un Kit Qiagen
Tip 20 Plasmid Prep o con un Kit Qiagen QlAwell 8 Plasmid Prep siguiendo las especificaciones del fabricante, salvo
que se indique de otro modo. Para el cribado de las colonias mediante PCR, las colonias individuales se recogieron
de las placas de transformacion y se transfirieron a un pocillo de una placa estéril de fondo redondo de 96 pocillos
(Costar, Cambridge, MA) que contenia 100 pl de H;O estéril.

Se transfirid un tercio del volumen a una segunda placa y se almacend a 4 °C. La placa original de 96 pocillos se
calentd en el microondas durante 5 minutos para desestabilizar las células. Entonces se transfirié un volumen de 1 pl
a un tubo de PCR como molde. Se afiadieron 9 ul de una mezcla maestra de PCR que contenia 1 pl de tampodn de
PCR 10X, 1 ml de dNTPs 2 mM, 1 ul (10 pmol) de cebador sentido, 1 ul (10 pmol) de cebador antisentido, 0,08 pl de
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polimerasa de ADN AmpliTaq (0,4 unidades) y 4,2 ul de H,O al tubo de PCR. Las reacciones se amplificaron
generalmente durante 20 - 25 ciclos de 94 °C durante 30 segundos, 50 - 60 °C (dependiendo de las temperaturas de
hibridacion del cebador) durante 30 segundos y a 72 °C durante 60 segundos. Los cebadores eran dependientes del
inserto, y las condiciones del ciclo se modificaron basandose en las temperaturas de hibridacion del cebador y en la
longitud del producto esperado. Después de la ciclacion, se cargé aproximadamente 1/3 del volumen de la reaccion
en geles de agarosa para su analisis. Las colonias que contenian los clones deseados se propagaron desde la placa
de transferencia.

Salvo que se indique de otro modo, la secuenciacién del ADN se realizé en un secuenciador automatico ABI Modelo
373A Stretch (Perkin Elmer). Las reacciones de secuenciacion se establecieron con reactivos de un kit de reaccion
FS TACS Dye Term Ready (Perkin Elmer) y 250 - 500 ng de ADN de plasmido, segun las especificaciones del
fabricante. Las reacciones fueron procesadas en columnas Centri-Sep (Princeton Separations, Adelphia, N. J.) antes
de ser cargadas en el secuenciador. Los datos de la secuenciacion fueron analizados mediante el uso de
Sequencher 3.0 (Gene Codes Corporation, Ann Arbor, MI) y GeneWorks 2.45 (Oxford Molecular Group, Inc.,
Campbell, CA).

Ejemplo 2

Determinacién de la secuencia de la env del VIH-1 del Grupo O de la cepa clinica HAM112

Se extrajo ARN virico a partir de sobrenadantes de cultivos de células mononucleares de sangre periférica humana
infectadas con la cepa clinica del VIH-1 del Grupo O designada HAM112 (H. Hampl y col., Infection 23: 369 - 370)
mediante el uso de un kit QlAamp Blood (Qiagen) y el procedimiento recomendado por el fabricante. EI ARN se
eluyd en un volumen de 50 ul de agua exenta de nucleasa (5Prime-3Prime, Inc., Boulder, CO) y se almacené a -70
°C. La estrategia para la obtencion de la secuencia de la region de la env implicaba la sintesis de un ADNc y una
amplificacion mediante PCR (anidada) de cuatro fragmentos solapantes del gen de la env. Los productos
amplificados se secuenciaron directamente en un secuenciador automatizado ABI Modelo 373A Stretch. Las
reacciones de amplificacion se realizaron con los kits GeneAmp ARN PCR and GeneAmp PCR (Perkin Elmer) segun
detalla el fabricante. Las posiciones de los cebadores de oligonucledtidos se corresponden con la secuencia de la
env del VIH-1 ANT70 (G. Myers y col., eds., supra). Se usaron los cebadores env10R [nucleétido (nt) 791 - 772; ID.
SEC. N° 62], env15R (nt 1592 - 1574; ID. SEC. N°: 63), env22R (nt 2321 - 2302; ID. SEC. N°: 64), env26R (nt 250 -
232 3 de la env; ID. SEC. N° 65) para la sintesis del ADNc de los fragmentos 1 - 4, respectivamente. Las
reacciones de transcripcion inversa se incubaron a 42 °C durante 30 minutos, y después a 99 °C durante 5 minutos.
La primera ronda de amplificaciones mediante PCR consistié en 30 ciclos de 95 °C durante 30 segundos, 52 °C
durante 30 segundos y 72 °C durante 1 minuto mediante el uso de las combinaciones de cebadores: env1F (nt 184 -
166 5’ de la env; ID. SEC. N°: 66) y env10R (ID. SEC. N° 62), env7F (nt 564 - 586; ID. SEC. N°: 67) y env15R (ID.
SEC. N°: 63), env12F (nt 1289 - 1308; ID. SEC. N° 68) y env22R (ID. SEC. N° 64), env19F (nt 2020 - 2040; ID.
SEC. N° 69) y env26R (ID. SEC. N°: 65) para los fragmentos 1 hasta 4, respectivamente. Para la segunda ronda de
amplificacion (PCR anidada), se usaron 5 pl de las respectivas reacciones de PCR de la primera ronda como molde,
junto con las combinaciones de cebadores env2F (nt 37 - 15 5’ de la env; ID. SEC. N°: 70) y envOR (nt 740 - 721; ID.
SEC. N° 71), env8F (nt 631 - 650; ID. SEC. N°: 72) y env14R (nt 1437 - 1416; ID. SEC. N°: 73), env13F (nt 1333 -
1354; ID. SEC. N°: 74) y env21R (nt 2282 - 2265; ID. SEC. N°: 75), env20F (nt 2122 - 2141; ID. SEC. N° 76) y
env25R (nt 111 - 94 3’ de la env; ID. SEC. N°: 77) para los fragmentos 1 hasta 4, respectivamente. Las condiciones
de la segunda ronda de amplificacion fueron idénticas a las usadas para la primera ronda. Los fragmentos se
purificaron en gel de agarosa y se extrajeron con un kit extraccion en gel Qiagen QIAEX Il. Los fragmentos se
secuenciaron directamente con los cebadores usados para la PCR anidada junto con los cebadores env4F (ID. SEC.
N°: 78) y env5R (ID. SEC. N° 79) para el fragmento 1; los cebadores env10F (ID. SEC. N°: 80), env11F (ID. SEC.
N°: 81), env11R (ID. SEC. N°: 82), env12F (ID. SEC. N° 68) y AG1 (ID. SEC. N°: 87) para el fragmento 2; los
cebadores env15F (ID. SEC. N°: 83) y env19R (ID. SEC. N°: 84) para el fragmento 3; los cebadores env22F (ID.
SEC. N°: 85) y env24R (ID. SEC. N°: 86) para el fragmento 4. La secuencia de aminoacidos deducida de la env del
VIH-1 del Grupo O de la cepa clinica HAM112 (ID. SEC. N°: 61) se presenta en la FIGURA 1.

Ejemplo 3

Construccion de genes sintéticos de las gp120 / gp41 de la env del VIH-1 del Grupo O

La FIGURA 2 representa la estrategia usada para generar constructos génicos sintéticos de las gp120 / gp41 de la
env del VIH-1 del Grupo O. Las secuencias de las gp120 / gp41 de la env se basaron en la cepa clinica HAM112 del
VIH-1 del Grupo O (ID. SEC. N° 61). La determinacion de la secuencia de la env de la HAM112 se detalla en el
Ejemplo 2, anteriormente en este documento. Se disefiaron oligonucledtidos que codifican para los 45 aminoacidos
C-terminales de la gp120 de la env y los 327 aminoacidos de la gp41 de la env (el nucledtido #1 es la primera base
del primer codon de la gp120 en el gen sintético). El gen sintético tiene una delecion de 26 aminoacidos (los
nucledtidos 643 hasta 720), con respecto a la gp41 de la HAM112 natural, que engloba una region muy hidréfoba
(H) (region transmembranal) de la gp41. Por lo tanto, la longitud completa del gen sintético de la gp41 es de 327
aminodcidos.
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En los oligonucledtidos sintéticos, los codones del VIH-1 natural fueron alterados para que se adecuaran al sesgo de
codones de E. coli en un esfuerzo por aumentar los niveles de expresiéon de la proteina recombinante en E. coli.
Véase, por ejemplo, M. Gouy y C. Gautier, Nucleic Acids Research 10: 7055 (1982); H. Grosjean y W. Fiers, Gene
18: 199 (1982); J. Watson y col. (eds.), Molecular Biology of the Gene, 42 Ed., Benjamin Ku mMing Publishing Co.,
pag. 440 (1987). La estrategia de construccion génica implico la sintesis de una serie de oligonucledtidos solapantes
con extremos complementarios (Osyn-A hasta Osyn-L, representado como A hasta I). Cuando hibridaban, los
extremos servian como cebadores para la extension de la hebra complementaria.

Entonces los fragmentos fueron amplificados mediante PCR. Este proceso ("tejido" de oligonucleétidos mediante
PCR) y se reiter6 para agrandar progresivamente el fragmento de gen. Se disefio el oligonuclettido Osyn-5’ para su
clonacion en el vector PL pKRR826. El vector de expresion, pKRR826, es una forma modificada del promotor
lambda pL del vector pSDKR816, descrito en el N° de serie de EE.UU. 08/314.570. El pKRR826 es un derivado de
un elevado numero de copias de pBR322 que contiene el gen el represor cl sensible a la temperatura (Benard y col.,
Gene 5: 59). Sin embargo, el pKRR826 carece del terminador de la traduccién rmBt1 y tiene los promotores lambda
pL y lambda pR en orientacion inversa con respecto al pPSDKR816. La region policonectora del pKRR826 contiene
los sitios de las enzimas de restriccion Eco R1 y Bam H1 pero carece del codén de inicio ATG. La expresion éptima
se obtiene cuando el extremo 5’ del inserto génico (incluyendo una metionina N-terminal) se clona en el sitio Eco R1.
El Osyn-5’ fue disefiado para contener un sitio de restriccion Eco R1 para la clonacién y un codén ATG (metionina)
para proporcionar un inicio de la traduccion adecuado de las proteinas recombinantes. Los oligonucleétidos
antisentido Osyn-O3’ (ID. SEC. N°: 15), Osyn-P3’ (ID. SEC. N°: 16) y Osyn-M (M) (ID. SEC. N°: 14) contienen cada
uno dos codones de terminacion de la traduccion secuenciales (TAA, TAG) y un sitio de restriccion Bam H1. Cuando
se usaron los cebadores exteriores Osyn-5’ (ID. SEC. N°: 11) y Osyn-M (M) (ID. SEC. N°: 14) se sintetiz6 un gen
completo de la gp41 (327 aminoacidos) (pGO-11PL; ID. SEC. N°: 52). Los oligonucledtidos exteriores Osyn-5 (ID.
SEC. N° 11) y Osyn-03' (ID. SEC. N°: 15) dieron como resultado un producto truncado de la gp41 de 199
aminoacidos (pGO-9PL; ID. SEC. N°: 48). Alternativamente, los oligonucleétidos exteriores Osyn-5’ (ID. SEC. N°: 11)
y Osyn-P3’ (ID. SEC. N°: 16) dieron como resultado un producto truncado de la gp41 de 169 aminoacidos de
longitud (pGO-8PL; ID. SEC. N°: 58).

Los genes sintéticos también fueron expresados como proteinas de fusion de la sintetasa CMP-KDO (CKS). La
transferencia mediada por PCR de los genes sintéticos desde pKRR826 a pJO200 (descrita en el N° de serie de
EE.UU. 572.822) se consiguié con un cebador de PCR de un oligonucledtido sentido exterior alternativo (extremo
5’), Osyn-5'CKS (ID. SEC. N°: 25). El Osyn-5'CKS contenia un sitio de restricciéon Eco R1 y dio como resultado una
fusion en marco del inserto génico sintético en CKS en el vector de expresion pJ0200. Se usaron los cebadores
externos 3’ (antisentido) Osyn-M (ID. SEC. N° 14), Osyn-O3’ (ID. SEC. N°: 15) y Osyn-P3’ (ID. SEC. N°: 16) junto
con Osyn-5CKS (ID. SEC. N° 25) para generar pGO-11CKS (ID. SEC. N°: 54), pGO-9CKS (ID. SEC. N° 50) y
pGO-8 CKS (ID. SEC. N°: 60), respectivamente. Estas etapas se detallan a continuacién en este documento.

A. Tejido mediante PCR de oligonucledtidos sintéticos.

Se realizaron tres reacciones de PCR (volumen de 100 pl) como sigue:

(1) Reaccién 1B: polimerasa de ADN AmpliTaq (2,5 U) y 1X de tampodn, junto con 40 uM de cada dNTP
(dATP, dCTP, dGTP y dTTP), 25 pmol de cada uno de los oligonucleotidos Osyn-A (ID. SEC. N°: 3) y Osyn-D
(ID. SEC. N°: 5) y 0,25 pmol de cada uno de los oligonucleétidos Osyn-B (ID. SEC. N°: 17) y Osyn-C (ID.
SEC. N°: 4);

(2) Reaccion 2A: polimerasa de ADN UlTma (3 U) y 1X de tampén junto con MgCl» 1,5 mM, 40 uM de cada
dNTP, 25 pmol de cada uno de los oligonucleétidos Osyn-E (ID. SEC. N°: 6) y Osyn-H (ID. SEC. N°: 9) y 0,25
pmol de cada uno de los oligonucleétidos Osyn-F (ID. SEC. N°: 7) y Osyn-G (ID. SEC. N°: 8); y

(3) Reaccion 3A: polimerasa de ADN UlTma (3 U) y 1X de tampén junto con MgClz 1,5 mM, 40 uM de cada
dNTP, 25 pmol de cada uno de los oligonucleétidos Osyn-I (ID. SEC. N° 10) y Osyn-L (ID. SEC. N°: 13) y
0,25 pmol de cada uno de los oligonucleétidos Osyn-J (ID. SEC. N°: 18) y Osyn-K (ID. SEC. N°: 12).

Las amplificaciones consistieron en 20 ciclos de 97 °C durante 30 segundos, 52 °C durante 30 segundos y 72 °C

durante 60 segundos. Después las reacciones se incubaron a 72 °C durante 7 minutos y se mantuvieron a 4 °C. Los
productos derivados de la PCR 1B, 2A y 3B se aislaron en gel en un gel de agarosa al 1 %.

B. Tejido mediante PCR de los productos de la PCR de la Reaccién 1B y de la Reaccién 2A.

Se preparé una reaccion de PCR con polimerasa de ADN UlTma (3 U) y 1X de tampén junto con MgCl» 1,5 mM, 40
pM de cada dNTP, 24,4 pmol del oligonucleétido Osyn-5" (ID. SEC. N°: 11), 25 pmol del oligonucleétido Osyn-P3’
(ID. SEC. N° 16) y ~ 10 ng de cada uno de los productos aislados en gel 1B y 2A del Ejemplo 3, Seccion 1A,
anteriormente en este documento. Las condiciones de ciclacion eran las mismas que las del Ejemplo 3, Seccion 1A.
Se us6 una segunda ronda de amplificacion para generar mas producto deseado. Esto se realizd elaborando una
mezcla UITma segun se describid anteriormente en este documento (volumen de reaccion de 100 ul) con 49 pmol de

20



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2446271 T3

Osyn-5’ (ID. SEC. N° 11), 50 pmol de Osyn-P3’ (ID. SEC. N°: 16) y 5 ul del producto de la PCR de la primera ronda
como molde. Estas reacciones se incubaron a 94 °C durante 90 segundos y después se ciclaron como
anteriormente (Seccion 3A). El producto de la PCR Osyn-5 / Osyn-P3’ se aislé en gel segun se describid
anteriormente en este documento.

C. Clonacion del producto de la PCR Osyn-5-Osyn-P3’.

El producto de la PCR Osyn-5-Osyn-P3’ se digirié con las endonucleasas de restriccion Eco R1 + Bam H1 y se ligd
en el vector pKRR826 (descrito anteriormente en este documento) que habia sido digerido con Eco R1 + Bam H1 y
aislado en gel. El producto de la ligacién se uso para transformar células competentes DH5a. El clon deseado fue
identificado mediante PCR de colonias mediante el uso de los oligonucleétidos pKRREcoR1 directo (ID. SEC. N°:
38) y pKRRBamH1 inverso (ID. SEC. N°: 39). El ADN Miniprep se preparé a partir de un cultivo de una noche del
clon candidato pGO-8 A2, y el inserto del plasmido Osyn-5-Osyn-P3’ se secuencié con los cebadores de
oligonucleétidos pKRREcoR1 directo (ID. SEC. N°: 38), pKRRBamH1 inverso (ID. SEC. N°: 39), 41sy-1 (ID. SEC. N°:
44)y 41sy-2 (ID. SEC. N°: 41).

D. Modificacién del clon candidato pGO-8 A2.

Se preparé un volumen de reaccion de PCR de 100 ul con polimerasa de ADN UlTma (3 U) y 1X de tampdn, junto
con MgCl; 1,5 mM, 40 uM de cada dNTP, 50 pmol de los oligonucleétidos Osyn-5-repair (ID. SEC. N°: 24), 50 pmol
de Osyn-P3’ (ID. SEC. N° 16) y ~ 1 ng del ADN miniprep del clon candidato pGO-8 A2 como molde (obtenido a
partir de las reacciones establecidas anteriormente en este documento). La reaccién se incubé a 94 °C durante 90
segundos y después se amplificé con 20 ciclos de 94 °C durante 30 segundos, 50 °C durante 30 segundos y 72 °C
durante 60 segundos. El producto de la PCR Osyn-5-repair / Osyn-P3’ se aislo después en gel y se digirié con Eco
R1 + Bam H1. El producto digerido se ligé en el vector pKRR826 digerido con Eco R1 + Bam H1. El producto de la
ligacion se us6 para transformar células competentes DH5a. El clon deseado fue identificado mediante PCR de
colonias mediante el uso de los oligonucleétidos pKRREcoR1 directo (ID. SEC. N°: 38) y pKRRBamH1 inverso (ID.
SEC. N°: 39). Se establecid un cultivo de una noche del clon candidato 6 de pGO-8 y se prepar6 un ADN miniprep.
El inserto del plasmido Osyn-5repair / Osyn-P3’ se secuencid con los cebadores de los oligonucledtidos
pKRREcoR1 directo (ID. SEC. N°: 38), pKRRBamH1 inverso (ID. SEC. N°: 39), 41sy-1 (ID. SEC. N°: 44) y 41 sy-2
(ID. SEC. N° 41). Basandose en los resultados de la secuenciacion, el clon candidato #6 de pGO-8 se designo
como pGO-8PL/DHSa. La ID. SEC. N°: 57 presenta la secuencia de nucleétidos de la region codificante. La FIGURA
5 presenta la secuencia de aminoacidos de la proteina recombinante pGO-8PL (ID. SEC. N° 58). La proteina
recombinante pGO-8PL consiste en una metionina N-terminal, 45 aminoacidos de la gp120 de la env (VIH-1 del
Grupo O, cepa clinica HAM 112) y 169 aminoacidos de la gp41 de la env (VIH-1 del Grupo O, cepa clinica HAM112).

E. Construccion del pGO-8CKS/XL1.

El pGO-8CKS/XL1 (la ID. SEC. N°: 59 presenta la secuencia de nucleétidos de la region codificante) codifica para la
proteina recombinante pGO-8CKS. La FIGURA 6 presenta la secuencia de aminoacidos de pGO-8CKS (ID. SEC.
N°: 60). Esta proteina consiste en 246 aminoacidos de CKS / policonector, 45 aminoacidos de la gp120 de la env
(VIH-1 del Grupo O, cepa clinica HAM112) y 169 aminoacidos de la gp41 de la env (VIH-1 del Grupo O, cepa clinica
HAM112). La construccion del pGO-8CKS/XL1 se realizé como sigue.

Se prepar6 una reaccion de PCR (volumen de 100 ul) con polimerasa de ADN UlTma (3 U) y 1X de tampén junto
con MgClz 1,5 mM, 40 uM de cada dNTP, 50 pmol de Osyn-5’CKS (ID. SEC. N°: 25), 50 pmol de Osyn-P3’ (ID. SEC.
N°: 16) y 1 ng de ADN miniprep del clon #6 de pGO-8PL. La reaccion se incub6 a 94 °C durante 90 segundos,
después se amplificé con 25 ciclos de 94 °C durante 30 segundos; 55 °C durante 30 segundos; 72 °C durante 90
segundos. Entonces, el producto de la PCR Osyn-5'CKS / Osyn-P3’ se aisl6 en gel. Eco R1 + Bam H1 digirieron el
producto de la PCR Osyn-5CKS / Osyn-P3’ PCR y el vector pJ0200. El vector digerido pJ0200 se aisl6 en gel y se
ligd al producto digerido de la PCR Osyn-5'CKS / Osyn-P3’. Se transformaron células supercompetentes XL1-Blue
con la ligacion y se colocaron en placas con LB + ampicilina complementadas con glucosa 20 mM. Las colonias se
sembraron de nuevo por estrias para su aislamiento en el mismo tipo de placas. Un cultivo de una noche del clon
pGO-8CKS/XL1 se hizo crecer en medio LB + 100 ug/ml de carbenicilina (Sigma Chemical Co.) + glucosa 20 mM
(Sigma Chemical Co.). Se elaboraron reservas congeladas (0,5 ml de cultivo de una noche + 0,5 ml de glicerol) y se
prepar6 ADN para el analisis de la secuencia. Se usaron los siguientes oligonucleétidos como cebadores de
secuenciacion: CKS-1 (ID. SEC. N° 30), CKS-2 (ID. SEC. N°: 31), CKS-3 (ID. SEC. N°: 32), CKS-4 (ID. SEC. N¢:
33), 43461 (ID. SEC. N° 2), 43285 (ID. SEC. N° 1), 41sy-1B (ID. SEC. N°: 29), 41sy-2B (ID. SEC. N°: 34),
CKS176.1 (ID. SEC. N°: 19) y CKS3583 (ID. SEC. N°: 20).

F. Construccién del pGO-9PL/DH5aq.

Las FIGURAS 3A hasta 3D muestran una representacion diagramatica de las etapas implicadas en la construccion
del pGO-9PL/DH5a. El pGO-9PL/DH5a codifica para la proteina recombinante pGO-9PL. La ID. SEC. N°: 47
presenta la secuencia de nucleétidos de la region codificante de pGO-9PL/DH5a. La FIGURA 7 ilustra la secuencia
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de aminoacidos de la proteina recombinante pGO-9PL (ID. SEC. N°: 48). Esta proteina consiste en una metionina N-
terminal, 45 aminoacidos de la gp120 de la env (VIH-1 del Grupo O, cepa clinica HAM112) y 199 aminoacidos de la
gp41 de la env (VIH-1 del Grupo O, cepa clinica HAM 112). La construccion del pGO-9PL/DH5a se realizé como
sigue.

Etapa 1: se preparé una reaccion de PCR de 100 pl con polimerasa de ADN UlTma (3 U) y 1X de tampdn junto con
MgCl» 1,5 mM, 40 uM de cada dNTP, 50 pmol de Osyn-5’ (ID. SEC. N°: 11), 50 pmol de Osyn-H (ID. SEC. N°: 9) y -2
ng de ADN miniprep del clon candidato #6 de pGO-8 (obtenido del Ejemplo 3, Seccion D, anteriormente en este
documento) como molde. La reaccién se incubd a 94 °C durante 120 segundos y después se amplifico con 8 ciclos
de 94 °C durante 30 segundos, 55 °C durante 30 segundos y 72 °C durante 60 segundos.

Etapa 2: se preparé una reaccion de PCR de 100 pl con polimerasa de ADN UlTma (3 U) y 1X de tampén junto con
MgCl» 1,5 mM, 40 uM de cada dNTP, 50 pmol de Osyn-5' (ID. SEC. N°: 11), 50 pmol de Osyn-03’ (ID. SEC. N°: 15) y
10 pl de la reaccion de PCR de la etapa 1 como molde. La reacciéon se incubd a 94 °C durante 120 segundos,
después se amplificé con 18 ciclos de 94 °C durante 30 segundos, 55 °C durante 30 segundos, 72 °C durante 60
segundos, seguido de una incubacion a 72 °C durante 5 minutos.

El producto de la PCR Osyn-5’ / Osyn-03’ (2A / 2B) se aisld después en gel y se digirid con Eco R1 + Bam H1. El
producto digerido se ligd en el vector pKRR826 digerido con Eco R1 + Bam H1. El producto de la ligacién se uso a
continuacién para transformar células competentes DH5a. Se prepard un cultivo de una noche del clon candidato 3
de pGO-9PL y se preparé un ADN miniprep. El inserto del plasmido Osyn-5’ / Osyn-O3’ se secuenci6 con los
siguientes oligonucledtidos como cebadores: pKRREcoR1 directo (ID. SEC. N°: 38), pKRRBamH1 inverso (ID. SEC.
N°: 39), 41sy-1C (ID. SEC. N°: 40), 41sy-2 (ID. SEC. N°: 41), 41sy-3 (ID. SEC. N° 42) y 41 sy-4 (ID. SEC. N°: 23).
Entonces el clon p#3 de GO-9PL se sembrd de nuevo por estrias para su aislamiento. Se recogié una colonia
aislada y se hizo crecer en un cultivo de una noche, y se elaboré una reserva congelada (0,5 ml de glicerol + 0,5 ml
de cultivo de una noche).

La reserva se almacen6 a -80 °C. La secuencia se confirm6é mediante el uso de los cebadores indicados
anteriormente en este documento y este clon se design6 como pGO-9PL/DH5a (la ID. SEC. N° 47 presenta la
secuencia de nucledtidos de la regidn codificante, y la ID. SEC. N°: 48 presenta la secuencia de aminoacidos de la
region codificante). El pGO-9PL/DH5a se sembroé de nuevo por estrias, se hizo crecer en un cultivo de una noche, y
se preparé un ADN miniprep (este prep se designdé como H5).

G. Construccién del pGO-9CKS/XL1

Las FIGURAS 3A hasta 3D muestran una representacion diagramatica de las etapas implicadas en la construccion
del pGO-9CKS/YL1. El pGO-9CKS/XL1 codifica para la proteina recombinante pGO-9CKS. La FIGURA 8 presenta
la secuencia de aminoacidos de la proteina recombinante pGO-9CKS (ID. SEC. N°: 50). Esta proteina consiste en
246 aminoacidos de CKS y policonector, seguido de 45 aminoacidos de la gp120 de la env (VIH-1 del Grupo O, cepa
clinica HAM 112) y 199 aminoacidos de la gp41 de la env (VIH-1 del Grupo O, cepa clinica HAM 112). La
construccion del pGO-9CKS/XL1 se realizd como sigue.

Se prepararon dos reacciones de PCR (volumen de 100 pl) con polimerasa de ADN UlTma (3U) y 1X de tampdn
junto con MgCl» 1,5 mM, 40 uM de cada dNTP, 50 pmol de Osyn-5'CKS (ID. SEC. N°: 25), 50 pmol de Osyn-O3’ (ID.
SEC. N°% 15) y 1 ng de ADN miniprep del clon candidato 3 pGO-9PL (obtenido del Ejemplo 3, Seccién F,
anteriormente en este documento). Cada reaccion se incub6 a 94 °C durante 120 segundos, después se amplificd
con 24 ciclos de 94 °C durante 30 segundos, 55 °C durante 30 segundos, 72 °C durante 120 segundos, seguido de
una incubacion a 72 °C durante 5 minutos. El producto de la PCR Osyn-5'CKS / Osyn-O3’' PCR se aislé después en
gel. El producto de la PCR Osyn-5’CKS / Osyn-O3’ PCR y el vector pJO200 se digirieron con Eco R1 + Bam H1. El
vector digerido pJ0200 se aislé en gel y se ligé con el producto de la PCR digerido Osyn-5’CKS / Osyn-O3'. Se
transformaron células supercompetentes XL1-Blue con la ligacién y se colocaron en placas de LB + ampicilina
complementadas con glucosa 20 mM. Las colonias se sembraron de nuevo por estrias para su aislamiento en el
mismo tipo de placas. Se hizo crecer un cultivo de una noche del clon candidato 4 pGO-9CKS en medio LB + 100
mg/ml de carbenicilina (Sigma Chemical Co.) + glucosa 20 mM (Sigma Chemical Co.). Se elaboraron reservas
congeladas (0,5 ml de cultivo de una noche + 0,5 ml de glicerol) y se preparé ADN para el analisis de la secuencia.
Se usaron los siguientes oligonucledtidos como cebadores de secuenciacion: CKS-1 (ID. SEC. N°: 30), CKS-2 (ID.
SEC. N° 31), CKS-3 (ID. SEC. N° 32), CKS-4 (ID. SEC. N°: 33), 43461 (ID. SEC. N°: 2), 43285 (ID. SEC. N°: 1),
41sy-1B (ID. SEC. N°: 29), 41sy-2B (ID. SEC. N° 34), 41sy-3B (ID. SEC. N°: 35), CKS176.1 (ID. SEC. N°: 19),
CKS3583 (ID. SEC. N° 20) y pTB-S8 (ID. SEC. N°: 28). El clon candidato 4 pGO-9CKS se designé como pGO-
9CKS/XL1 (la ID. SEC. N°: 49 presenta la secuencia de nucleétidos de la region codificante, y la ID. SEC. N°: 50
presenta la secuencia de aminoacidos de la region codificante).

H. Construccién del fragmento Osyn I-M.
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El fragmento Osyn-O-M se construyé como sigue. Se prepard una reaccion de PCR de 100 pl mediante el uso de
polimerasa de ADN AmpliTaq (2,5 U), 1X de tampén, 50 uM de cada dNTP, 50 pmol de 1-PCR (ID. SEC. N°: 26), 50
pmol de Osyn-M (ID. SEC. N° 14) y 10 ng de fragmento de PCR aislado en gel 3A (Ejemplo 3, seccién A,
anteriormente en este documento). La reaccion se incubd a 95 °C durante 105 segundos y después se amplifico con
15 ciclos de 95 °C durante 30 segundos, 55 °C durante 30 segundos, 72 °C durante 60 segundos y después se
mantuvo a 72 °C durante 7 minutos. El producto, designado como Osyn I-M, se aislé en gel y se cloné en el vector
PCR Il (kit de clonacion TA,; Invitrogen, San Diego, CA) siguiendo el procedimiento recomendado por el fabricante. El
producto de ligacion resultante se usé para transformar células competentes DH5a. Se generd un plasmido de ADN
miniprep a partir de un cultivo de una noche del clon IM-6 y el inserto génico se secuencié con los oligonucleétidos
56759 (ID. DE SECUENCIA N°: 45) y 55848 (ID. SEC. N°: 46).

|. Sintesis v tejido de los fragmentos de la PCR I/6R e IM-6F.

Estos procedimientos se realizaron como sigue.

Etapa 1: se prepararon las siguientes reacciones de PCR (volumen de 100 pl): (a) I/6R con polimerasa de ADN
AmpliTaqg (2,5 U), 1X de tampén, 50 uM de cada dNTP, 50 pmol de I-PCR (ID. SEC. N°: 26), 50 pmol de IM-6R (ID.
SEC. N° 22) y 281 ng del clon IM-6 (obtenido a partir del Ejemplo 3, Seccion H) como molde; (b) 6F/M con
polimerasa de ADN AmpliTaq (2,5 U), 1X de tampon, 50 mM de cada dNTP, 50 pmol de IM-6F (ID. SEC. N°: 21), 50
pmol de M-PCR (ID. SEC. N°: 27) y 281 ng del clon IM-6 (obtenido a partir del Ejemplo 3, Seccién H) como molde.

Las reacciones se incubaron a 95 °C durante 105 segundos y después se amplificaron con 20 ciclos de 94 °C
durante 15 segundos, 60 °C durante 30 segundos, 72 °C durante 60 segundos, después se incubaron a 72 °C
durante 7 minutos. A continuacion los productos de la PCR I/6R y 6F/M se aislaron en gel siguiendo los
procedimientos descritos anteriormente en este documento.

Etapa 2: se prepar6 una reaccion de PCR (volumen de 100 pl) con polimerasa de ADN UlTma (3 U) y 1X de tampon
junto con 1,5 mum de MgCl,, 40 uM de cada dNTP, 50 pmol de I-PCR (ID. SEC. N°: 26), 50 pmol de M-PCR (ID.
SEC. N°: 27), ~ 50 ng de I/6R y ~ 20 ng de 6F/M. La reaccioén se incubd a 95 °C durante 105 segundos y después se
amplificé con 20 ciclos de 94 °C durante 15 segundos, 55 °C durante 30 segundos, 72 °C durante 60 segundos,
seguido de una incubacion a 72 °C durante 7 minutos. El producto de la PCR fue procesado en una columna
Centrisep (Princeton Separations) siguiendo las instrucciones del fabricante.

J. Construccién del pGO-11PL/DH5a.

Las FIGURAS 4A hasta 4F muestran una representacion diagramatica de las etapas implicadas en la construccion
del pGO-11PL/DH5a. El pGO-11PL/DH5a codifica para la proteina recombinante pGO-11PL. La FIGURA 9 presenta
la secuencia de aminoacidos de la proteina recombinante pGO-11PL (ID. SEC. N°: 52). Esta proteina consiste en
una metionina N-terminal, 45 aminoacidos de la gp120 de la env (VIH-1 del Grupo O, cepa clinica HAM 112) y 327
aminoacidos de la gp41 de la env (VIH-1 del Grupo O, cepa clinica HAM 112). El pGO-11PL/DH5a se construy6
como sigue.

El producto final de la PCR del Ejemplo 3, Seccion |, y el vector pGO-9PL (miniprep H5 del Ejemplo 3, seccion F)
fueron digeridos secuencialmente con Age | y Bam H1. El digerido pGO-9PL se traté después con fosfatasa alcalina
intestinal bovina (BRL Life Technologies) durante 15 minutos a 37 °C, se extrajo con fenol / cloroformo y se precipitd
con NaOAc y EtOH. Subsiguientemente el vector (pGO-9PL) se aislo en gel. El digerido pGO-9PL y el producto
digerido de la PCR se ligaron y el producto de la ligacion se usoé para transformar células competentes DH5a. Se
sembraron de nuevo por estrias para su aislamiento. Entonces se identifico el clon pGO11-4 y se sembré de nuevo
por estrias para su aislamiento. Se preparé un cultivo de una noche de pGO11-4 con objeto de generar reservas
congeladas y ejecutar el ADN miniprep para la secuenciacion. Se secuenci6 el clon pGO11-4 con los siguientes
cebadores de oligonucledtidos: pKRREcoR1 directo (ID. SEC. N°: 38), pKRRBamH1 inverso (ID. SEC. N°: 39), 41sy-
1C (ID. SEC. N°: 40), 41 sy-2 (ID. SEC. N°: 41), 4 1 sy-3 (ID. SECUENCIA N°: 42), 41sy-4 (ID. SEC. N°: 23), 41sy-
5B (ID. SEC. N°: 43), 41sy-SC (ID. SEC. N°: 36) y 41sy-6B (ID. SEC. N°: 37). Basandose en los resultados de la
secuenciacion, este clon se design6 como pGO-11PL/DH5a (la ID. SEC. N° 51 presenta la secuencia de
nucledtidos de la regidon codificante, y la ID. SEC. N°: 52 presenta la secuencia de aminoacidos de la region
codificante).

K. Construccion del pGO-11CKS/XL1.

Las FIGURAS 4A hasta 4G muestran una representacion diagramatica de las etapas implicadas en la construccion
del pGO-11CKS/XL1. El pGO-11CKS/XL1 codifica para la proteina recombinante pGO-11CKS. La FIGURA 10
muestra la secuencia de aminoacidos de la proteina recombinante pGO-11CKS (ID. SEC. N°: 54). Esta proteina
consiste en 246 aminoacidos de CKS vy el policonector, seguido de 45 aminoacidos de la gp120 de la env (VIH-1 del
Grupo O, cepa clinica HAM 112) y 327 aminoacidos de la gp41 de la env (VIH-1 del Grupo O, cepa clinica HAM
112). El pGO-11CKS/XL1 se construyé como sigue.
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Se prepar6 una reaccion de PCR (volumen de 100 pl) con polimerasa de ADN UlTma (3 U) y 1X de tampén junto
con 1,5 mum de MgCl;, 40 uM de cada dNTP, 50 pmol de Osyn-5'CKS (ID. SEC. N° 25), 50 pmol de Osyn-M (ID.
SEC. N°: 14) y 1 ng de pG011-4 (obtenido a partir del Ejemplo 3, Seccién J) como molde. La reaccion se incubd a 94
°C durante 105 segundos y después se amplificd con 20 ciclos de 94 °C durante 30 segundos, 55 °C durante 30
segundos, 72 °C durante 120 segundos, seguido de una incubacion a 72 °C durante 7 minutos. El producto de la
PCR Osyn-5'CKS / Osyn-M se aisl6 en gel. Después se digirieron el producto de la PCR Osyn-5CKS / Osyn-M vy el
vector pJ0200 con Eco R1 + Bam H1. El vector digerido pJO200 se aisld en gel. Se prepararon ligaciones de una
noche (16 °C) con el producto digerido de la PCR. Se transformaron células supercompetentes XL1-Blue con la
ligacion y se colocaron en placas de LB + ampicilina complementadas con glucosa 20 mM. Las colonias se
sembraron de nuevo por estrias para su aislamiento en las mismas placas. Después se prepard un cultivo de una
noche (medio LB + 100 ug/ml de carbenicilina + glucosa 20 mM) del clon candidato 2 pGO-11CKS. Se elaboraron
reservas congeladas (0,5 ml de glicerol al 80 % + 0,5 ml durante una noche de cultivo) asi como el ADN miniprep
para la secuenciacion. Se usaron los siguientes oligonucleétidos como cebadores para el andlisis de la secuencia:
CKS-1 (ID. SEC. N°: 30), CKS-2 (ID. SEC. N°: 31), CKS-3 (ID. SEC. N° 32), CKS-4 (ID. SEC. N°: 33), 43461 (ID.
SEC. N°: 2), 43285 (ID. SEC. N°: 1), 41sy-1B (ID. SEC. N°: 29), 41sy-2B (ID. SEC. N°: 34), 41sy-3B (ID. SEC. N°:
35), 41sy-4 (ID. SEC. N°: 23), 41sy-5C (ID. SEC. N°: 36), 41sy-6B (ID. SEC. N°: 37), CKS176.1 (ID. SEC. N°: 19),
CKS3583 (ID. SEC. N°: 20) y pTB-S8 (ID. SEC. N°: 28). El clon #2 pGO-11CKS se designé como pGO-11CKS/XL1.
La ID. SEC. N°: 53 presenta la secuencia de nucleétidos de la regiéon codificante of pGO-11CKS/XL1 y la ID. SEC.
N°: 54 presenta la secuencia de aminoacidos de la region codificante de pGO-11CKS/XL1.

Ejemplo 4
Construccion del pVIH210/XL1-Blue

La FIGURA 11 presenta la secuencia de aminoacidos de la proteina recombinante pVIH-210 (ID. SEC. N°: 55). Esta
proteina consiste en 247 aminoacidos de las secuencias de CKS / conector, 60 aminoacidos de la gp120 de la env
(#432 - 491; cepa clinica D194.10 del VIH-2) y 159 aminoacidos de la gp36 de la env (#492 - 650; cepa clinica
D194.10 del VIH-2). La construccién del pH1V210/XL1-Blue se realizé como sigue.

Se clond el ADN genémico de la cepa clinica del VIH-2 D194.10 [H. Kuhnel y col., Nucliec Acids Research 18: 6142
(1990)] en el vector de clonacion EMBL3 lambda. Véase H. Kuhnel y col., Proc. Nat'l. Acad Sci. EE.UU. 86: 2383 -
2387 (1989) y H. Kuhnel y col., Nucleic Acids Research 18: 6142 (1990). El clon lambda que contiene D194.10
(lambda A10) se obtuvo en Diagen Corporation (Dilsseldorf, Germany). Se preparé una reaccion de PCR (volumen
de 100 pl) mediante el uso de polimerasa de ADN AmpliTaq (3,75 unidades), 200 uM de cada dATP, dCTP, dGTP y
dTTP, 0,5 ug del cebador 3634 (ID. SEC. N°: 88; hibridaciéon en las posiciones 7437 - 7455 en la cepa clinica
D194.10 del VIH-2 (numero de acceso de EMBL #X52223), 0,5 ug del cebador 3636 (ID. SEC. N°: 89, hibridacion en
las posiciones 8095 - 8077), 1X de tampdn de PCR y 5 pl del ADN lambda A10 diluido a 1:50. La reaccién se incubo
durante 5 minutos a 94 °C después se amplificd con 35 ciclos de 94 °C durante 1 minuto, 45 °C durante 1 minuto, 72
°C durante 2 minutos; seguido de una incubacion a 72 °C durante 5 minutos. La reaccién de PCR se extrajo con
fenol / cloroformo (Boehringer Mannheim Corporation, Indianapolis, IN) y el ADN se precipité con etanol (AAPER
Alcohol & Chemical Company, Shelbyville, KY). EI ADN se digiri6 con Eco R1 + Bam H1 y se purificé en gel de
agarosa al 1,5 % (SeaKem GTG agarose, FMC Corporation, Rockland, Maine). El producto purificado se ligd en el
vector pJO200 digerido con Eco R1 + Bam H1 mediante el uso de 800 unidades de ligasa T4 de ADN (New England
BioLabs). Se transformaron células supercompetentes XL1-Blue (Stratagene) con 2 ul de la ligacion, segun detalla el
fabricante, y se colocaron en placas LB complementadas con ampicilina (Sigma Chemical Company). Se
establecieron cultivos de una noche mediante la inoculacion de colonias individuales en medio Superbroth 1l (GIBCO
BRL, Grand Island, NY) complementado con 50 ug/ml de ampicilina (Sigma) y glucosa 20 mM (Sigma). Se
establecieron reservas congeladas mediante la adicion de 0,3 ml de glicerol al 80 % a 0,7 ml de durante una noche.
Después de la mezcla, las reservas se almacenaron a -70 °C. Se preparé ADN miniprep a partir de los cultivos de
una noche mediante el uso del procedimiento de lisis alcalina, seguido de una precipitacion con PEG. Las
reacciones de secuenciacion se realizaron con un kit de reactivos 7-desaza-dGTP con Sequenase Version 2.0
(United States Biochemical Corporation, Cleveland, OH) segun detalla el fabricante. Las reacciones se realizaron en
geles de acrilamida al 6 % (GIBCO BRL Gel-Mix 6) mediante el uso del aparato de gel IBI segun recomienda el
fabricante. Basandose en los resultados de las secuencias, el clon gel #7 de pVIH-210 se designé como pVIH-210.
La secuencia de aminoacidos de la region codificante pVIH-210 se presenta como la ID. SEC. N°: 55.

Ejemplo 5

Crecimiento e induccién de cepas de E. coli con el constructo de antigeno recombinante gp41 del VIH-7 del Grupo O

Se prepararon cultivos de siembra de una noche de pGO-9CKS/XL1 y de pGO-11CKS/XL en 500 ml de suero estéril
Excell Terrific (disponible en Sigma Chemical Corp., St. Louis Mo.) complementado con 100 pg/ml de ampicilina
sodica y colocado en una estufa de incubacién orbital en agitacion a 32 °C o a 37 °C. Se transfirieron inéculos de
cien mililitros (100 ml) desde los cultivos de siembra a los matraces que contenian 1 litro de suero estéril Excell
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Terrific complementado con 100 pg/ml de ampicilina sédica. Los cultivos se incubaron a 37 °C hasta que alcanzaron
un crecimiento semilogaritmico, y después se indujeron con ITPG (isopropiltiogalactésido) 1 mM durante 3 horas a
37 °C. (En el caso de constructos de vectores PL, los cultivos se incubaron a 32 °C hasta que alcanzaron un
crecimiento semilogaritmico, y después se indujeron durante 3 horas cambiando las temperaturas de los cultivos a
42 °C.) Después del periodo de induccion, las células se sedimentaron mediante centrifugacion y se recogieron
siguiendo procedimientos estandar. Las células sedimentadas se almacenaron a -70 °C hasta su procesamiento
adicional.

Ejemplo 6

Aislamiento y solubilizacién del antigeno recombinante gp41 del VIH-1 del Grupo O producido como cuerpos de
inclusion insolubles en E. coli

Las células congeladas obtenidas del Ejemplo 5 se resuspendieron mediante homogenizacion en tampon de lisis frio
que comprende Tris 50 mM a pH 8, Na EDTA 10 mM, NaCl 150 mM, 8 % (p/v) de sacarosa, Triton X-100% al 5 %
(v/v), PMSF 1 mM y pepstatina A 1 uM. Se afiadi6 lisozima a los homogeneizados a una concentracion de 1,3 mg
por gramo de células procesadas, y la mezcla resultante se incubd durante 30 minutos en hielo para lisar las células.
Los cuerpos de inclusion se separaron a partir de proteinas solubles mediante centrifugacion. Estos cuerpos de
inclusion sedimentados se lavaron y se sedimentaron secuencialmente en (1) tampodn de lisis; (2) Na EDTA 10 mM a
pH 8, 30 % (p/v) de sacarosa; y (3) agua. Los cuerpos de inclusion lavados se resuspendieron en Tris 50 mM a pH
8, Na EDTA10 mM, NaCl 150 mM y urea 3 M y se incubaron en hielo durante 1 hora. Los cuerpos de inclusion se
separaron entonces de las proteinas solubilizadas mediante centrifugacion. Los cuerpos de inclusion sedimentados
se solubilizaron completamente en guanidina-HCI 7 M, Tris 50 mM a pH 8, beta-mercaptoetanol (BME) al 0,1 % (v/v)
durante una noche a 4 °C. Los antigenos recombinantes solubilizados se clarificaron mediante centrifugacion, se
pasaron a través de un filtro de 0,2 um y se almacenaron a -20 °C hasta su purificacion mediante cromatografia.

Ejemplo 7

Purificacién del antigeno recombinante gp41 del VIH-1 del Grupo O mediante cromatografia

Los antigenos recombinantes solubilizados gp41 del VIH-1 del Grupo O obtenidos a partir del Ejemplo 6 se
purificaron mediante un procedimiento en dos etapas, como sigue. Los extractos en guanidina-HCI de los antigenos
insolubles se purificaron mediante cromatografia de exclusiéon por tamafios en una columna Sephacril S-300
equilibrada con Tris 50 mM a pH 8, urea 8 M y BME al 0,1 % (v/v). Se us6 una electroforesis en SDS-poliacrilamida
para analizar las fracciones. Las fracciones que contienen el antigeno recombinante gp41 se agruparon y después
se concentraron mediante ultrafiltracion. El concentrado de antigeno recombinante se traté con SDS al 4 % (p/v) y
con BME al 5 % (p/v) a temperatura ambiente durante 3 horas. El antigeno tratado con SDS se purificd
adicionalmente mediante cromatografia de exclusion por tamafios en una columna de Sephacril S-300 equilibrada
con Tris 25 mM a pH 8, NaCl 0,15 M, BME al 0,1 % v/v, SDS al 0,1 % (p/v). Se us6 una electroforesis en SDS-
poliacrilamida para analizar las fracciones. Las fracciones que contienen el antigeno recombinante se agruparon, se
pasaron a través de un filtro de 0,2 um y se almacenaron a -70° C.

Ejemplo 8

Preparacion del antigeno del VIH-1 del Grupo M

Las células que contienen el plasmido pTB319 se hicieron crecer y se indujeron segun se describe en el Ejemplo 5.
Las células se lisaron y los cuerpos de inclusion fueron procesados esencialmente segun se describe en el Ejemplo
5 de la patente de EE.UU. N° 5.124.255. El material sedimentado se solubilizé subsiguientemente en SDS, fosfato,
pH 6,8, y después se sometid a una cromatografia en una columna S-300.

Ejemplo 9

Preparacion del antigeno del VIH-2

Se hicieron crecer células pVIH-210/XL1-Blue (Ejemplo 4, anteriormente en este documento) y se indujeron segun
se describe en el Ejemplo 5. Las células se lisaron con un tampoén que contenia fosfato, MgCl,, Na EDTA, Triton X-
100® a pH 7,4 complementado con benzonasa, lisozima y PMSF. Los cuerpos de inclusion se separaron de las
proteinas solubles mediante centrifugacion. El sedimento se lavo secuencialmente con: H,O destilada; Triton X-
100®, desoxicolato, NaCl, fosfato pH 7,0; fosfato 50 mM, pH 7,0; urea, SDS en fosfato, pH 7,0 + BME. Las proteinas
se solubilizaron en SDS, fosfato, pH 7,0 y BME, y después se sometieron a una cromatografia en una columna
S300.

Ejemplo 10
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Ensayo inmunocromatografico en una etapa para la deteccion y la diferenciacion simultaneas del VIH-1 del Grupo M,
del VIH-1 del Grupo O y del VIH-2

A. Preparacion del reactivo

1. Se prepar6 una suspension de selenio (Se) coloidal sustancialmente como sigue: se disolvié SeO» en agua hasta
una concentracion de 0,0625 gm/ml. Entonces se disolvié ascorbato en agua hasta una concentracion de 0,32 gm/ml
y se calentd en un bafio de agua a 70 °C durante 24 horas. Entonces la disolucion de ascorbato se diluyé hasta
0,0065 gm/ml en agua. La disolucion de SeO; se afiadié rapidamente a la disolucion diluida de ascorbato y se incubo
a 42 °C. La incubacion finalizé después de un minimo de 42 horas, cuando la absorbancia maxima excedia 30 a una
longitud de onda de entre 542 nm y 588 nm. La suspension coloidal se enfrié hasta 2 - 8 °C, después se almaceno.
La suspension coloidal de selenio esta disponible en Abbott Laboratories, Abbott Park, lllinois (Code 25001).

2. Se prepararon conjugados de selenio coloidal / anticuerpo como sigue. La suspension de selenio coloidal se
concentro hasta una absorbancia de 25 (DO 500 - 570) en agua destilada. Entonces, se afiadi6 MOPS 1 M hasta
una concentracion final de 10 mM a pH 7,2. Se diluyeron anticuerpos de cabra especificos para la region Fc de la
IgG humana (u otra especie de anticuerpo especifica para la region Fc de la IgG) hasta una concentraciéon de 0,75
mg/ml con tampdn de fosfato 50 mM, y la preparacion de anticuerpo resultante se afiadié entonces con mezcla a la
suspension coloidal de selenio preparada como se describié anteriormente en este documento, hasta una
concentracion final de anticuerpo de 75 pg/ml. La agitacion se continué durante 40 minutos. Entonces, se afiadio a la
disolucion un 1 % (en peso) de albumina sérica bovina (BSA), y la disolucion del conjugado de selenio coloidal /
anticuerpo se agitdé durante 15 minutos adicionales y se centrifugd a 5.000 x g durante 90 minutos. Después de esto
se elimind el 90 % del sobrenadante y el sedimento se resuspendio con el resto del sobrenadante. Inmediatamente
antes de recubrir con este conjugado de selenio-IgG una almohadilla de fibra de vidrio, se diluy6 a 1:10 con diluyente
de conjugado (1 % [en peso] de caseina, 0,1 % [en peso] de Triton X-405° y Tris 50 mM, pH 8,2).

3. El reactivo de control del procedimiento se preparé como una mezcla de sueros positivos para el VIH-1 (grupo M),
el VIH-1 (grupo O) y el VIH-2, y se utilizé en un dispositivo de tiras individual como control positivo del ensayo.

4. El reactivo de control negativo usado era el humano normal utilizado en un dispositivo de ensayo individual como
control negativo del ensayo.

B. Preparacion de la almohadilla de aplicacién.

El material de la almohadilla de aplicacion comprende papel de fibra de vidrio con resina unida (Lydall). Se aplic
aproximadamente 0,1 ml del conjugado preparado (descrito en el anterior parrafo 2) en la almohadilla de aplicacion.

C. Preparacion del material cromatografico.

Todos los reactivos se aplican sobre una membrana de nitrocelulosa mediante la carga y el desvio de la inyeccion
de reactivo. La nitrocelulosa esta soportada por una membrana MYLAR® que esta recubierta con un adhesivo
sensible a la presion.

Los reactivos de captura de la muestra de prueba se prepararon mediante (a) la dilucion del antigeno especifico
preparado segun se describié anteriormente en este documento hasta una concentraciéon de 0,5 mg/ml en diluyente
de inyeccion (Tris 100 mM, pH 7,6 con un 1 % de sacarosa (en peso), NaCl al 0,9 % y 5 ug/ml de fluoresceina) para
el reactivo de captura del VIH-1 del Grupo O (pGO-9/CKS, ID. SEC. N°: 50), (b) para el reactivo de captura del VIH-1
del Grupo M, subgrupo B (pTB319, ID. SEC. N°: 56) y (c) para el reactivo de captura del VIH-2 (pVIH-210, ID. SEC.
N°: 55). Se aplicaron 0,098 pl de un primer reactivo de captura (reactivo del VIH-1 del Grupo M subgrupo B; ID. SEC.
N°: 56) a la tira en la ubicacion de captura designada y que constituia un sitio de captura de un paciente. De forma
analoga, se aplicaron 0,098 ul de un segundo reactivo de captura (reactivo del VIH-1 del Grupo O; ID. SEC. N°: 50)
a la tira en la ubicacion de captura designada y que constituia un sitio de captura de un paciente y 0,098 pl de un
tercer reactivo de captura (reactivo del VIH-2; ID. SEC. N°: 55) se aplicé a la tira en la ubicacion de captura
designada y que constituia un sitio de captura de un paciente.

D. Ensayo répido para detectar la presencia de anticuerpos contra el VIH.

Se realizd un ensayo rapido para detectar la presencia de anticuerpos contra el VIH en muestras de prueba de
suero, sangre completa, saliva y orina, como sigue. En un tubo de Eppendorf de 1,5 ml se mezclaron 5 pl de suero y
600 pl de tampon de elucion de muestra (SEB) (que contiene Tris 50 mM, BSA al 1 % (p/v), Triton X-405° al 0,4 %
(v/v), caseina al 1,5 % (p/v), IgG bovina al 3 % (p/v), lisado de E. coli al 4 % (v/v), [pH 8,2]). Se aplicaron cuatro
gotas de esta mezcla al pocillo de la muestra del alojamiento STAR. Después, se afiadioé 1 ul de suero o de sangre
completa a 100 ul de SEB a un pocillo de una placa de microtitulacién y se afadié la tira de nitrocelulosa al pocillo.
Después de esto se punte6 1 ul de suero o de sangre completa directamente en el dispositivo de ensayo del pocillo
de la muestra de la invencioén y se afadieron 4 gotas de SEB. Cuando se ensayaba la saliva, se afiadieron 50 6 75
ul de saliva a 50 pl o a 25 ul de SEB, respectivamente, en un pocillo de una placa de microtitulacion, y después se
afadio la tira de ensayo de nitrocelulosa al pocillo. Cuando se ensayaba la orina, se afiadieron 50 pl de orina a 50 pl
de SEB en un pocillo de una placa de microtitulacién, y se afnadié la tira de ensayo de nitrocelulosa al pocillo.
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Alternativamente, se usaron 100 ul de orina en el pocillo de una placa de microtitulacion y se afadié la tira de
ensayo de nitrocelulosa, sin el uso de SEB.

La IgG de la muestra fue unida por el coloide de selenio-cabra anti-IlgG humana de la almohadilla conjugada, y los
complejos fueron cromatografiados a lo largo de la longitud de las tiras de ensayo de la membrana de nitrocelulosa
sobre la que previamente se aplicaron los tres antigenos recombinantes pGO-9 CKS ID. SEC. N°: SO), pTB319
(VIH-1 del Grupo M (subgrupo B), ID. SEC. N° 56) y pVIH210 (VIH-2, ID. SEC. N°: 55) a una concentracion de 1
mg/ml mediante el uso de una maquina biodot, que proporcionaba una dispensacion por desplazamiento positivo
mediante el uso de tamarios de gota precisos. El dispositivo de ensayo se incubd después a temperatura ambiente
durante dos minutos y los resultados se leyeron visualmente.

E. Ensayo de sangre completa adicionada.

En un tubo de Eppendorf de 1,5 ml se afiadieron el equivalente de 1 pl de sangre confirmada positiva para el VIH-1
del Grupo O, el VIH-1 del Grupo M o el VIH-2, o de sangre completa confirmada negativa de la muestra de prueba
para el VIH-1 del Grupo O, el VIH-1 del Grupo M o el VIH-2, a 5 ul de un suero confirmado negativo para el VIH-1 del
Grupo O, el VIH-1 del Grupo M o el VIH-2, junto con 100 ul de SEB y se mezclaron. Esta mezcla se aplico al pocillo
de la muestra del dispositivo de ensayo de la invencion.

La IgG de la muestra fue unida por el coloide de selenio-cabra anti-lgG humana de la almohadilla conjugada, y los
complejos fueron cromatografiados a lo largo de la longitud de las tiras de ensayo de la membrana de nitrocelulosa
sobre la que previamente se aplicaron los tres antigenos recombinantes pGO-9 CKS ID. SEC. N°: 50), pTB319 (VIH-
1 del Grupo M (subgrupo B), ID. SEC. N°: 56) y pVIH210 (VIH-2, ID. SEC. N°: 55) a una concentracion de 1 mg/ml
mediante el uso de una maquina biodot, que proporcionaba una dispensacién por desplazamiento positivo mediante
el uso de tamarfos de gota precisos. El dispositivo de ensayo se incubd después a temperatura ambiente durante
dos minutos y los resultados se leyeron visualmente.

F. Resultados.

Si en la muestra de prueba estaba presente el anticuerpo contra el antigeno 1, se indicaba una reaccion visible en el
area de la zona de captura del antigeno 1 y en la zona de finalizacion del ensayo, y no en las zonas del antigeno 2 o
del antigeno 3. Si en la muestra de prueba estaba presente el anticuerpo contra el antigeno 2, se indicaba una
reaccion visible en el area de la zona de captura del antigeno 2 y en la zona de finalizacion del ensayo, y no en las
zonas del antigeno 1 o del antigeno 3. Si en la muestra de prueba estaba presente el anticuerpo contra el antigeno
3, se indicaba una reaccion visible en el area de la zona de captura del antigeno 3 y en la zona de finalizacion del
ensayo, y no en las zonas del antigeno 1 o del antigeno 2. También, un control negativo no deberia ser reactivo (no
muestra reaccion visible) en las zonas del antigeno 1, del antigeno 2 y del antigeno 3, pero deberia se reactivo en la
zona de finalizaciéon del ensayo. Un control positivo (anticuerpo conocido, reactivo contra el antigeno 1, 2 y/o 3)
deberia ser reactivo en la zona del antigeno apropiado al que se une especificamente en una reaccién antigeno /
anticuerpo. Un resultado se consideré invalido cuando se producia una reaccion positiva en una de las zonas de
captura del antigeno pero no en la zona de finalizacion del ensayo, y se repitio el ensayo.

(iy Ensayo de anticuerpos en sangre, orina y saliva. La sangre, la orina y la saliva de tres pacientes
(identificados mediante los niumeros de pacientes 0109, 4068 y 4475) se ensayaron sobre los dispositivos de
nitrocelulosa en fase sélida de la invencion segun se describié en este documento y siguiendo el protocolo de
ensayo segun se establecid anteriormente en este documento. Cada muestra de prueba de sangre y de orina
de cada paciente 0109, 4068 y 4475 era reactiva con el antigeno 1 (pTB319; ID. SEC. N°: 56). Las muestras
de prueba de saliva de los pacientes 4068 y 4475 también fueron reactivas con el antigeno 1, mientras que la
muestra de prueba de saliva del paciente 0109 no fue reactiva en el dispositivo de ensayo de la invencion. La
muestra de prueba de saliva del paciente 0109 se ensayé de nuevo posteriormente mediante un EIA estandar
y se confirmd que no era reactiva para los anticuerpos contra la gp41 del VIH-1, lo que indicaba que los
resultados obtenidos para la muestra de saliva del paciente 0109 eran validos.

(ii) Ensayo de muestras negativas para anticuerpos contra el VIH. Se ensayaron dos sueros negativos y dos
muestras de prueba de sangre completa negativas, cada una adicionada con dos sueros negativos. Las
muestras no contenian anticuerpos especificos para los antigenos relevantes y las muestras de prueba eran
negativas después del ensayo sobre la prueba (es decir, no habia reactividad, indicado por ninguna barra
visible significativa de una reaccién en ninguna posiciéon O, M o 2). La muestra de prueba estaba presente en
cada dispositivo de ensayo, segun lo indicaba una barra de reaccién positiva zona de reactividad de la
muestra de prueba.

(iii) Ensayo de anticuerpos contra el VIH-1 del Grupo M. Se ensayaron cinco sueros de VIH-1 del Grupo M y
cinco muestras de sangre completa adicionadas con sueros positivos para el VIH-1 del Grupo M mediante el
uso de diez dispositivos. Se observd que las muestras de VIH-1 del Grupo M contenian anticuerpos
especificos para el antigeno del VIH-1 del Grupo M (pTB319) segun demuestra el desarrollo de una linea de
reaccion en la zona de antigeno del VIH-1 del Grupo M, y podian verse lineas de reaccion visibles en la zona
de finalizacién del ensayo en nueve de los 10 dispositivos de ensayo. Aunque habia una banda presente en
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un dispositivo de ensayo particular en la zona de captura para el anticuerpo del VIH-1 del Grupo M, la
muestra de prueba no alcanzé la zona de finalizaciéon del ensayo, y por lo tanto el ensayo tuvo que ser
repetido para esta muestra en particular. No se observé reactividad cruzada con los reactivos de captura para
el VIH del grupo O ni el VIH-2.

(iv) Ensayo de anticuerpos contra el VIH-1 del Grupo O. Se ensayaron dos sueros positivos confirmados para
el VIH-1 del Grupo O y dos muestras de prueba de sangre completa adicionadas con sueros del VIH-1 del
Grupo O mediante el uso de cuatro dispositivos adicionales. Se averigué que las muestras de VIH-1 del
Grupo O contenian anticuerpos especificos para el antigeno del HTV-1 del Grupo O segun indicaba un
resultado de una barra positiva en el area de la zona de captura del antigeno de VIH-1 del Grupo 0, con
lineas de reaccion visibles en la zona de finalizacion del ensayo de cada dispositivo. No se observé reaccion
cruzada con antigenos de captura del VIH-1 del Grupo M o del VIH-2 (no habia ninguna barra visible).

(v) Ensayo de anticuerpos contra el VIH-2. Se usaron diez dispositivos adicionales para ensayar cinco sueros
positivos confirmados para el VIH-2 y sangre completa adicionada con los 5 sueros de VIH-2. Se averigu6
que las muestras de VIH-2 contenian anticuerpos especificos para el antigeno de VIH-2 (pVIH210) segun
muestran las barras de reaccion en la zona del antigeno de VIH-2. No se observo reaccion entre estas
muestras de prueba y los antigenos del VIH-1 del Grupo O o del VIH-1 del Grupo M; se observaron lineas de
reaccion visibles en la zona de finalizacion del ensayo de cada dispositivo.

(vi) Ensayo del VIH-1 del Grupo M, del VIH-1 del Grupo O, del VIH-2 y de muestras negativas. Se usaron
cuatro dispositivos finales para ensayar una muestra de prueba positiva para el VIH-1 del Grupo M, una
muestra de prueba positiva para el VIH-1 del Grupo O, una muestra de prueba positiva para el VIH-2 y una
muestra de control negativa. El suero de ensayo negativo no reaccion6 con ningin antigeno en la zona de
captura de antigeno; la muestra de prueba positiva para el VIH-1 del Grupo M soélo era reactiva con el
antigeno del VIH-1 del Grupo M; la muestra de prueba positiva para el VIH-1 del Grupo O sélo era reactiva
con el antigeno del VIH-1 del Grupo O; y la muestra de prueba positiva para el VIH-2 sélo era reactiva con el
antigeno del VIH-2. Se observaron lineas de reaccion visibles en la zona de finalizacién del ensayo de cada
dispositivo.

Las cinco muestras de prueba del VIH-1 del Grupo M y las dos del VIH-1 del Grupo 0 usadas fueron confirmadas
como muestras seropositivas que habian sido previamente ensayadas mediante el uso de un inmunoensayo
enzimatico disponible comercialmente (Abbott #3A77) y habian sido amplificadas mediante PCR, secuenciadas y
subtipadas basandose en un andlisis filogenético. Las cinco muestras usadas del VIH-2 eran seropositivas mediante
el uso del mismo EIA y fueron confirmadas como muestras positivas para el VIH-2 mediante el uso de un ensayo de
inmunotransferencia Western para el VIH-2 (Sanofi).

Ejemplo 11

Construccion de genes hibridos sintéticos del VIH-1 del Grupo M y del VIH-1 del Grupo O

A. Modificacién del pTB319

El plasmido pTB319 (Patente de EE.UU. N° 5.124.255) codifica para una proteina recombinante gp41 truncada
debido a una delecién de una base dentro del gen sintético de la gp41 del VIH-1 del Grupo M que da como resultado
un cambio de marco. Con objeto de facilitar la generacion de constructos génicos hibridos del VIH-1 Grupo M y del
Grupo O se us6 una mutagénesis especifica para eliminar el cambio de marco en la region codificante de la gp41 del
pTB319. Esto se consiguid digiriendo secuencialmente el plasmido pTB319 con las endonucleasas de restriccion Rsr
II'y Bst XI. Los oligonucledtidos sintéticos pTB319+A (ID. SEC. N°: 98) y pTB319+T (ID. SEC. N°: 99) se hibridaron y
se ligaron en el pTB319 digerido con Rsr Il y Bst XI. El producto de la ligacién se usé para transformar células
supercompetentes XL1-Blue y las células se colocaron en placas de LB agar complementadas con 150 ug/ml de
ampicilina. Se us6 una PCR de colonias para identificar correctamente los clones modificados mediante el uso de las
combinaciones de cebadores pTB-S4 (ID. SEC. N°: 100) / pTB-S7 (ID. SEC. N°: 101) y pTB-S4 (ID. DE SECUENCIA
N°: 100) / 63168 (ID. SEC. N°: 121). Se establecieron cultivos de una noche para los clones candidatos en medio LB
complementado con glucosa 3 mM y 200 pug/ml de ampicilina para la preparacion de ADN miniprep. Se secuencio la
totalidad de la region codificante mediante el uso de los cebadores de oligonucledtidos: 43461 (ID. SEC. N°: 2),
43285 (ID. SEC. N°: 1), CKS-1 (ID. SEC. N°: 30), CKS-3 (ID. SEC. N°: 32), pTB-S1 (ID. SEC. N°: 102), pTB-S2 (ID.
SEC. N° 103), pTB-S3 (ID. SEC. N°: 104), pTB-S4 (ID. SEC. N°: 100), pTB-S5 (ID. SEC. N°: 105), pTB-S6 (ID. SEC.
N°: 106), pTB-S7 (ID. SEC. N°: 101) y pTB-S8 (ID. SEC. N°: 28). Basandose en los resultados de la secuenciacion,
el clon pTB319+A-#31 (pGMcks-1) tiene la secuencia de la region codificante deseada. Este clon se designé
subsiguientemente como pGM-1CKS/XL1 (la ID. SEC. N° 107 presenta la secuencia de nucleétidos de la region
codificante). La Figura 12 presenta la secuencia de aminoacidos de la proteina recombinante pGM-1CKS (ID. SEC.
N°: 108).

B. Construccién del pGO-12CKS/XL1

El pGO-12CKS/XL1 codifica para la proteina recombinante pGO-12CKS, cuya secuencia de aminoacidos (ID. SEC.
N°: 91) se muestra en la Figura 13. Esta proteina consiste en 250 aminoacidos de CKS / policonector fusionados con
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42 aminoacidos de la gp120 de la env (VIH-1 del Grupo M, cepa clinica HXB2R), 200 aminoacidos de la gp41 de la
env (H1V-1 Grupo M, cepa clinica HXB2R), 45 aminoacidos de la gp120 de la env (VIH-1 del Grupo O, cepa clinica
HAM 112) y 199 aminoacidos de la gp41 de la env (VIH-1 del Grupo O, cepa clinica HAM 112). El pGO-12CKS/XL1
se construyé como sigue:

Se establecidé una reaccion de PCR (volumen de 100 pl) con polimerasa de ADN UlTma (3 U) y 1X de tamp6n junto
con MgClz 1,5 mM, 40 uM de cada dNTP, 50 pmol de pTB/O-5’ (ID. SEC. N°: 109), 50 pmol de pGO-9/Kpn (ID. SEC.
N°: 110) y 1 ng de ADN de pGO0-9PL (miniprep H5; obtenido a partir del Ejemplo 3, Seccién F anterior) como molde.
La reaccion se incubd a 94 °C durante 105 segundos y después se amplificd con 22 ciclos de 94 °C durante 30
segundos, 55 °C durante 30 segundos y 72 °C durante 75 segundos, seguido de una incubacién a 72 °C durante 5
minutos. El producto de la PCR pub/O-5/pGO-9/Kpn se aislé en gel. El producto de la PCR pTB/0-5/pGO-9/Kpn y el
plasmido pGM-1CKS (descrito en la Seccién A anteriormente en este documento) se digirieron secuencialmente con
Asp 718 (Boehringer Mannheim Biochemicals) y Bst XI. El vector digerido se traté después con fosfatasa alcalina
intestinal bovina (Boehringer Mannheim Biochemicals), se extrajo con fenol / cloroformo y se precipité con etanol. El
producto de la PCR digerido se purificé en una columna Centri-Sep (Princeton Separations). El producto digerido de
la PCR se ligd en el vector digerido y tratado con fosfatasa pGM-1CKS durante una noche a 16 °C. Se transformaron
células supercompetentes XL1-Blue con el producto de la ligacion y se colocaron en placas en LB + ampicilina
complementadas con glucosa 20 mM. Las colonias se sembraron de nuevo por estrias para su aislamiento en el
mismo tipo de placas. Se establecié un cultivo de una noche (medio LB + 100 ug/ml de carbenicilina + glucosa 20
mM) del clon pGO-12CKS #1. Se elaboraron reservas congeladas (0,5 ml de glicerol al 80 % + 0,5 ml de cultivo de
una noche) y se prepar6 ADN miniprep para la secuenciacion. Se usaron los siguientes oligonucleétidos como
cebadores para el analisis de la secuencia: CKS-1 (ID. SEC. N°: 30), CKS-2 (ID. SEC. N°: 31), CKS-3 (ID. SEC. N¢:
32), CKS-4 (ID. SEC. N°: 33), CKS 176.1 (ID. SEC. N°: 19), 3962 (ID. SEC. N°: 111), 3965 (ID. SEC. N°: 113), pTB-
S2 (ID. SEC. N°: 103), pTB-S3 (ID. SEC. N°: 104), pTB-S4 (ID. SEC. N°: 100), pTB-S5 (ID. SEC. N°: 105), sy120-S1
(ID. SEC. N°: 112), 41sy-1B (ID. SEC. N°: 29), 41sy-2B (ID. SEC. N°: 34), 41sy-4 (ID. SEC. N°: 23), pTB-S8 (ID.
SEC. N° 28). Basandose en los resultados del andlisis de la secuencia, el clon candidato pGO-12CKS #1 se
designé como pGO-12CKS/XL1. (La ID. SEC. N°: 90 presenta la secuencia de nucleétidos de la regidn codificante y
la ID. SEC. N°: 91 presenta la secuencia de aminoacidos codificada).

G. Construccion del pGO-13CKS/XL1

El pGO-13CKS/XL1 codifica para la proteina recombinante pGO-13CKS, cuya secuencia de aminoacidos (ID. SEC.
N°: 93) se muestra en la Figura 14. Esta proteina consiste en 250 aminoacidos de CKS / policonector fusionados con
42 aminoacidos de la gp120 de la env (VIH-1 del Grupo M, cepa clinica HXB2R), 200 aminoacidos de la gp41 de la
env (VIH-1 del Grupo M, cepa clinica HXB2R), 45 aminoacidos de la gp120 de la env (VIH-1 del Grupo O, cepa
clinica HAM 112) y 169 aminoacidos de la gp41 de la env (VIH-1 del Grupo O, cepa clinica HAM 112). El pGO-
13CKS/XL1 se construyé como sigue:

Se establecié una reaccion de PCR (volumen de 100 pl) con polimerasa de ADN UlTma (3 U) y 1X de tampon junto
con MgCl2 1,5 M, 40 uM de cada dNTP, 50 pmol de pTB/O-5’ (ID. SEC. N°: 109), 50 pmol de pGO-8/Kpn (ID. SEC.
N°: 114) y 1 ng de ADN de pGO0-9PL (miniprep H5; obtenido a partir del Ejemplo 3, Secciéon F, anteriormente en este
documento) como molde. La reaccion se incubo a 94 °C durante 105 segundos y después se amplifico con 22 ciclos
de 94 °C durante 30 segundos, 55 °C durante 30 segundos y 72 °C durante 75 segundos, seguido de una
incubacion a 72 °C durante 5 minutos. El producto de la PCR pTB/O-5/pGO-8/Kpn se aislé en gel. El producto de la
PCR pTB/O-5/pGO-8/Kpn y el plasmido pGM-1CKS (descrito en la Seccion A anterior) se digirieron
secuencialmente con Asp 718 (Boehringer Mannheim Biochemicals) y Bst XI. El vector digerido se traté después con
fosfatasa alcalina intestinal bovina (Boehringer Mannheim Biochemicals), se extrajo con fenol / cloroformo y se
precipité con etanol. El producto digerido de la PCR se purificd en una columna Centri-Sep (Princeton Separations).
El producto digerido de la PCR se ligé en el vector digerido y tratado con fosfatasa pGM-1CKS durante una noche a
16 °C. Se transformaron células supercompetentes XL1-Blue con el producto de la ligacién y se colocaron en placas
en LB + ampicilina complementadas con glucosa 20 mM. Las colonias se sembraron de nuevo por estrias para su
aislamiento en el mismo tipo de placas. Se establecid un cultivo de una noche (medio LB + 100 pg/ml de
carbenicilina + glucosa 20 mM) del clon pGO-13CKS #1. Se elaboraron reservas congeladas (0,5 ml de glicerol al 80
% + 0,5 ml de cultivo de una noche) y se prepar6 ADN miniprep para la secuenciacion. Se usaron los siguientes
oligonucledtidos como cebadores para el andlisis de la secuencia: CKS-1 (ID. SEC. N° 30), CKS-2 (ID. SEC. Ne:
31), CKS-3 (ID. SEC. N°: 32), CKS-4 (ID. SEC. N°: 33), 43461 (ID. SEC. N°: 2), 43285 (ID. SEC. N°: 1), pTB-S1 (ID.
SEC. N°: 102), pTB-S2 (ID. SEC. N°: 103), pTB-S3 (ID. SEC. N°: 104), pTB-S4 (ID. SEC. N°: 100), pTB-S5 (ID. SEC.
N°: 105), sy120-S1 (ID. SEC. N°: 112), 41sy-1B (ID. SEC. N°: 29), 41sy-2B (ID. SEC. N°: 34), 41sy-4 (ID. SEC. N°:
23), pTB-S8 (ID. SEC. N°: 28). Basandose en los resultados del analisis de la secuencia, el clon candidato pGO-
13CKS #1 se designé como pGO-13CKS/XL1 (la ID. SEC. N°: 92 presenta la secuencia de nucleétidos de la region
codificante y la ID. SEC. N°: 93 presenta la secuencia de aminoacidos codificada).

D. Construccion del pGO-14PL/DH5a
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El pGO-14PL/DH5a codifica para la proteina recombinante pGO-14PL, cuya secuencia de aminoacidos (ID. SEC.
N°: 95) se muestra en la Figura 15. Esta proteina consiste en una metionina N-terminal seguida de 45 aminoacidos
de la gp120 de la env (VIH-1 del Grupo O, cepa clinica HAM 112), 200 aminoacidos de la gp41 de la env (VIH-1 del
Grupo O, cepa clinica HAM 112) fusionados con 42 aminoacidos de la gp120 de la env (VIH-1 del Grupo M, cepa
clinica HXB2R) y 200 aminoacidos de la gp41 de la env (VIH-1 del Grupo M, cepa clinica HXB2R). El pGO0-
14PL/DH5a se construyd como sigue:

Se establecio una reaccién de PCR (volumen de 100 pl) con polimerasa de ADN UlTma (3U) y 1X de tampdn junto
con MgCl; 1,5 mM, 40 uM de cada dNTP, 50 pmol de pTB/Age5’ (ID. SEC. N°: 115), 50 pmol de pGO/B-3’ (ID. SEC.
N°: 116) y 1 ng de ADN de pGM-1 CKS (miniprep de pTB319+A-#31; obtenido a partir de la Seccién A anterior)
como molde. La reaccion se incubd a 95 °C durante 30 segundos y después se amplificd con 22 ciclos de 94 °C
durante 30 segundos, 55 °C durante 30 segundos y 72 °C durante 60 segundos, seguido de una incubacion a 72 °C
durante 5 minutos. El producto de la PCR pTB/Age5/pGOB-3' se aislo en gel. El producto de la PCR
pTB/Age5'/pGO/B-3’' y el plasmido pGO-9PL (obtenido a partir del Ejemplo 3, Seccion F anteriormente en este
documento) se digirieron secuencialmente con Age 1 y Bam H1. El vector digerido se traté después con fosfatasa
alcalina intestinal bovina (Boehringer Mannheim Biochemicals), se extrajo con fenol / cloroformo y se precipité con
etanol. El producto digerido de la PCR se purificd en una columna Centri-Sep (Princeton Separations). El producto
digerido de la PCR se ligd en el vector digerido y tratado con fosfatasa pGM-1CKS durante una noche a 16 °C. Se
transformaron células competentes DH5a con el producto de la ligacion y se colocaron en placas en LB + ampicilina
(150 pg/ml). Las colonias se analizaron para comprobar la presencia del inserto adecuado mediante PCR de
colonias mediante el uso de los cebadores de vector pKRR EcoR1 directo (ID. SEC. N°: 38) y pKRR BamH inverso
(ID. SEC. N°: 39). Las colonias que contenian los clones candidatos fueron sembradas de nuevo por estrias para su
aislamiento en el mismo tipo de placas. Se establecieron cultivos de una noche (medio LB + 100 pug/ml de
carbenicilina) para generar reservas congeladas y ADN miniprep. Se elaboraron reservas congeladas (0,5 ml de
glicerol al 80 % + 0,5 ml de cultivo de una noche) y se preparé ADN miniprep para la secuenciacion. Se usaron los
siguientes oligonucledtidos como cebadores para el analisis de la secuencia: pTB-S1 (ID. SEC. N°: 102), pTB-S2
(ID. SEC. N°: 103), pTB-S3 (ID. SEC. N°: 104), pTB-S4 (ID. SEC. N°: 100), pTB-S5 (ID. SEC. N°: 105), 41sy-1C (ID.
SEC. N°: 40), 41sly-2 (ID. SEC. N° 41), 41sy-3 (ID. SEC. N°: 42), 41sy-4 (ID. SEC. N°: 23), pKRREcoR1 directo (ID.
SEC. N°: 38), pKRR BamH1 inverso (ID. SEC. N°: 39). Basandose en los resultados del analisis de la secuencia, el
clon candidato pGO-14PL #11 se designdé como pGO-14PL/DH5a. (La ID. SEC. N° 94 presenta la secuencia de
nucledtidos de la region codificante y la ID. SEC. N°: 95 presenta la secuencia de aminoacidos codificada).

Ejemplo 12

Construccion de un gen sintético de gp120 / gp41 de la env del VIH-1 del Grupo O con una segunda copia de la
region inmunodominante (IDR) de la gp41 fusionada al C-terminal

A. Construccion del pGO-15CKS/XL1

El pGO-15CKS/XL1 codifica para la proteina recombinante pGO-15CKS, cuya secuencia de aminoacidos (ID. SEC.
N°: 97) se muestra en la Figura 16. Esta proteina consiste en 246 aminoacidos de CKS / policonector fusionados con
45 aminoacidos de la gp120 de la env (VIH-1 del Grupo O, cepa clinica HAM 112), 199 aminoacidos de la gp41 de la
env (VIH- Grupo O, cepa clinica HAM 112), seguido de un conector de 4 aminoacidos (Gly, Gly, Gly, Ser) y 32
aminoacidos que engloban la region IDR de la gp41 de la env (VIH-1 del Grupo O, cepa clinica HAM 112). El pGO-
15CKS/XL1 se construyé como sigue:

El plasmido pGO-11CKS propagado en células XL1-Blue (obtenidas a partir del Ejemplo 3, Seccion K) se digirid
secuencialmente con Age | y Bam H1, se extrajo con fenol / cloroformo y se precipitd con etanol. Los
oligonucledtidos sintéticos synIDR#2-A (ID. SEC. N°: 117) y synIDR#2-B (ID. SEC. N°: 118) se trataron con cinasa
de polinucledtido (Boehringer Mannheim Biochemicals) siguiendo el procedimiento recomendado por el fabricante.
Los oligonucledtidos tratados con cinasa se hibridaron y el duplex se ligé al vector digerido (Age | + Bam H1) pGO-
11CKS. Se transformaron células supercompetentes XL1-Blue con el producto de la ligacion y las células se
colocaron en placas en LB complementadas con 150 pg/ml de ampicilina y se incubaron durante una noche. Se usé
una PCR de colonias (cebadores 41sy-1B ID. SEC. N° 29 y pTB-S8 ID. SEC. N°: 28) para identificar los clones
candidatos. Las colonias se sembraron de nuevo por estrias para su aislamiento en placas LB complementadas con
150 pg/ml de ampicilina. Se establecieron cultivos de una noche de los clones candidatos en medio 2X LB (Life
Technologies, Inc.) complementado con 100 pg/ml de carbenicilina y glucosa 20 mM (Sigma Chemical Co.). Se
preparé ADN miniprep a partir de los cultivos de una noche mediante el uso de un kit de aislamiento de ADN
Promega 373 (Promega Corporation, Madison, W1) siguiendo el procedimiento recomendado por el fabricante. Los
cultivos de una noche también se usaron para establecer reservas congeladas. Las células se sedimentaron y se
resuspendieron en medio 2X LB con glicerol al 20 % (J. T. Baker, Phillipsburg, NJ) y se congelaron a -70 °C. Se
usaron los siguientes oligonucleodtidos como cebadores para el andlisis de la secuencia: CKS-1 (ID. SEC. N°-30),
CKS-3 (ID. SEC. N°: 32), 43285 (ID. SEC. N°: 1), 43461 (ID. SEC. N°: 2), 41sy-1B (ID. SEC. N°: 29), 41sy-2B (ID.
SEC. N°: 34), 41 sy-3B (ID. SEC. N°: 35), 41sy-4 (ID. SEC. N°: 23) y CKS3583 (ID. SEC. N°: 20). Basandose en los
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resultados de la secuenciacion, el clon candidato pGO-15CKS-48 se designé como pGO-15CKS/XL1 (la ID. SEC.
N°: 96 presenta la secuencia de nucledtidos de la region codificante y la ID. SEC. N°: 97 presenta la secuencia de
aminoacidos codificada).

B. Construccion del pGO-15PL/DH5a.

El pGO-15PL/DH5a codifica para la proteina recombinante pGO-15PL, cuya secuencia de aminoacidos (ID. SEC.
N°: 120) se muestra en la Figura 17. Esta proteina consiste en una metionina N-terminal seguida de 45 aminoacidos
de la gp120 de la env (VIH-1 del Grupo O, cepa clinica HAM 112), 199 aminoacidos de la gp41 de la env (VIH-1 del
Grupo O, cepa clinica HAM 112), un conector de 4 aminoacidos (Gly, Gly, Gly, Ser) y 32 aminoacidos que engloban
la region IDR de la gp41 de la env (VIH-1 del Grupo O, cepa clinica HAM 112). El pGO-15PL/DH5 se construyo
como sigue:

Se establecio una reaccion de PCR (volumen de 100 pl) con polimerasa de ADN AmpliTaq (2,5 U) y 1X de tampon
junto con 40 uM de cada dNTP, 50 pmol de 41sy-3B (ID. SEC. N°: 35), 50 pmol de pTB-S8 (ID. SEC. N°: 28) y 1 ng
de ADN de pGO-15CKS (miniprep del clon candidato pGO-15CKS-48; obtenido a partir de la Seccion A anterior)
como molde. La reaccion se incubd a 95 °C durante 30 segundos, después se amplificd con 35 ciclos de 94 °C
durante 20 segundos, 50 °C durante 30 segundos y 72 °C durante 60 segundos, seguido de una incubacion a 72 °C
durante 7 minutos. El producto amplificado se purific6 mediante el uso de un kit de purificacion QIAquick PCR
(Qiagen). El producto de amplificacion purificado 41sy-3B/pTB-S8 se digirid secuencialmente con Age | y Bam H1,
después se ligéo a pGO-9PL (prep del vector tratado con fosfatasa digerido con Age | + Bam H1 del Ejemplo 3,
Seccion J anterior). Se transformaron células competentes DH5a con el producto de la ligacion y se colocaron en
placas en LB complementadas con 150 ug/ml de ampicilina. Los clones candidatos fueron identificados mediante
PCR de colonias con los cebadores 41sy-3 (ID. SEC. N°: 42) y pKRR Bam H1 inverso (ID. SEC. N°: 39), seguido de
la digestion del producto de la PCR con Age |. El clon candidato #4 se sembrd de nuevo por estrias para su
aislamiento. Se establecioé un cultivo del clon #4 en medio 2X LB (Life Technologies) complementado con 100 ug/mi
de carbenicilina (Sigma Chemical Co.) y se incubé a 34 °C durante una noche. Se preparé ADN miniprep a partir de
parte del cultivo de una noche mediante el uso de un kit de aislamiento de ADN Promega 373 (Promega Corp.)
segun detalla el fabricante. Se establecieron reservas congeladas sedimentado el remanente del cultivo de una
noche y resuspendiendo las células en medio Terrific con glicerol al 20 % (J. T. Baker Co.) y congelando a -70 °C.
Se usaron los siguientes oligonucledtidos como cebadores para el analisis de la secuencia: pKRR EcoR1 directo (ID.
SEC. N° 38), pKRR Bam H1 inverso (ID. SEC. N°: 39), 41sy-1C (ID. SEC. N°: 40), 41sy-2 (ID. SEC. N° 41), 41sy-3
(ID. SEC. N° 42), 41sy-3B (ID. SEC. N° 35) y 41sy-4 (ID. SEC. N° 23). Basandose en los resultados de la
secuenciacion, el clon candidato pGO-15PL #4 se designd como pGO-15PL/DH5a. (La ID. SEC. N°: presenta la
secuencia de nucledtidos de la region codificante y la ID. SEC. N°: 120 presenta la secuencia de aminoacidos
codificada).

Ejemplo 13

Preparacion y purificacién de los antigenos recombinantes de la gp41 del VIH-1 del Grupo O pGO-8 PL, pGO-9 PL,
pGO-12CKS, pGO-14 PL y pGO-15CKS

Los anteriores antigenos se prepararon haciendo crecer e induciendo cepas de E. coli que contienen los respectivos
constructos de antigenos recombinantes de la gp41 del VIH-1 del Grupo O segun se describe en el Ejemplo 5. Las
células congeladas resultantes se resuspendieron mediante homogenizacion en tampén de lisis frio que comprende
Tris 50 mM a pH 8, Na EDTA 10 mM, NaCl 150 mM, sacarosa al 8 % (p/v), 5 % de Triton X-100® (v/v), PMSF 1 mM
y pepstatina A 1 uM. Se afiadio lisozima a los homogeneizados a una concentracion de 1,3 mg por gramo de células
procesado y se incubaron durante 30 minutos en hielo para lisar las células. Los cuerpos de inclusion se prepararon
a partir de las proteinas solubles mediante centrifugacion. Estos cuerpos de inclusion sedimentados se lavaron y se
sedimentaron secuencialmente en 1) tampodn de lisis; 2) Na EDTA 10 mM a pH 8, sacarosa al 30 % (p/v); y 3) agua.
Los cuerpos de inclusion lavados se resuspendieron en Tris 50 mM a pH 8, Na EDTA 10 mM, NaCl 150 mM y urea 3
M y se incubaron en hielo durante 1 hora. Después los cuerpos de inclusion se separaron de las proteinas
solubilizadas mediante centrifugacion. Los cuerpos de inclusion sedimentados fueron completamente solubilizados
en guanidina-HCI 7 M, Tris 50 mM a pH 8, beta-mercaptoetanol (BME) al 0,1 % (v/v) durante una noche a 4 °C. El
(los) antigeno(s) recombinante(s) solubilizado(s) fue(ron) clarificado(s) mediante centrifugacion, se pasaron a través
de un filtro de 0,2 pm. El (los) antigeno(s) solubilizado(s) de la gp41 se precipitaron desde la disolucién de
guanidina-HCl 7 M mediante una diluciéon con agua (1:7) hasta una concentracion final de guanidina-HCI de 1 M.
Después de un incubacion a 4 °C durante 30 minutos, las proteinas precipitadas se centrifugaron y se resolubilizaron
en Tris 50 mM a pH 8, urea 9 M, BME al 0,1 % (v/v) durante una noche a 4 °C.

Los antigenos recombinantes de la gp41 del VIH-1 del Grupo O solubilizados se purificaron a continuacion como
sigue: los antigenos recombinantes se purificaron en primer lugar mediante cromatografia de intercambio aniénico
y/o catidnico mediante el uso de columnas Q-Sepharose (Pharmacia) o S-Sepharose (Pharmacia). Las disoluciones
con un antigeno de la gp41 solubilizadas se cargaron en una columna Q-Sepharose o S-Sepharose que
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previamente se habia equilibrado con Tris 50 mM a pH 8, urea 8 M, BME al 0,1 % (v/v). Los antigenos de la gp41 (1)
bien se hicieron pasar a través de la columna directamente y se recogieron en el volumen vacio o (2) bien se unieron
a la matriz de la columna. Si se adsorbian, los antigenos de la gp41 fueron eluidos desde las columnas mediante un
gradiente de NaCl 0 - 1 M. Se usé una electroforesis en gel de SDS-poliacrilamida para analizar las fracciones
procedentes de las columnas de Q-Sepharose o S-Sepharose. Las fracciones que contenian los antigenos
recombinantes de la gp41 se agruparon y después se concentraron mediante ultrafiltracion. Los concentrados de
antigenos recombinantes se trataron con SDS al 4 % (p/v) y BME al 5 % (p/v) a temperatura ambiente durante tres
horas. Los antigenos tratados con SDS se purificaron adicionalmente mediante cromatografia de exclusién por
tamafios en una columna Sephacril S-300 (Pharmacia) equilibrada con Tris 25 mM a pH 8, NaCl 0,15 M, BME al 0,1
% vlv, SDS al 0,1 % (p/v). Se us6 una electroforesis en gel de SDS-poliacrilamida para analizar las fracciones de la
columna S-300. Las fracciones que contenian los antigenos recombinantes purificados se agruparon, se pasaron a
través de un filtro de 0,2 uym y se almacenaron a -70 °C.

Ejemplo 14

Prueba de reactividad del antigeno recombinante con muestras de VIH-1 del Grupo M y del Grupo O

A. Recubrimiento de microesferas

Con objeto de examinar la reactividad de los antigenos recombinantes del VIH-1, se recubrieron microesferas de
poliestireno de un cuarto de pulgada con los recombinantes purificados. Estas microesferas recubiertas con
antigenos se usaron en una serie de ensayos de captura para acceder a la reactividad de ambas muestras del VIH-1
del Grupo My del Grupo O.

Se recubrieron microesferas de un cuarto de pulgada con los antigenos recombinantes a 0,5 ug/ml en PBS. Se
recubrieron con los siguientes antigenos recombinantes: pTB319 (Grupo M), pGO-9/CKS, pGO-11/PL, pGO-12/CKS,
pGO-14/PL y pGO-15/CKS (todos del Grupo O).

El procedimiento para recubrir las microesferas con los antigenos recombinantes es como sigue: para cada antigeno
se lavaron 35,5 g (~ 250) de microesferas, (Abbott Laboratories codigo 93-2556, lote 6840M100) con N-propanol al
15 % en agua durante 30 minutos a 40 °C. Todas las incubaciones y los lavados se realizaron en pequefios tarros
de vidrio marrén sobre una plataforma de agitacion. La disolucién de N-propanol se aspiro, se afiadieron 58,25 ml de
la disolucion de antigeno y las microesferas se incubaron durante dos horas a 40 °C. La disolucion de antigenos se
aspiré y se anadieron 60 ml de una disolucién de Triton X-100 al 0,1 % en PBS durante 30 minutos a 40 °C.
Después las microesferas se lavaron con 60 ml de PBS dos veces y se incubaron con 60 ml de BSA al 2 % en PBS
durante 30 minutos a 40 °C. Se aspir6 la BSA y las microesferas se lavaron de nuevo con PBS. Después las
microesferas se incubaron con 60 ml de sacarosa al 0,5 % en PBS durante 15 minutos a temperatura ambiente.
Después de 15 minutos, se aspird la sacarosa y las microesferas se dejaron secar al aire. Las microesferas
recubiertas se almacenaron en frascos de polipropileno con un desecante a 4 °C.

B. Ensayos

Las microesferas recubiertas con antigenos recombinantes se ensayaron para comprobar su reactividad frente a
varias muestras mediante el uso del kit de Abbott Laboratories 3A11 (de primera generacion, formato de ensayo
indirecto). Las muestras se diluyeron y se afadieron a los pocillos de bandejas de poliestireno. Se afiadieron las
microesferas y las bandejas se incubaron a 40 °C durante 1 hora. Las bandejas se lavaron con agua en un
dispositivo de Abbott Laboratories QUICKWASH. A continuacion se afiadié el conjugado del kit, anti-lgG humana-
peroxidasa de rabano picante, y las bandejas se incubaron de nuevo a 40 °C durante una hora. Las bandejas se
lavaron de nuevo y se afadieron 300 ul de una disoluciéon de sustrato, (1,28 mg/ml de o-fenilenodiamina « HCI en
tampon de citrato - fosfato que contiene perdxido de hidrégeno al 0,02 %) a cada pocillo durante 30 minutos a
temperatura ambiente. Se afiadié 1 ml de acido sulfurico 1 N para detener la reaccion y las bandejas se leyeron en
un espectrofotémetro Abbott QUANTUM.

Las muestras usadas para este estudio eran un plasma humano normal, (Abbott Laboratories codigo 99800, lote
17535M400), usado como un control negativo; VIHPL-31 (sélo positivo para el Grupo M) y los siguientes sueros
positivos del Grupo O: 14283, 189404, 193Ha, 14791, 267Ha y ESP-1. Todas las muestras excepto el plasma
humano normal se analizaron a tres diluciones; 1:1.000, 1:10.000 y 1:100.000 en el diluyente de muestras del kit.
Cada dilucién de cada muestra se analizé por duplicado frente a cada una de las seis microesferas y los resultados
de cada dilucion se promediaron y se representaron graficamente para cada microesfera.

C. Resultados
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Los resultados de los anteriores ensayos, mostrados en la Figuras 18 - 23, demuestran las mejoras en la
sensibilidad y en la selectividad disponibles mediante el uso de los antigenos recombinantes de la presente
invencion. Las microesferas recubiertas con un antigeno recombinante del VIH-1 del Grupo M (pTB319) detectaron
la muestra de suero del Grupo M, pero no detectaron mas que una de las muestras del Grupo O. Las microesferas
recubiertas Unicamente con antigenos recombinantes del VIH-1 del Grupo O (pGO-9/CKS, pGO-11/PL y PGO-
15/CKS) detectaron las muestras de suero del Grupo O, pero mostraron una sensibilidad menor en la deteccion de
la muestra del VIH-1 del Grupo M. Las microesferas que estan recubiertas con antigenos recombinantes hibridos del
Grupo M y del Grupo O (pGO-12/CKS y pGO-14/PL) fueron capaces de detectar ambas muestras positivas del VIH-
1 del Grupo M y del Grupo O. Finalmente, el pGO-15/CKS, que tiene una secuencia adicional que representa la
region inmunodominante del Grupo O de la gp41 unida por medios recombinantes al extremo carboxi de la proteina,
mostré una mayor actividad con muestras del Grupo O de baja titulacion.

Ejemplo 15

Analisis de la sensibilidad del ensayo para muestras infectadas con VIH del Grupo O mediante el uso de los
antigenos recombinantes del Grupo O pGO-9CKS y pG0-11CKS

A. Ensayos

Con objeto de evaluar el rendimiento en inmunoensayos de los constructos de antigenos de la presente invencion,
se incorporaron los antigenos recombinantes pGO-9CKS y pGO-11CKS a cuatro inmunoensayos de VIH-1 / VIH-2
que contenian de reactivos del VIH-1 del Grupo M (subtipo B). Los constructos se ensayaron mediante el uso de un
ensayo de microesferas (Ensayo 1) y 3 ensayos automatizados basados en microparticulas (Ensayos 2 - 4). En
todos los casos, la reactividad de las muestras infectadas por el VIH-1 del Grupo O fue evaluada con (formato 2) y
sin (formato 1) la incorporaciéon de los recombinantes del VIH-1 del Grupo O. Las microesferas / microparticulas
recubiertas se hicieron reaccionar con multiples diluciones de los siguientes sueros humanos positivos para el VIH-1
del Grupo O: ESP1, 189404, 193Ha, 341 Ha, 2156 y ABB 9/96.

Para el Ensayo 1, se incorpor6 pGO-11CKS purificado en un ensayo basado en microesferas disponible
comercialmente y recubriendo con el constructo de antigeno las microesferas de poliestireno de un cuarto de
pulgada. Las microesferas recubiertas se hicieron reaccionar con un intervalo de diluciones de sueros humanos
positivos para el VIH-1 del Grupo O, se lavaron y después se hicieron reaccionar con pGO-9CKS purificado
conjugado con peroxidasa de rabano picante. Después del lavado / separacion de la forma unida del conjugado
pGO-9CKS de la no unida, se afiadié el sustrato y el ensayo se complet6 segun se indica en el Ejemplo 14.

Para el Ensayo 2, se incorpor6 pGO-11CKS purificado en un segundo ensayo disponible comercialmente
recubriendo las microparticulas con el constructo de antigeno. Las microesferas recubiertas se hicieron reaccionar
con el mismo intervalo de diluciones de sueros humanos positivos para el VIH-1 del Grupo O utilizados en el Ensayo
1. Después las microparticulas se lavaron y se hicieron reaccionar subsiguientemente con pGO-9CKS biotinilado.
Después de un lavado adicional, las microparticulas se hicieron reaccionar con un anticuerpo policlonal anti-biotina
conjugado con fosfatasa alcalina. La sefal del ensayo se desarroll6 mediante la adicién del sustrato fosfato de
metilumbeliferilo.

Para el Ensayo 3, se incorporé pG0-11CKS purificado en un tercer ensayo disponible comercialmente recubriendo
las microparticulas con el constructo de antigeno. Las microesferas recubiertas se hicieron reaccionar de nuevo con
el mismo intervalo de diluciones de sueros humanos positivos para el VIH-1 del Grupo O utilizados en el Ensayo 1.
Después, las microparticulas se lavaron y se hicieron reaccionar después con pGO-9CKS biotinilado. Después del
lavado, las microparticulas se hicieron reaccionar con un anticuerpo anti-biotina conjugado con acridinio como el
compuesto generador de sefal.

Para el Ensayo 3, se incorporé pGO-11CKS purificado en un ensayo de desarrollo recubriendo microparticulas
magnéticas con el constructo de antigeno. Como en el Ensayo 1, las microesferas recubiertas se hicieron reaccionar
con un intervalo de diluciones de sueros humanos positivos para el VIH-1 del Grupo O, se lavaron y
subsiguientemente se hicieron reaccionar con pGO-9CKS conjugado con acridinio.

B. Resultados

Los resultados de los ensayos anteriores se presentan en las Tablas 1 y 2, a continuacion, en las que los datos
estan presentados como proporciones entre sefial / corte (S/CO). El Formato 1 se refiere al ensayo convencional sin
los constructos de antigeno de la presente invencién, mientras que el Formato 2 se refiere al ensayo
complementado con los constructos del VIH-1 del Grupo O.
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A partir de estos datos puede observarse que la adiciéon de los recombinantes del VIH-1 del Grupo O dio como
resultado una mejora significativa en la sensibilidad del ensayo para sueros infectados con el VIH-1 del Grupo O a
todas las diluciones ensayadas. Por ejemplo, en el caso del Ensayo 1 y de la muestra 193Ha, se obtuvo una
proporcion de S/CO de 7,14 a una dilucién de 1:10 mediante el uso de el Formato 1, en las que se obtuvo una
similar S/CO (7,22) a una dilucién 160 veces mayor (1:1.600) mediante el uso de el Formato 2. Esta tendencia se
mantuvo en todas las plataformas de ensayo ensayadas. La utilidad de los recombinantes del grupo O fue
particularmente evidente para la muestra 2156, que dio negativo (S/CO < 1) en los 4 ensayos previos a la adicion de
los recombinantes del grupo O. Sin embargo, tras la adicion de los constructos del VIH-1 del Grupo O, esta muestra
2156 dio positivo en los cuatro ensayos a una dilucion de 1:400. En el Ensayo 1, 2156 todavia era positiva a una
dilucion de 1:5.000. Se observd que la adicion de los reactivos recombinantes pGO-9CKS y pGO-11CKS
proporcionaba una sensibilidad sustancialmente mejor para sueros infectados por el VIH-1 del Grupo O cuando se
usaban los anteriores inmunoensayos de formato directo.

Tabla1
Ensayo 1 Ensayo 2 Ensayo 3 Ensayo 4
Formato 1| Formato 2 | Formato 1| Formato 2 | Formato 1| Formato 2 | Formato 1| Formato 2

193Ha 1:10| 7,14 16,92 3,67 10,05 9,65 37,57 0,93 8,99
1:100( 1,85 16,92 0,87 6,08 1,70 25,89 0,61 4,81

1,200 1,00 16,92 0,66 5,03 1,18 23,57 0,54 4,07

1:400( 0,86 16,92 0,53 4,03 0,78 18,40 0,54 2,62

1:800( 0,39 2,41 0,41 2,56 0,59 13,00 0,55 1,74

1:1.600| 0,24 7,22 0,39 1,74 0,53 8,02 0,56 1,16

1:5.000 0,09 2,14 NT NT 0,37 3,33 NT NT

1:10.000| 0,05 1,55 NT NT 0,38 1,69 NT NT
341HA 1:10| 7,41 16,92 15,36 13,52 50,27 82,28 3,06 10,43
1:100( 3,34 16,92 7,30 9,78 13,25 55,32 1,34 7,09

1:200( 2,04 16,92 4,75 8,43 8,00 42,66 1,01 6,78

1:400( 1,32 16,92 2,57 6,66 4,41 31,89 0,90 4,83

1:800( 0,93 16,92 1,49 5,25 2,45 25,47 0,70 3,17

1:1.600| 0,50 11,41 0,92 3,84 1,26 17,48 0,63 2,50

1:5.000| 0,25 5,01 NT NT 0,74 8,16 NT NT

1:10.000f 0,12 1,68 NT NT 0,48 4,56 NT NT

2156 1:10| 0,25 16,92 0,49 5,33 0,37 20,79 0,63 5,562
1:100( 0,11 14,89 0,44 3,46 0,42 14,00 0,54 2,41

1:200( 0,01 10,07 0,36 2,45 0,39 9,92 0,62 1,59

1:400( 0,13 5,93 0,38 1,65 0,38 6,01 0,53 1,13

1:800( 0,04 3,45 0,36 1,12 0,41 3,65 0,51 0,85

1:1.600( 0,01 1,91 0,40 0,75 0,44 2,12 0,54 0,66

1:5.000| 0,08 1,1 NT NT 0,39 0,97 NT NT

1:10.000| 0,15 0,45 NT NT 0,37 0,70 NT NT
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Tabla 2
Ensayo 1 Ensayo 2 Ensayo 3 Ensayo 4
Formato 1|Formato 2| Formato 1|Formato 2 | Formato 1|Formato 2 | Formato 1| Formato 2

ABB9/96 1:10| 3,17 16,92 4,39 9,64 8,96 35,65 1,55 7,76
1:100( 1,67 16,90 0,83 6,00 2,33 28,06 0,75 4,43

1:200( 1,35 16,90 0,66 5,43 1,57 25,03 0,60 4,01

1:400( 1,12 16,90 0,52 4,19 1,13 21,90 0,59 3,20

1:800( 0,88 13,25 0,49 3,59 0,85 17,86 0,58 2,15

1:1.600{ 0,48 9,19 0,40 2,63 0,65 12,87 0,55 1,50

1:5.000{ 0,40 4,95 NT NT 0,53 6,52 NT NT

1:10.000| 0,17 1,39 NT NT 0,43 3,58 NT NT
ESP1 10| 9,18 16,92 9,69 12,30 15,78 44,37 2,87 12,46
1:100( 1,06 16,92 2,78 6,88, 2,08 22,02 0,77 5,12

1:200( 0,52 16,92 1,41 5,32 1,19 17,66 0,65 3,38

1:400( 0,26 16,92 0,87 3,90 0,79 13,38 0,60 2,59

1:800( 0,09 12,59° 0,67 2,67 0,53 9,45 0,52 1,62

1:1.600{ 0,20 8,35 0,52 1,16 0,46 5,66 0,56 1,06

1:5.000{ 0,08 3,31 NT NT 0,57 2,36 NT NT

1:10.000| 0,09 2,05 NT NT 0,37 1,34 NT NT

189404 1:10| 20,76 16,92 20,44 14,98 31,64 37,47 3,58 9,78
1:100( 10,37 16,92 8,12 7,83 12,19 24,67 1,26 4,60

1:200( 8,10 15,72 5,37 5,71 8,36 19,86 1,12 3,51

1:400( 4,38 11,61 3,11 4,10 5,33 14,20 0,76 2,32

1:800( 2,28 7,81 1,78 2,80 2,94 10,42 0,73 1,75

1:1.600| 1,34 4,55 1,03 1,66 1,81 6,12 0,57 1,21

1:5.000{ 0,40 1,96 NT NT 0,94 2,49 NT NT

1:10.000| 0,26 1,00 NT 0,59 1,58 NT NT

La presente invencién concierne a:

1. Un constructo de antigeno que comprende un primer polipéptido de la env del VIH-1 del Grupo O fusionado
con un segundo polipéptido de la env del VIH-1 del Grupo O.
2. Un constructo de antigeno segun el Punto 1 en el que el primer polipéptido es un polipéptido de la gp120 y el
segundo polipéptido es un polipéptido de la gp41.
3. Un constructo de antigeno segun el Punto 2 en el que se ha delecionado una porcién de la region hidrofoba
del polipéptido de la gp41.
4. Un constructo de antigeno segun cualquiera de los Puntos 1, 2 y 3 en el que al menos uno del primer y el
segundo polipéptido de la env del VIH-1 del Grupo O env deriva de la cepa clinica HAM 112 del VIH-1 del Grupo
0.
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5. Un constructo de antigeno segun el Punto 1 en el que el primer polipéptido comprende una porcion
inmunorreactiva de la proteina gp120 de la cepa clinica HAM 112 del VIH-1 del Grupo O.

6. Un constructo de antigeno segun el Punto 5 en el que el primer polipéptido tiene una secuencia de
aminoacidos que consiste esencialmente en los residuos 1 hasta 520 de la secuencia de la Figura 1 (ID. SEC.
N°: 61) o una porcion de la misma.

7. Un constructo de antigeno segun el Punto 6 en el que el primer polipéptido tiene una secuencia de
aminoacidos consistente esencialmente en los residuos 476 hasta 520 de la secuencia de la Figura 1 (ID. SEC.
N°: 61).

8. Un constructo de antigeno segun cualquiera de los Puntos 1, 5, 6 y 9 en el que el segundo polipéptido
comprende una porcioén inmunorreactiva de la proteina gp41 de la cepa clinica HAM 112 del VIH-1 del Grupo O.
9. Un constructo de antigeno segun el Punto 8 en el que el segundo polipéptido tiene una secuencia de
aminoacidos consistente esencialmente en los residuos 521 hasta 873 de la secuencia de la Figura 1 (ID. SEC.
N°: 61) o una porcion de la misma.

10. Un constructo de antigeno segun el Punto 8 en el que una porcion de la region hidréfoba de la proteina gp41
de la cepa clinica HAM 112 del VIH-1 del Grupo O esta ausente en el segundo polipéptido.

11. Un constructo de antigeno segun el Punto 8 en el que la porcidon delecionada es aquella parte de la gp41 que
tiene una secuencia de aminoacidos consistente esencialmente en los residuos 690 hasta 715 de la secuencia
de la Figura 1 (ID. SEC. N°: 61).

12. Un constructo de antigeno segun el Punto 8 en el que el segundo polipéptido tiene una secuencia de
aminoacidos consistente esencialmente en los residuos 47 hasta 373 de la Figura 9 (ID. SEC. N°: 52).

13. Un constructo de antigeno segun el Punto 8 en el que el segundo polipéptido tiene una secuencia de
aminoacidos consistente esencialmente en los residuos 47 hasta 245 de la Figura 7 (ID. SEC. N°: 48).

14. Un constructo de antigeno segun el Punto 8 en el que el segundo polipéptido tiene una secuencia de
aminoacidos consistente esencialmente en los residuos 47 hasta 212 de la Figura 5 (ID. SEC. N°: 58).

15. Un constructo de antigeno segun el Punto 1 seleccionado de entre el grupo que consiste en pGO-8PL, pGO-
8CKS, pGO-9PL, pGO-9CKS, pGO-11PL y pGO-11CKS y derivados, variantes y analogos de los mismos.

16. Un polinucledtido que codifica para un constructo de antigeno segun cualquiera de los Puntos 1y 15.

17. Un polinucledtido segun el Punto 16 unido operativamente a una secuencia de control capaz de dirigir la
expresion en un hospedador adecuado.

18. Un polinucledtido segun el Punto 16 en el que la secuencia codificante se ha modificado para proporcionar un
sesgo de codon apropiado para el hospedador de expresion.

19. Un vector de expresion que comprende un polinucleétido segun el Punto 16.

20. Una célula hospedadora transformado por un vector de expresion segun el Punto 19.

21. Una célula hospedadora segun el Punto 20 en el que el hospedador es Escherichia coli.

22. Un procedimiento para detectar anticuerpos contra el VIH-1 en una muestra de prueba que comprende las
etapas de:

(a) combinar al menos un constructo de antigeno segun cualquiera de los Puntos 1 y 15 con la muestra de
prueba para formar una mezcla;

(b) incubar la mezcla en unas condiciones adecuadas para formacion de los complejos entre el antigeno y los
anticuerpos, si es que los hay presentes en la muestra y son inmunolégicamente reactivos con el antigeno; y
(c) detectar la presencia de cualquier complejo formado.

23. Un procedimiento segun el Punto 22 en el que la deteccién de la presencia de los complejos de la etapa (c)
se realiza mediante el uso de un constructo de antigeno adicional seguin cualquiera de los Puntos 1 y 15 al que
se ha unido un compuesto generador de sefial.

24. Un procedimiento segun el Punto 22 en el que la deteccién de la presencia de los complejos de la etapa (c)
se realiza mediante el uso de un constructo de antigeno adicional segun cualquiera de los Puntos 4, 18, 19, 38,
39, 58, 59y 62 al que esta unido un primer miembro de un par de unién especifico y mediante el uso adicional de
un reactivo indicador que comprende un segundo miembro del par de union especifico al que se ha unido un
compuesto generador de sefal.

25. Un procedimiento segun el Punto 22 en el que la deteccion de la presencia de los complejos de la etapa (c)
se realiza mediante el uso de un anticuerpo dirigido contra los complejos formados en la etapa (b) al que se ha
unido un compuesto generador de sefial.

26. Un procedimiento segun el Punto 22 en el que la deteccion de la presencia de los complejos de la etapa (c)
se realiza mediante el uso de un anticuerpo dirigido contra los complejos formados en la etapa (b) al que se ha
unido un primer miembro de un par de unioén especifico y mediante el uso adicional de un reactivo indicador que
comprende un segundo miembro del par de unién especifico al que se ha unido un compuesto generador de
sefal.

27. Un kit de inmunoensayo para la deteccién de anticuerpos contra el VIH-1 que comprende un constructo de
antigeno segun cualquiera de los Puntos 1y 15.

28. Un kit de inmunoensayo segun el Punto 27 en el que el constructo de antigeno es un reactivo de captura.

29. Un kit de inmunoensayo segun el Punto 27 en el que el constructo de antigeno es un reactivo indicador.
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30. Un kit de inmunoensayo segun el Punto 27 en el que el constructo de antigeno esta unido un primer miembro
de un par de unién especifico, comprendiendo adicionalmente el kit un reactivo indicador que comprende un
segundo miembro del par de unién especifico unido a un compuesto generador de sefial.

La presente invencion también concierne a:

1. Un constructo de antigeno que comprende una fusion de un primer polipéptido de la env del VIH-1, un
segundo polipéptido de la env del VIH-1 y al menos un polipéptido adicional del VIH-1.

2. Un constructo de antigeno segun el Punto 1 en el que el primer polipéptido de la env del VIH-1 y el segundo
polipéptido de la env del VIH-1 son cada uno un polipéptido del VIH-1 del Grupo O.

3. Un constructo de antigeno segun el Punto 2 en el que el primer polipéptido de la env del VIH-1 del Grupo O es
un polipéptido de la gp120 y el segundo polipéptido de la env del VIH-1 del Grupo O es un polipéptido de la gp41.

4. Un constructo de antigeno segun el Punto 3 en el que el primer polipéptido de la env del VIH-1 del Grupo O
comprende una porcién inmunorreactiva de la proteina gp120 de la cepa clinica HAM112 del VIH-1 del Grupo O
y el segundo polipéptido de la env del VIH-1 del Grupo O comprende una porcién inmunorreactiva de la proteina
gp41 de la cepa clinica HAM112 del VIH-1 del Grupo O.

5. Un constructo de antigeno segun el Punto 4 en el que el primer polipéptido de la env del VIH-1 del Grupo O
tiene una secuencia de aminoacidos consistente esencialmente en los residuos 1 hasta 520 de la secuencia de
la Figura 1 (ID. SEC. N°: 61) o una porcién de la misma.

6. Un constructo de antigeno segun el Punto 5 en el que el segundo polipéptido de la env del VIH-1 del Grupo O
tiene una secuencia de aminoacidos consistente esencialmente en los residuos 521 hasta 873 de la secuencia
de la Figura 1 (ID. SEC. N°: 61) o una porcion de la misma.

7. Un constructo de antigeno segun el Punto 5 en el que el primer polipéptido de la env del VIH-1 del Grupo O
tiene una secuencia de aminoacidos consistente esencialmente en los residuos 476 hasta 520 de la secuencia
de la Figura 1 (ID. SEC. N°: 61).

8. Un constructo de antigeno segun el Punto 7 en el que una porcién de la region hidréfoba de la proteina gp41
de la cepa clinica HAM112 del VIH-1 del Grupo O esta ausente en el segundo polipéptido de la env del VIH-1 del
Grupo O.

9. Un constructo de antigeno segun el Punto 7 en el que el segundo polipéptido de la env del VIH-1 del Grupo O
tiene una secuencia de aminoacidos consistente esencialmente en los residuos 47 hasta 373 de la Figura 9 (ID.
SEC. N°: 52).

10. Un constructo de antigeno segun el Punto 7 en el que el segundo polipéptido de la env del VIH-1 del Grupo O
tiene una secuencia de aminoacidos consistente esencialmente en los residuos 47 hasta 245 de la Figura 7 (ID.
SEC. N°: 48).

11. Un constructo de antigeno segun el Punto 7 en el que el segundo polipéptido de la env del VIH-1 del Grupo O
tiene una secuencia de aminoacidos consistente esencialmente en los residuos 47 hasta 215 de la Figura 5 (ID.
SEC. N°: 58).

12. Un constructo de antigeno segun cualquiera de los Puntos 2, 3, 4, 5, 6,7, 8, 9, 10 y 11 en el que el
polipéptido adicional del VIH-1 es un polipéptido de la env del Grupo O.

13. Un constructo de antigeno segun el Punto 12 en el que el polipéptido adicional del VIH-1 del Grupo O
comprende una porcién inmunorreactiva de la proteina gp41 de la cepa clinica HAM112 del VIH-1 del Grupo O.

14. Un constructo de antigeno segun el Punto 13 en el que el polipéptido adicional del VIH-1 del Grupo O tiene
una secuencia de aminoacidos consistente esencialmente en los residuos 521 hasta 873 de la secuencia de la
Figura 1 (ID. SEC. N°: 61) o una porcion de la misma.

15. Un constructo de antigeno segun el Punto 14 en el que una porcion de la region hidréfoba de la proteina
gp41 de la cepa clinica HAM112 del VIH-1 del Grupo O esta ausente del polipéptido adicional del VIH-1 del
Grupo O.

16. Un constructo de antigeno segun el Punto 12 en el que el polipéptido adicional de la env del VIH-1 del Grupo
O tiene una secuencia de aminoacidos consistente esencialmente en los residuos 47 hasta 373 de la Figura 9
(ID. SEC. N°: 52).
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17. Un constructo de antigeno segun el Punto 12 en el que el polipéptido adicional de la env del VIH-1 del Grupo
O tiene una secuencia de aminoacidos consistente esencialmente en los residuos 47 hasta 245 de la Figura 7
(ID. SEC. N°: 48).

18. Un constructo de antigeno segun el Punto 12 en el que el polipéptido adicional de la env del VIH-1 del Grupo
O tiene una secuencia de aminoacidos consistente esencialmente en los residuos 47 hasta 215 de la Figura 5
(ID. SEC. N°: 58).

19. Un constructo de antigeno segun el Punto 12 en el que el polipéptido adicional de la env del VIH-1 del Grupo
O tiene una secuencia de aminoacidos consistente esencialmente en los residuos 250 hasta 281 de la Figura 17
(ID. SEC. N°: 120).

20. Un constructo de antigeno segun el Punto 2 seleccionado de entre el grupo que consiste en pGO-15CKS y
pGO-15PL y derivados, variantes y analogos de los mismos.

21. Un constructo de antigeno que comprende un primer polipéptido de la env del VIH-2 fusionado con un
segundo polipéptido de la env del VIH-2.

22. Un constructo de antigeno segun el Punto 21 en el que el primer polipéptido de la env del VIH-2 es un
polipéptido de la gp120 y el segundo polipéptido de la env del VIH-2 es un polipéptido de la gp36.

23. Un constructo de antigeno segun el Punto 22 en el que:

(a) el primer polipéptido de la env del VIH-2 tiene una secuencia de aminoacidos consistente esencialmente
en los residuos 248 hasta 307 de la secuencia de la Figura 11 (ID. SEC. N°: 55) o una porcion de la misma; y
(b) el segundo polipéptido de la env del VIH-2 tiene una secuencia de aminoacidos consistente esencialmente
en los residuos 308 hasta 466 de la secuencia de la Figura 11 (ID. SEC. N°: 55) o una porcién de la misma.

24. Un constructo de antigeno segun el Punto 21 que es el pVIH-210 y derivados, variantes y analogos del
mismo.

25. Un polinucledtido que codifica para un constructo de antigeno segun cualquiera de los Puntos 1, 20, 21 y 24.

26. Un polinucledtido segun el Punto 25 unido operativamente a una secuencia de control capa de dirigir la
expresion en un hospedador adecuado.

27. Un polinucleétido segun el Punto 25 en el que la secuencia codificante se ha modificado para proporcionar un
sesgo de codon apropiado para el hospedador de expresion.

28. Un vector de expresion que comprende un polinucleétido segun el Punto 25.
29. Una célula hospedadora transformada por un vector de expresion segun el Punto 28.
30. Una célula hospedadora segun el Punto 29 en la que el hospedador es Eschrerichia coli.

31. Un procedimiento para la deteccion de anticuerpos contra el VIH-1 en una muestra de prueba que
comprende las etapas de:

(a) combinar al menos un constructo de antigeno segun cualquiera de los Puntos 1, 20, 21 y 24 con la
muestra de prueba para formar una mezcla;

(b) incubar la mezcla en unas condiciones adecuadas para formacion de los complejos entre el antigeno y los
anticuerpos, si es que los hay presentes en la muestra y son inmunolégicamente reactivos con el antigeno; y
(c) detectar la presencia de cualquier complejo formado

32. Un procedimiento segun el Punto 31 en el que la deteccién de la presencia de los complejos de la etapa (c)
se realiza mediante el uso de un constructo de antigeno adicional segun cualquiera de los Puntos 1, 20, 21 y 24
al que se ha unido un compuesto generador de sefal.

33. Un procedimiento segun el Punto 31 en el que la deteccién de la presencia de los complejos de la etapa (c)
se realiza mediante el uso de un constructo de antigeno adicional segun cualquiera de los Puntos 1, 20, 21y 24
al que esta unido un primer miembro de un par de union especifico y mediante el uso adicional de un reactivo
indicador que comprende un segundo miembro del par de unién especifico al que se ha unido un compuesto
generador de sefal.
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34. Un procedimiento segun el Punto 31 en el que la deteccidn de la presencia de los complejos de la etapa (c)
se realiza mediante el uso de un anticuerpo dirigido contra los complejos formados en la etapa (b) al que se ha
unido un compuesto generador de sefial.

35. Un procedimiento segun el Punto 31 en el que la deteccion de la presencia de los complejos de la etapa (c)
se realiza mediante el uso de un anticuerpo dirigido contra los complejos formados en la etapa (b) al que se ha
unido un primer miembro de un par de unién especifico y mediante el uso adicional de un reactivo indicador que
comprende un segundo miembro del par de unién especifico al que se ha unido un compuesto generador de
sefal.

36. Un kit de inmunoensayo para la deteccion de anticuerpos contra el VIH-1 que comprende un constructo de
antigeno segun cualquiera de los Puntos 1, 20, 21 y 24.

37. Un kit de inmunoensayo segun el Punto 36 en el que el constructo de antigeno es un reactivo de captura.
38. Un kit de inmunoensayo segun el Punto 36 en el que el constructo de antigeno es un reactivo indicador.
39. Un kit de inmunoensayo segun el Punto 36 en el que el constructo de antigeno esta unido a un primer

miembro de un par de unién especifico, comprendiendo adicionalmente el kit un reactivo indicador que
comprende un segundo miembro del par de unién especifico unido a un compuesto generador de sefial.

Lista de secuencias

<110> ABBOTT LABORATORIES

<120> NUEVOS CONSTRUCTOS DE ANTIGENO UTILES EN LA DETECCION Y LA DIFERENCIACION DE
ANTICUERPOS CONTRA EL VIH

<130> 6165W001

<140> PCT/US1998/017014
<141> 17-08-1998

<150> 08/911.824
<151> 15-08-1997

<160> 124
<170> PatentIn versién 3.5

<210>1

<211>19

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<221> fuente
<223> /nota = "Descripcién de la secuencia artificial: cebador sintético”

<400> 1
gagatcttca ggggtatcc 19

<210>2

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<221> fuente
<223> /nota = "Descripcion de la secuencia artificial: cebador sintético’

<400> 2
ggatcatcgg ttcatcaccc 20

39
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<210>3

<211> 114

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<221> fuente
<223> /nota = "Descripcion de la secuencia artificial: polinucleétido sintético”

<400>3

catgatcggt ggtgacatga aagacatctg gcgtaacgaa ctgttcaaat acaaagtigt

tcgtgttaaa ccgritctotg ttgetcogac cococgatcget cgtecggtta tegg

<210>4

<211> 111

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<221> fuente
<223> /nota = "Descripcion de la secuencia artificial: polinucleétido sintético”

<400> 4

gcaggttcca ctatgggtge tgcagctacc gotctgaccy tacagaccca ctotgttate

aaaggtatcy tacagcagca cgacaacctg ctgcgtgcaa tccaggeaca g

<210>5

<211>110

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<221> fuente
<223> /nota = "Descripcion de la secuencia artificial: polinucleétido sintético”

<400> 5

agctgctggt tctggatcag ggtttocagt gccageagac gagcacgcag ctgacggata
ccccatacag acagacgeag cagttcotge tgtgectgga ttgcacgeag

<210>6

<211> 111

<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>
<221> fuente
<223> /nota = "Descripcion de la secuencia artificial: polinucleétido sintético”

<400> 6

ctgatccaga accagcaget getgaacctg tggggotgea aaggtogtet gatctgotac

acctccgtta aatggaacga aacctggegt aacaccacca acatcaacca g

40
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<210>7

<211> 117

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<221> fuente
<223> /nota = "Descripcion de la secuencia artificial: polinucleétido sintético”

<400> 7

Ctgaacctga gctttctgga trtcttcgta gatggtggaa gaaacgttgt cgatctgetg

gtcccattce tgecaggtca ggrtacccca gatctggttg atgitggtgg tgrtacg

<210>8

<211>101

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<221> fuente
<223> /nota = "Descripcion de la secuencia artificial: polinucleétido sintético”

<400> 8

tccagaaage tcaggttrag caggaacaga acgaaaaaaa actgctggaa ctggacgaat
gggctrcter gtggaactgg ctggacatca ccaaatgget g

<210>9

<211> 114

<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>
<221> fuente
<223> /nota = "Descripcion de la secuencia artificial: polinucleétido sintético”

<400> 9

accttcaccg gtacgacceg gagtttcage ttcagactgc tgacgggtcg ggatctgeag

ggacagcggc tggtagccct gacggatgtt acgeagecat ttggtgatgt ccag

<210> 10

<211>107

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<221> fuente
<223> /nota = "Descripcion de la secuencia artificial: polinucleétido sintético”
<400> 10
cgggtcgtac cggtgaagat ggtggtgacg aaggecgtec gogtctgate ceogteteoge

agggtitcct gocgetgetg tacaccgacc tgcgtaccat catcctg

<210> 11

41
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<211>31
<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>
<221> fuente
<223> /nota = "Descripcién de la secuencia artificial: cebador sintético”

<400> 11
ctacaagaat tccatgatcg gtggtgacat g 31

<210> 12

<211>109

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<221> fuente
<223> /nota = "Descripcion de la secuencia artificial: polinucleétido sintético”

<400> 12

gtctgtggat tctgggtcag aaaatcatcg acgottgecg tatctgeget getgrtatcce

actactggct gcaggaactg cagaaatccg ctacctccct gatcgacac

<210> 13

<211> 114

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<221> fuente
<223> /nota = "Descripcién de la secuencia artificial: polinucleétido sintético”

<400> 13

gcgaacacga cgcgggatgt tcaggatacc acgacccaga cgciggatac cacggatgat

gtcgtcagtc cagttagcaa ctgcaacagc gaaggtgtcg atcagggagg tago

<210> 14

<211> 60

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<221> fuente
<223> /nota = "Descripcién de la secuencia artificial: cebador sintético”

<400> 14
atagtaggat cctattacag cagagagcgt tcgaagccct ggcgaacacg acgcgggatg 60

<210> 15

<211> 43

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<221> fuente
<223> /nota = "Descripcién de la secuencia artificial: cebador sintético”

<400> 15
atagtaggat cctattattc accggtacga cccggagttt cag 43

42
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<210> 16

<211> 38

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<221> fuente
<223> /nota = "Descripcién de la secuencia artificial: cebador sintético”

<400> 16
atagtaggat cctattacag ccatttggtg atgtccag 38

<210> 17

<211> 106

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<221> fuente
<223> /nota = "Descripcion de la secuencia artificial: polinucleétido sintético”

<400> 17

gcacccatag tggaacctge tgcagacaga acgcccagga acagcatacc cagacctaca

gcacgtitit cacggtgggt gccagtaccg ataaccggac gagcga

<210> 18

<211>108

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<221> fuente
<223> /nota = "Descripcién de la secuencia artificial: polinucleétido sintético”

<400> 18

ctgacccaga atccacagac ccagacgcag gtgagagata acagtctgag taccagagat

caggttagac agcaggtggt aggaccacag gatgatggta cgcaggtc

<210> 19

<211> 26

<212>ADN
<213>Secuencia artificial

<220>
<221> fuente
<223> /note=" Descripcion de la secuencia artificial: cebador sintético "

<400> 19
gcagcttcgt gttctgtggt acggeg 26

<210> 20

<211>19

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<221> fuente
<223> /nota = "Descripcién de la secuencia artificial: cebador sintético”

43

60
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<400> 20
cgtaacggta cgacactcc 19

<210>21

<211> 26

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<221> fuente
<223> /nota = "Descripcion de la secuencia artificial: cebador sintético”

<400> 21
ccgctacctc cctgatcgac accttc 26

<210> 22

<211> 26

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<221> fuente
<223> /nota = "Descripcién de la secuencia artificial: cebador sintético”

<400> 22
gaaggtgtcg atcagggagg tagcgg 26

<210> 23

<211>19

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<221> fuente
<223> /nota = "Descripcion de la secuencia artificial: cebador sintético”

<400> 23
gatgtccagc cagttccac 19

<210> 24

<211> 64

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<221> fuente
<223> /nota = "Descripcion de la secuencia artificial: oligonucleétido sintético”

<400> 24

ctacaagaat tccatgatcg gtggtgacat gaaagacatc tggegtaacg aactgttcaa

atac

<210> 25

<211> 34

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<221> fuente
<223> /nota = "Descripcion de la secuencia artificial: cebador sintético”

<400> 25

44

G0
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ctacaagaat tctatcggtg gtgacatgaa agac

<210> 26

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<221> fuente

<223> /nota = "Descripcién de la secuencia artificial: cebador sintético”

<400> 26
cgggtcgtac cggtgaaggt

<210> 27

<211> 23

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<221> fuente

<223> /nota = "Descripcién de la secuencia artificial: cebador sintético”

<400> 27
atagtaggat cctattacag cag

<210> 28

<211>19

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<221> fuente

<223> /nota = "Descripcién de la secuencia artificial: cebador sintético”

<400> 28
gccggaagceg agaagaatc

<210> 29

<211>19

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<221> fuente

<223> /nota = "Descripcién de la secuencia artificial: cebador sintético”

<400> 29
tatcgtacag cagcaggac

<210> 30

<211>21

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<221> fuente

<223> /nota = "Descripcion de la secuencia artificial: cebador sintético”

<400> 30
cccattaatg tgagttagct ¢

<210>31

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

20
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<220>
<221> fuente

<223> /nota = "Descripcién de la secuencia artificial: cebador sintético”

<400> 31
cctgacgaat gattgtcgca

<210> 32

<211>19

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<221> fuente

<223> /nota = "Descripcién de la secuencia artificial: cebador sintético”

<400> 32
attcagcgac gacacggtg

<210> 33

<211> 18

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<221> fuente

<223> /nota = "Descripcién de la secuencia artificial: cebador sintético”

<400> 33
gtatccacac ctgtgcca

<210> 34

<211>19

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<221> fuente

<223> /nota = "Descripcién de la secuencia artificial: cebador sintético”

<400> 34
agagtgggtc tgtacggtc

<210> 35

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<221> fuente

<223> /nota = "Descripcién de la secuencia artificial: cebador sintético”

<400> 35
aatgggcttc tctgtggaac

<210> 36

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<221> fuente

<223> /nota = "Descripcién de la secuencia artificial: cebador sintético”

<400> 36

20

19

18
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ctgtctaacc tgatctctgg

<210> 37

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<221> fuente

<223> /nota = "Descripcion de la secuencia artificial: cebador sintético”

<400> 37
acgcaggtga gagataacag

<210> 38

<211> 22

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<221> fuente

<223> /nota = "Descripcién de la secuencia artificial: cebador sintético”

<400> 38
gtgatacgaa acgaagcatt gg

<210> 39

<211>21

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<221> fuente

<223> /nota = "Descripcién de la secuencia artificial: cebador sintético”

<400> 39
gcgatatagg cgccagcaac ¢

<210> 40

<211>21

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<221> fuente

<223> /nota = "Descripcién de la secuencia artificial: cebador sintético”

<400> 40
ctctgttatc aaaggtatcg t

<210>41

<211>18

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<221> fuente

<223> /nota = "Descripcién de la secuencia artificial: cebador sintético”

<400> 41
agcagacgag cacgcagc

<210> 42

<211>18

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

20

20

21

18
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<220>
<221> fuente

<223> /nota = "Descripcion de la secuencia artificial: cebador sintético”

<400> 42
ttcagcagga acagaacg 18

<210> 43

<211>18

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<221> fuente

<223> /nota = "Descripcién de la secuencia artificial: cebador sintético”

<400> 43
tccgcegtcetg atcecgte 18

<210> 44

<211> 17

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<221> fuente

<223> /nota = "Descripcién de la secuencia artificial: cebador sintético”

<400> 44
ccaggcacag caggaac 17

<210> 45

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<221> fuente

<223> /nota = "Descripcion de la secuencia artificial: cebador sintético”

<400> 45
acactataga atactcaagc 20

<210> 46

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<221> fuente

<223> /nota = "Descripcién de la secuencia artificial: cebador sintético”

<400> 46
taatacgact cactataggg 20

<210> 47

<211> 741

<212> ADN

<213> Virus de la inmunodeficiencia humana

<400> 47

48



atgatcggty
cgtgttaaac
acccaccgtyg
gcaggttcea
aaaggtatcyg
ctgegtotgt
ctgatccaga
acctccgtta
aacctgacct
gaaatccaga
gaatgggcrt
ggctaccage

ggtcgtaccg

<210> 48
<211> 245
<212> PRT

gtgacatgaa
cgtrctctgt
aaaaacgtgc
ctatggytyc
tacagcagea
ctgtatgggg
accagcaget
aatggaacga
ggcaggaatg
aagctcaggt
ctctgtggaa
cgetgteoct

gtgaataata

ES 2446271 T3

agacatctgg
tgctecgacc
tgtaggtctg
tgcagetace
ggacaacctg
tatcecgtcag
gctgaaccig
aacétggcgt
ggaccagcag
tcagcaggaa
ctggctggac
gcagatcccg

g

<213> Virus de la inmunodeficiencia humana

<400> 48

Met Ile Gly Gly Asp Met Lys
1 5

Tyr Lys val gg] Arg val Lys

Ala Arg Pro val Ile Gly Thr
35

Giy Leu Gly Met teu Phe Leu
50

35

Met Gly Ala Ala Ala Thr Ala

65

cgtaacgaac
ccgatecgete
ggtatgetgt
gctcrgaceg
ctgcgtgecaa
ctgegtgctc
tggggctgea
aacaccacca
atcgacaacg
cagaacgaaa
atcaccaaat

acccgtcaac

Asp Ile Trp

10

Pro Phe Ser

Gly Thr His

40

Gly val Leu

Lew Thr val

49

tgttcaaata
gtccggttat
tcetgggegt
tacagaccca
tccaggeaca
gtctgetggc
aaggtecgtct
acatcaacca
tttcttecac
aaaaactgcet
ggctgegtaa

agtctgaage

Arrg

val

Arg

ser

GIn
75

Asn Glu Leu

Ala Pro Thr

Gliu Lys Arg
45

Ala Ala Gly

50

Thr His ser

ctaaagttgtt
cggtactggce
tctgtetyca
ctetgtrate
gcaggaactg
actggaaacc
gatctgctac
gatcrggogt
catctacgaa
ggaactggac
catccgtcag

tgaaactecg

Phe

15

Pro

Ala

ser

val

Lys

Ile

val

Thr

1le
80

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
741



<210> 49
<211> 1476
<212> ADN

Lys

GlIn

ala

Asn

Asn

Thr

Glu

Leu

Leu

225

Gly

Gly

Gln

APrg

Leu

130

Ash

Leu

Ile

Lys

210

ser

Arg

Ile

Glu

Leu

115

Trp

Gly

Thr

Tyr

Lys

195

Ile

Leu

Thr

val

Leu

100

Leu

Gly

Thr

Trp

Glu

180

Leu

Thr

G1in

Gly

ES 2446271 T3

Gin

85

Leu

Ala

Cys

Trp

Gin

165

Glu

Leu

LyS

Ile

Glu
245

Gin

Arg

Leu

Lys

150

Glu

Ile

Glu

Trp

Pro
230

<213> Virus de la inmunodeficiencia humana

<400> 49

GIn

Leu

Glu

Trp

Gln

Leu

Leu

215

Thr

50

Asp

ser

Thr

120

Arg

Thr

ASp

Lys

Asp

200

Arg

Arg

Asn

val

105

Leu

l.eu

Thr

Gn

Ala

185

Glu

Asn

Gln

Leu

90

Trp

Tle

ile

Asnt

GlIn

170

Glin

Trp

Ile

Gin

Leu

Gly

Gln

Cys

Ile

Tle

val

Ala

Arg

ser
235

Arg

Ile

Asn

Tyr

140

AsSn

Asp

Glin

Ser

Gin

220

Glu

Ala

Arg

Glin

125

Thr

Gin

ASD

GlIn

Leu

205

Gly

ala

Ile

Gin

110

Gln

Ser

Ile

vail

Glu

190

Trp

Tyr

GHu

GlIn

95

Leu

L.eu

val

Trp

Ser

175

GIn

Asn

GlIn

Thr

Ala

Arg

Leu

Lys

Gly

160

Ser

Asn

Trp

Pro

Pro
240



atgagttttg
ttggttgata
ggtgccgage
gctggeggty
gaagttgtcg
gaaccgatga
gtgggtatga
gcggtgaaag
ccttgggatc

catcttggta
agtccgttag
atccatgtig
gacccgicga
aaatacaaag
gttatcggta
ggcgrrctot
acccactctg
gcacagcagg
ctggcactgg
cgtctgatct
aaccagatct
tccaccatet
ctgctggaac
cgtaacatcc

gaagctgaaa

tggtcattat
ttaacggcaa
gcatcategt
aagtatgtat
aaaaatgcgc
tccctgegac
cgactctggc
tggttctega

gtgatcgttt

tttatggcta
aacacatcga
ctgttgctca
cgaattctat
ttgttegtgt
ctggcaccca
ctgcageagg
ttatcaaagg
aactgctgeg
daaccctgat
gctacacctc
ggggtaacct
acgaagaaat
tggacgaatg
gtcagggcta

cteegggreg

ES 2446271 T3

tcecgegege
acccatgatt
ggcaaccgat
gacgcgegec
attcagegac
aatcattcgt
ggtgccaatc
cgctgaaggg
tgcagaaggc

ccgtgeagge
aatgttagag
ggaagttccy
caggtggtgac
taaaccgtte
ccgtgaaaaa
rtccactatg
tatcgtacag
tctytcrgta
ccagaaccag
cgttaaatgyg
gacctggeag
ccagaaagcet
ggcitoctotg
ccagcegety

taccggtgaa

tacgcgtcga
gttcatgttc
catgaggatg
gatcatcagt
gacacggtga
caggttgctg
cacaatgcgg
tatgcactgt

cttgaaaccg

trtatccgte
cagcttcgty
ggcacaggtg
atgaaagaca
totgttgetc
cgtgctgtag
ggtgctgeag
cagcaggaca
tggggtatcc
cagctgctga
aacgaaacct
gaatgggacc
caggttcagc
tggaactggc
tccctgcaga

taatag

<210> 50

<211> 490

<212> PRT

<213> Virus de la inmunodeficiencia humana

<400> 50

51

cgegrergec
ttQaacgcgo
ttgccegege
taggaacaga
tcgttaatgt
ataacctcge
aagaagcgtt
acttcteteg

Ttggrgataa

gttacgtcaa
ttctgtggta
tggatacccc
tctggcgtaa
cgaccecgat
gtctgggtat
ctaccgctet
acctgctgeg
gtcagetgeg
acctgtggog
ggcgtaacac
agcagatcga
aggaacagaa
tggacatcac

tccdgacceg

cggtaaacca
gecgtgaatca
cgttgaagecc
acgtctogeg
gcagggtgat
tcagcgtcag
taacccgaat
cgccaccatt

cttcctgegt

ctggcageca
cggcgaaaaa
tgaagatctc
cgaactgttc
cgctcgrocg
gctgttectg
gaccgtacag
tgraatccag
tgccgtotg
ctgcaaaggt
caccaacate
cagcgtitcet
cgaaaaaaaa
caaatggctg

tcagcagtct
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Trp

Thr

Gly

val

Pro

280

Gly

Ata

1ie

Glu
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Tyr
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Asn

Tyr
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330
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Cys
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Tyr
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Arg

Leu

Lys
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Leu
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ASp
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385

Asn Glin Ile Trp

Asp Asn val ser
470

Gln GIn Glu Gln
435

ser Leu Trp Asn
450

GIn Gly Tyr GlIn
465

Glu Ala Glu Thr
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390

395

400

Gly asn Leu Thr Trp 618 Glu Trp Asp Gln Gln 1le
41

415

ser Thr Ile Tyr Glu Glu Tle Gln Lys Ala Gln val

425

430

Asn Glu Lys Lys Leu Leu Glu Leu Asp Glu Trp Ala

440

Trp teu Asp Ile Thr Lys Trp Leu Arg Asn Ile arg

460

Pro Leu Ser Leu Gin ITe Pro Thr Arg GIn Gln Ser

470

475

Pro Gly Arg Thr Gly Glu
490

485
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atgatcggrg
cgtgttaaac
acccaccgtg
gcaggrroea
aaaggtatcg
ctgegtorge
ctgatccada
acctcegtta
aacctgacct
gaaatccaga
gaatgggctt
ggctaccagce
ggtcgtaccg
gytttcctge
ctgtctaacc
attctgggtce
ctgcaggaac

aactggacty

ccgegicgrg

gtgacatgaa
cottcrctgt
aaaaacgtgc
ctatgggtge
tacagcagca
ctgtatgggg
accagcaget
aatggaacga
ggcaggaatg
aagctcaggt
ctctgrggaa
cgctgteect
gtgaaggtgg
cgctgetgta
tgatctctgg
agaaaatcat
tgcagaaatc

acgacatcat

ttcgeeaggy

agacatctgg
tgctcecgacc
tgtaggtctg
tgcagctacc
gyacaacctg
tatccgteag
gctgaacctg
aaccrggegr
ggaccagcag
tcagcaggaa
ctggetggac
gcagatcceg
tggtgacgaa
caccgaccty
tactcagact
cgacgcttgc
cgetaccrec

ccrgggtatc

cttcgaacgce

fgtaacgaac
ccgatecgete
ggtatgctgt
gctetgaceg
ctgcgtgcaa
ctgcgtgete
tggggcrgea
aacaccacca
atcgacaacg
cagaacgaaa
atcaccaaat
acccgtcage
ggccgtecge
cgtaccatca
gttatctctc
cgtatctgcg
ctgatcgaca

cagcgrctgg

tetetgetgt

54

tgttcaaata
gtccggttat
tcctgggogt
tacagaccca
fccaggcaca
gtctgetgge
aaggtcgrct
acatcaacca
tttcttccac
aaaaactgct
ggctgegtaa
agtctgaagce
gtctgatccc
tcctgtagtc
acctgegtct
ctgetgttat
ccttegetgt

gtcgtggtat

aatag

480

caaagrtgtt
cggtactggc
tctgtctgeca
ctctgttate
gcaggaactg
actggaaacc
gatctgctac
gatctgggot
catctacgaa
ggaactggac
catccgteag
tgaaactccg
gtctccgeag
ctaccacetg
gggtctorgg
ccactactgg
tgcagttgct

cctgaacatc
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Leu
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Ile
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Leu
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GIn
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Leu

Thr
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Ile
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Itle
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Glu
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Trp
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15
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Leu
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Leu
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Arg
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Ile

Thr
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Ile

Gln
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Gly

Arg

Thr

Pro

Leu
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Ile
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Arg
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Ser
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Trp
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245
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Leu
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Arg
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Arg
Leu
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Leu
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Ile
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Gly
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Phe
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GIn
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Thr

Thr

Gin

Trp
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atgagttttyg
ttggttgata
ggtgoeogage
gctggeggty
gaagttgtcg
gaaccgatga
gtgggratga
gcggtgaaag
ccttgggatc
catcttggta
agtccgttag

atccatgttg

gacccgrega
aaatacaaag
gttatcggta
ggcgttetot
acccactctg
gracagcagg
ctggcactgg
cgtctgatct
aaccagatct
tccaccatet
ctgctggaac
cgtaacatcc
gaagctgaaa
atcccgrcte
tggtcctacc
cgtctgggte
gtratccacty
gctgttgeag

ggratcctga

tggtcattat
ttaacggcaa
gcatcétcgt
dagtatgtat
aaaaatgceqge
tccetgegac
cgactctggc
tggttctcga
grgatcgttt
tttatggeta
aacacatcga

ctgttgctca
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tecegegegce
acccatgatt
ggcaaccgat
gacgcgegec
attcagcgac
aatcattcgt
ggtagccaatc
cgCtgaagayg
1Tgcagaagge
ccgtgeagyc
aatgttagag

ggaagrtcet

tacgcgtcga
gttcatgttc
catgaggatg
gatcatcagt
gacacggtga
caggttgctg
cacaatgcgg
tatgcactyt
cttgaaaccg
ttrarccgtc
cagcttegtg
ggcacaggty

cgegtetgeco
ttgaacgcge
ttgcecgege
caggaacaga
tcgttaatgt
ataacctcgce
aagaagcgtt
acttctcteg
ttggcgataa
gttacgtecaa
ttetgtggta

rggataccce

cggtaaacca
gcgtgaatca
cgttgaagcec
acgtctogeg
gcagggrgat
tcagcgtcag
taacccgaat
cgccaccatt
ctteetgegt
ctggcageca
cggcgaaaaa

tgaagatctc

cgaattctat cggtogtgac atgaaagaca tctggcgtaa Cgaacrgttc

trgttegtgt
ctggcaccca
ctgcagcagg
ttatcaaagg
aactgctgeg
aaacccrgat
gcracacctc
ggggtaacct
acgaagaaat
tggacgaatg
gtcagggcta
ctecgggtog
cgcagggttt

acctgetgrc

tgtggattct gggtcagaaa

actggctgea
tigctaactg

acatcceygceg

taaaccgttc
ccgtgaaaaa
ttccactatg
tatcgtacag
tcrgtetgta
ccagaaccag
cgttaaatgg
gacctggcag
ccagaaagct
ggcttctetg
ccageegete
taccggtoaa
cctgecgetyg

taacctgatc

ggaactgcag
gdactgacgac

tcgtgtrcgc

tetgttgete
cgtgctgtag
ggtgctgcag
cagcagygaca
tggggtatce
cagctgctga
aacgaaacct
gaatgggacc
caggttcagc
tggaactgge
tcectgeaga
ggtggtggtg
ctgtacaccg
tctggtactc
atcatcgacg
aaatccgeta
atcatcctgg

cagggetteg

cgaccccgat
gtctgggtat
ctaccgctct
acctgctgeg
gtcagctgeg
accigtgggg
ggcgtaacac
agcagatcya
aggaacagaa
tggacatcac
tcecgaccecg
acgaaggecyg
acctgegtac
agactgttat
cttgcocgtat
cctcectgat
gtatccageg

aacgctctce
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<400> 54

57

cgctegtecg
gctgrrecty
gaccgtacag
tgcaatccag
tgcregtety
ctgcaaaggt
caccaacatc
caacgttict
cgaaaazaaa
caaatggctg
tcagcagtct
tccgegtctg
catcatcctyg
ctctcacctg
ctgcgctget
cgacaccttc
tctgggtegt
gctgtaatag
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720

780
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1080
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1680
1740
1800
1860



Met

Pro

val

Thr

val

65

Glu

ser

Gly

Leu

ASp

50

cys

val

Phe

LYS

Glu

35

His

Met

val

val

Pro

20

ATg

Glu

Thr

Glu

val

Leu

Ala

Asp

Arg

LYS

ES 2446271 T3

Ile

val

Arg

val

Ala

70

Cys

Ile

Asp

Glu

Ala

55

Asp

Ala

Pro

Ile

ser

40

ATg

His

Phe

58

Ala

AsSnh

25

Gly

Ala

Gln

Ser

Arg

10

Ala

val

ser

Asp
90

Tyr

Lys

Glu

Glu

Gly

75

Asp

Ala

Pro

Arg

Ala

60

Thr

Thr

Ser

met

Ile

45

Ala

Glu

val

Thr

ile

30

Ite

Gly

Arg

Ile

Arg

15

val

vatl

Gly

Leu

val
95

Leu

His

Ala

Ala
80

ASn



val

Ala

Pro

val

145

Pro

Asn

Arg

Leu

val

225

ASp

Asn

Ala

Glu

Ala
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ES 2446271 T3

Pro

G1in

Glu

Arg

Leu

Trp

val

Pro

230

Ser

Tyr

Ala

Gly

Met

310

Lys

Gin

Ala

Met

Arg

Glu

135

Tyr

Phe

Gly

Gin

Leu

215

Gly

ile

LyS

Arg

Leu

295

Gly

Gly

Gin

Arg

Ile
Gn

120

Ala

Ala

Ile

Pro

200

Trp

Thr

Gly

val

Pro

280

aly

Ala

Ile

Glu
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val
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Leu
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val
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Thr
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Gin
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Leu
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Thr
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Arg
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Lys
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Asn GIn G1n Leu Leu Asn Leu Trp
370 375

Tyr Thr ser val Lys Trp Asn Glu
Asn Gin Ile Trp Gly Asn Leu Thr

Asp Asn val ser Ser The Ile Tyr
420

Gln Gin &1u GIn Asn Glu Lys Lys
435 440

Ser Lel Trp Asn Trp Leu Aﬁp Ile
450 455

Gin Gly Tyr GIn Pro Leu Ser Leu
465 470

Glu Ala GJju Thr igg Gly arg Thr

Arg Pro Arg LSB ite Pro Ser Pro
5

Thr Asp Leu Arg Thr Ile Ile Leu
515 520

Led ITe ser Gly Thr ¢In Thr val
530 535
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val Ile His Tyr Leu GIn Glu

vn—
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v

Ile asp Thr Phe ala val ala val
580

Leux Gly Ile GIn arg Leu Gly Arg
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val Arg GIn Gly Phe Glu Arg Ser
610 615
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Leu
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Thr
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Pro

val
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Pro

Asn

Arg

Leu

val
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atgatcggtg
cgtgttaaac
acccaccgtg
gcaggtteca
aaaggtatcg
ctgcgrctgt

ctgatccaga

acctccgtta
aacctgaccr
gaaatccaga

gaatgggctt
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<212> PRT

grgacatgaa
cgttetetgt
aaaaacgtgc
ctatgggtgce
tacagcagea

ctgtatgggg
accageaget

aatggaacga
ggcaggaatg
aagctcaggt

ctctgtggaa
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agacatctgg
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tgtaggtctg
tgcagctacc
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gctgaacctg

aacctggcgt
ggaccagcag
tcagcaggaa

ctggctggac
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cgtaacgaac
ccgatcgetc
ggtatgctgt
gctctgaccg
ctgcgtgcaa
ctgcgtgetc
tggggetgea

aacaccacca
atcgacaacg
cagaacgaaa

atcacCadat
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tgttcaaata
gtccggttat
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tacagaccca
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Met Ile Gly Gly Asp Met Lys Asp Ile Tgp Atrg Asn Glu Leu Phe Lys
1 15

Tyr Lys val val Arg val Lys Pro Phe Ser val Ala Pro Thr Pro Ile
20 25 30

Ala Arg Pro val Ile Gly Thr Gly Thr His Arg Glu Lys Arg Ala val
35 40 45

Gly Leu Gly Met Leu Phe Leu Gly val Leu Ser Ala Ala Gly Ser Thr
50 55 60

Met Gly ala Ala Ala Thr Ala teu Thr val Gln Thr His Ser val Tle
65 70 75 80

Lys Gly Ile val GIn Gln GIln Asp Asn Leu Leu Arg Ala Ile Gin Ala
85 90 95

Gln GIn Glu Leu Leu Arg Leu Ser val Trp Gly Ile Arg Gln Leu Arg
160 105 110

Ala Arg Leu Leu Ala Leu Glu Thr Leu ITe GIn Asn Gin Gln Leu Leu
115 120 125

Asn Leu Trp Gly Cys Lys Gly Arg teu Ile Cys Tyr Thr Ser val Lys
130 135 _ 140

Trp Asn Glu Thr Trp Arg Asn Thr Thr Asn Ile Asn Gin Ile Trp Gly
145 150 155 160

Asn teu Thr Trp 61n Glu Trp Asp GIn GIn 1le Asp Asn val Ser Ser
165 170 175

Thr Ite Tyr Glu Glu 1le GIn Lys Ala G1n val &In GIn Glu Gln Asn
180 185 190

Glu Lys Lys Leu Ley Glu Leu Asp Glu Trp Ala Ser Leu Trp Asn Trp
195 200 20%

teu Asp Ile Thr Lys Trp Leu
210 215

<210> 59

<211> 1386

<212> ADN
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<400> 59

66
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atgagttttg
ttggttgata
ggtgccgage
gctggeggty
gaagttgtcg
gaaccgatga
gtgggtatga
gcggtgadag
ccttgggatc
catettggra
agtccgttag
atccatgttg
gacccgtcga
aaatacaaag
gttatcggta
ggcgrtcrgt
acccactctg
gcacagcagg
ctggcactgg
cgtctgatct
aaccagatct
tccaccatct
ctgctggaac

taatag

tggtcattat
ttaacggcaa
gcatcatcgt
aagtratgtat
aaaaatgcgc
tccctgegac
cgactctggc
tggttctcga
gtgatcgttt
tttatggcta
aacacatcga
ctgttgctca
cgaattctat
rtgttcgtgt
ctggcaccca
ctgcagecagg
ttatcaaagg
aactgctgeg
aaaccctgat
gctacacctc
ggggtaacct
acgaagaaat

tggacgaatg
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tccegegege
acccatgatt
ggcaaccgat
gacgcgcgcec
attcagcgac
aatcattcgt
ggtgccaatc
cgctgaagygg
tgcagaaggce
ccgtgeagge
aatgttagag
ggaagttcct
cggtggtgac
taaaccgttc
ccgtgaaaaa
ttccactatg
tatcgtacaé
tctgtctgta
ccagaaccag
cgttaaatgg
gacctggeag
ccagaaagct

ggcttctctg

<210> 60

<211> 460

<212> PRT
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Met Ser Phe val val Ile Ile Pro Ala Arg Tyr Ala Ser Thr Arg Leu
1 5 : 10 15
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cgcgtetgece
ttgaacgcgce
ttgccegedc
caggaacaga
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tgaagatctc
cgaactgttc
cgctegteeg
gctgttcctg
gaccgtacag
tgcaatccag
Tgctegtetg
ctgcaaaggt
caccaacatc
caacgtttct
cgaaaazaaa

caaatggctg
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780
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1020
1080
1140
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1260
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Tyr

Met

1oc

Leu

Thr

Ser

Leu

Leu

180

Ile

Phe

Phe

ile

Gln

260

Gly

Ser

Gin

Thr

Glu

ES 2446271 T3

Leu

85

val

l.ys

ASp

Ser

Asn

Glu

Lys

Ser

245

Leu

Lys

ASp

Glu

Gly

Trp

70

Leu

Glu

Pro

Ile

Glu

150

Asp

Lys

Zys

Pro

Ile

ASR

Ile

Met

310

ser

Glu

Thr

Gin

Cys

Lys

135

Asn

Lys

Leu

Ash

Ile

215

AsST

val

Leu

Ile

Glu

295

Lys

Asn

Lys

70

Ash

Met

Ile

120

ASN

Pro

Lys

Ala

ser

200

Pro

Ser

Thr

Asn

Ser

280

Tle

Tle

Arg

Ala

val

Gln

105

Gln

Asnh

Met

Glu

ASp

185

Thr

Ile

Ala

Cys

Gly

ASp

Thr

Gly

ser

Leu

Thr

90

Glu

Met

ASn

Lys

Lys

i70

Asn

Thr

Tyr

Glu

Thr

250

Thr

ser

Cys

Pro

Arg
330

Lys

75

Asp

AsSp

Thr

Thr

Thr

155

Lys

Asn

Ile

TYr

Phe

235

His

Leu

Gly

val

Met

315

val

Asn

Asn
Ile
Phe
Ser
140
Cys
Gln
Thr
Lys
Cys
Asn
Gly
ser
Lys
Arg
300
Ala

Ala

Thr

Phe

Ile

Met

125

Gly

Gliu

aAla

Thr

Gln

205

Ala

Gly

Ile

Lys

ASnh

285

Pro

Trp

TYrR

ala

Asn

Ser

110

Cys

Thr

Phe

Leu

Asn

190

Ala

Pro

Thr

LYyS

Glu

270

Ile

Gly

Tyr

Cys

Glu

Ile

95

Leu

Ile

Glu

Asn

Fhe

i75

Thr

Cys

Ala

Gly

Pro

235

Lys

Ile

ASn

ser

GIn

Arg

80

Trp

Trp

Gln

Asn

Ile

160

Tyr

Met

Pro

Gly

Lys

Thr

Ile

val

ASR

Met

320

TYyr

Tyr



Leu

Arg

Cys

385

Thr

Ser

Trp

Leu

Pro

465

Lys

Lys

Thr

Leu

Ala

545

Gln

Leu

Glu

Gly

Glu

Ser

370

His

Phe

Ala

Met

Thr

450

Trp

Asp

Pro

Gly

Gly

Leu

AsSp

Ser

Thr

Al'g

Leu
355
Gln

Gly

Asn

Arg

Cys

ASn

Ile

Phe

Thr

515

val

Thr

AsSN

val

ieu

595

teu

340

Ile
o
Glu
Cys
Gly
Gly
Ile
Lys
Trp
ser
500
His
Leu
va'l
Leu
Trp
580

Ile

Ile
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Asn

Gly

Phe

Asn

405

Met

Gly

ser

T™hr

Arg

val

Arg

ser

Gln

Leu

565

Gly

Glin

Cys

ASn

ser

Phe

390

Gly

1le

ser

His

Glu

470

AsSnN

Ala

Glu

Ala

Thr

550

Arg

Ile

AsSh

TYyr

Thr

Asp

Tyr

Thr

Pro

Gy

Ile

455

Asn

Glu.

Pro

Lys

Ala

535

His

Ala

Arg

Glin

Thr

71

Glu

360

val

Cys

Asn

Cys

Leu

440

The

Thr

Leu

Thr

520

Gly

ser

Ile

Gin

Glin

600

Ser

345

Gly

Glu

Asn

Cys

LysS

Tyr

Gly

phe

Phe

Pro

505

Ala

ser

val

Gin

Leu

585

Leu

val

Asn

val

Thr

Asn

410

Leu

Ala

Met

ATg

Lys

Tle

val

Thr

Ile

Ala

570

Arg

Leu

Lys

Thr

Thr

sSer

395

Asn

Lys

Pro

Tle

Pro

475

Tyr

Ala

Gly

Met

Ala

Asn

Trp

Thr

His

380

Glu

Thr

Gin

Fro

Leu

460

ile

LysS

Arg

Leu

540

Gly

Gin

Arg

Leu

ASDH

Met

365

Leu

Met

Glin

val

Ile

445

GiIn

Gly

val

Pro

Gly

525

Ala

Ile

Glu

Leu

350
Ite

His

Phe

Ser

val

430

PIro

Met

Gly

val

val

510

met

Ala

val

Leu

Leu

590

Gly

Thr

Phe

Phe

Asn

Ile
415

arg’

Gly

ASp

ASp

Arg

495

Ile

Leu

Ala

Gln

Leuw

575

Ala

Cys

Trp

AsSN

Asn

Tyr

ASn

Ser

AsSn

ala

Met

480

val

Gly

Phe

Thr

Gin

560

Arg

Leu

Lys

Arg



Ash

625

Trp

Glin

Leu

Leu

val

705

Gly

Ala

Pro

ASD

Ile

785

Ile

Ile

Asp

Gly

Arg

<210> 62
<211> 20
<212> ADN

610

Thr

ASp

Lys

Asp

690

Arg

Tyr

Glu

Arg

Leu

770

Ser

Leu

His

Thr

ile

850

cin

Thr

Gln

Ala

Gclu

675

TYyr

1le

GIn

Thr

Leu

755

AFg

Gly

Gly

Tyr

Phe

B35

Gln

Gly

<213> Secuencia artificial

Asn

Gin

GIn

660

Trp

Ile

va'l

Pro

Pro

740

Ile

Thr

Thr

Gln

Trp

820

Ala

Arg

rPhe

Ile

Ile

val

Ala

LysS

Met

Leu

725

Gly

Pro

Iie

Gln

val

Leu

Glu
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Asn

630

Asp

GIn

Ser

Ile

Ile

710

Ser

Arg

ser

Ile

Thr

790

Ile

Gln

ala

Gly

Arg
870

615

Glin
Asn
Gln
Leu
Ala
695
val
Leu
Thr
Pro
Leu
775
val
Ile
Glu
val
Arg
B53

ser

ile

val

Glu

Trp

6RO

Ile

Leu

Gn

Gly

Gln

760

Trp

I1le

ASp

Leu

Ala

840

Gly

Leu

72

Trp

Ser

GIn

665

Asn

Ile

Asn

ile

Glu

745

Gly

ser

Ser

Ala

Gln

825

ASnh

Ile

Leu

Gly
Ser
650
Asn
Trp
Ile
Ley
Pro
730
Gly
Phe
Tyr
His
Cys
810
Lys

Trp

Leu

Asn

635

Thr

Glu

Leu

val

val

715

Thr

Gly

Leu

His

Leu

795

ATrg

Ser

Thr

Asn

620

Leu

Ie

Lys

Asp

Arg

Gly

Pro

Leu

780

Arg

Ile

Ala

Asp

Ile
860

Thr

Tyr

Lys

Ile

685

Ala

Asn

Gln

Asp

Leu

765

Leu

Leu

cys

Thr

Asp

845

Pro

Irp

Glu

Leu

670

Thr

Leu

Ile

Glin

Glu

750

Leu

Ser

Gly

Ala

Ser

830

Ile

Arg

Glin
Glu
655
Leu
LyS
Ile
Arg
Ser
735
Gly
Tyr
Asn
Leu
Ala
815
Leu

Ile

Arg

Glu

6540

Ile

Glu

Trp

Gly

Gln

720

Arg

Thr

Leu

Trp

8OO

val

Tle

Leu

val
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<220>
<221> fuente

<223> /nota = "Descripcién de la secuencia artificial: cebador sintético”

<400> 62
yctytagaga gtgtcccatt

<210> 63

<211>19

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<221> fuente

<223> /nota = "Descripcién de la secuencia artificial: cebador sintético”

<400> 63
gtgctwcectg ctgcactta

<210> 64

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<221> fuente

<223> /nota = "Descripcion de la secuencia artificial: cebador sintético”

<400> 64
aagttgctca agaggtggta

<210> 65

<211>19

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<221> fuente

<223> /nota = "Descripcién de la secuencia artificial: cebador sintético”

<400> 65
ccttagaggc acttgaggt

<210> 66

<211>19

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<221> fuente

<223> /nota = "Descripcién de la secuencia artificial: cebador sintético”

<400> 66
ccaragcagt aagtaacgc

<210> 67

<211> 23

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<221> fuente

<223> /nota = "Descripcién de la secuencia artificial: cebador sintético”

<400> 67
rttaaytaat tgtaactcca caa

20

19

20

19

19

23
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<210> 68

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<221> fuente

<223> /nota = "Descripcion de la secuencia artificial: cebador sintético”

<400> 68
gamtytatgc acctcccatc

<210> 69

<211>21

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<221> fuente

<223> /nota = "Descripcion de la secuencia artificial: cebador sintético”

<400> 69
gacataacta aatggttgtg g

<210>70

<211> 23

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<221> fuente

<223> /nota = "Descripcién de la secuencia artificial: cebador sintético”

<400> 70
atacttgara grttaagrag aat

<210>71

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<221> fuente

<223> /nota = "Descripcién de la secuencia artificial: cebador sintético”

<400> 71
atgccatgtg tacaagtaac

<210>72

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<221> fuente

<223> /nota = "Descripcién de la secuencia artificial: cebador sintético”

<400> 72
atacactatt gtgctccarc

<210>73

<211> 22

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

20

21

23

20

20
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<220>
<221> fuente

<223> /nota = "Descripcién de la secuencia artificial: cebador sintético”

<400> 73
agttctccat atatctttca tr

<210> 74

<211> 22

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<221> fuente

<223> /nota = "Descripcién de la secuencia artificial: cebador sintético”

<400> 74
aacataactg gaatgatyct ac

<210>75

<211> 18

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<221> fuente

<223> /nota = "Descripcién de la secuencia artificial: cebador sintético”

<400> 75
ctgagrtccg tgtacaac

<210> 76

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<221> fuente

<223> /nota = "Descripcién de la secuencia artificial: cebador sintético”

<400> 76
attaggcagg gatatcaacc

<210> 77

<211>18

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<221> fuente

<223> /nota = "Descripcién de la secuencia artificial: cebador sintético”

<400> 77
cctactccag gtgcrcat

<210>78

<211>19

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<221> fuente

<223> /nota = "Descripcién de la secuencia artificial: cebador sintético”

<400> 78
cawcacaagc ctgygttcc

22

22

18

20

18

19
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<210>79

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<221> fuente

<223> /nota = "Descripcién de la secuencia artificial: cebador sintético”

<400> 79
atgtcttcvt gcatttgktc

<210> 80

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<221> fuente

<223> /nota = "Descripcion de la secuencia artificial: cebador sintético”

<400> 80
aatgggacac tctctaragr

<210>81

<211> 22

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<221> fuente

<223> /nota = "Descripcién de la secuencia artificial: cebador sintético”

<400> 81
ttaactgtca tggagaattc tt

<210> 82

<211> 22

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<221> fuente

<223> /nota = "Descripcién de la secuencia artificial: cebador sintético”

<400> 82
aagaattctc catgacagtt aa

<210> 83

<211>19

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<221> fuente

<223> /nota = "Descripcién de la secuencia artificial: cebador sintético”

<400> 83
taagtgcagc aggwagcac

<210> 84

<211>21

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

20

20

22

22

19
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<220>
<221> fuente

<223> /nota = "Descripcién de la secuencia artificial: cebador sintético”

<400> 84
ccacaaccat ttagttatgt ¢ 21

<210> 85

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<221> fuente

<223> /nota = "Descripcién de la secuencia artificial: cebador sintético”

<400> 85
taccacctct tgagcaactt 20

<210> 86

<211>19

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<221> fuente

<223> /nota = "Descripcién de la secuencia artificial: cebador sintético”

<400> 86
cytgtctaat yctycttgg 19

<210> 87

<211>19

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<221> fuente

<223> /nota = "Descripcién de la secuencia artificial: cebador sintético”

<400> 87
tggcctggta cagcatggg 19

<210> 88

<211> 32

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<221> fuente

<223> /nota = "Descripcién de la secuencia artificial: cebador sintético”

<400> 88
gtacgaattc catggaaggg gagttgacct gc

<210> 89

<211> 34

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<221> fuente

<223> /nota = "Descripcién de la secuencia artificial: cebador sintético”

<400> 89
tattggatcc ttatcagcta tttagttttt gtag

ES 2446271 T3

34

32

77



<210> 90
<211> 2214
<212> ADN

ES 2446271 T3

<213> Virus de la inmunodeficiencia humana

<400> 90

atgagttttg
ttggttgata
ggtgccgage
gctggeggty
gaagttgtcg

gaaccgatga

tggtcattat
ttaacggcaa
gcatcatcgt
aagtatgtat
aaaaatgege

tccotgegac

teccgegege
accecatgatt
ggcaaccgat
gacgcgegee
attcagegac

aatcattcgrt

tacgcgtcga
gttcatgttc
catgaggatg
gatcatcagt
gacacggtga

caggttgctg

78

cgcgtetgee
ttgaacgcyc
tTgcccgcge
caggaacaga
tcgttaatgt

ataacctcgce

cggtaaacca
gcgtgaatca
cgttgaagec
acgtetggog
gcagggtgat
tcagcgtcag

60
120
180
240
300
360



gtgggtatgy
gcggtgaaag
cctrgogate
catcttggta
agtcecgttag
atccatgttg
tcgacagecc
cgttctgaac
aaagctaaac
ctgggttrce
caggeeegtic
gaagctcage
atcctggetg
ggtaaactga
gaacagatct
agcttgatce
cttctagaac
cagacccatt
ggcgaacgtg
tggcgtaacg
acccegateg
ctgggtatge
accgctctga
ctgctgeqtg
cagctgegtg
ctgtgggget
cgtaacacca
cagatcgaca
gaacagaacg
gacatcacca

ccgacccgte

cgactctggce
Tggttcicga
gtgatcgttt
tttatggcta
aacacatcga
ctgttgctea
ttatgaagat
tgtacaaata
gtcgtgttgt
tgggtgergce
agctictgte
agcatcigce
ttgaacgtta
tCtgcactac
ggaacaacat
actetetgat
tggacaaatyg
tgccgatccc
accgtoaccyg
aactgttcaa
ctcgrecggt
tgttcciggy
ccgtacagac
caatccagge
ctcgrctget
gcaaaggtcg
ccaacatcaa
acgtttctec
daaaaaaact
aatggctgcy

agcagtctga

ES 2446271 T3

ggtgccaatc
cgctgaagag
tgcagaaggc
ccgtgeagyc
aatgttagaq
ggaagttcct
ccccyggegac
caaagitgtt
tcagcgtgaa
tggttectacc
tggtatcgtt
gcaactgacc
cctgaaagac
tgetgtteeg
gacttggatg
cgaagaaagc
ggttaaccgt
gcgtggrecy
ttccattegt
atacaaagtt
tatcggtact
cgttectgtct
ccactcrgtt
acagcaggaa
ggcactggaa
tctgatctge
ccagatctgy
caccatctac
gctggaactyg
taacatccgt

agctgaaact

cacaatgcgy
tatgcactgt
cttgaaaccg
tttatccgtc
cagcttegty
ggcacaggtg
ccgggtggty
daaatcgaac
aaacgcgccg
atgggtgctg
cagcagcaga
gttiggggta
cagcagctge
tggaacgctt
gaatgggacc
cagaaccagc
gttcgtcagq
gaccgtccgyg
ctggtaatcg
gttcgtgita
ggcacccacc
gcagcaggtt
atcaaaggta
ctgctgegtc
accctgatcc
tacacctccg
ggtadcctga
gaagaaatcc
gacgaatggg
cagggctacc

ccgggtegta

<210>91

<211> 736

<212> PRT

<213> Virus de la inmunodeficiencia humana

<400> 91

79

aagaagcgtt.

actictctcg
ttggcgataa
gttacgtcaa
ttctgtggta
tggataccec
gtgacatgcg
cgctgggiat
ttggtatcgg
cttctatgac
acaatctgct
tcaaacagct
tgggtatctg
cttggtctaa
gtgaaatcaa
aggaaaaaaa
gttactectee
aaggtaicga
gtggtgacat
aaccgtrrctc
gtgaaaaacg
ccactatggg
tcgtacageca
tgtctgratg
agaaccagca
ttaaatggaa
cctggcagga
agaaagctca
cttctctgtg
agccgctotc

ccggtgaata

taacccgaat
cgccaccatt
ctrcctgegt
ctggcagecca
cggcgaaaaa
tgaagatccg
tgacaactyg
tgctecgact
tgcactgttc
cctgactgtt
gcgtgctate
teaggetegt
gogttgctct
Caaatctctg
Caactacaca
cgaacaggaa
gctgtotttc
agaagaagge
gaaagacatc
tgttgctceg
tgctgtaggt
tgctgcaget
gcaggacaac
gggratccgt
gctgctgaac
cgaaacctgg
atgggaccag
ggttcagcag
gaactggcig
cctgcagatce

atag

420
480
540
600
660
720
780
840
2900
960
1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620
1680
1740
1800
1860
1920
1580
2040
2100
2160
2214



Met

Pro

val

Thr

val

65

Glu

val

Ala

Pro

val

145

Pro

Asn

Arg

Leu

val

225

Ser

Arg

Ser

Gly

Leu

ASp

50

Cys

val

Gln

Asp

Ile

130

Leu

Trp

Phe

Arg

Glu

210

Ala

Thr

Asp

Phe
Lys
Glu
35

His
Met
val

Gly

Asn
115

His

Asp

Asp

Leu

TYr \

195

Gln

Gln

Ala

Asn

val

Pro

20

Arg

Glu

Thr

Glu

ASN

Ala

Arg

Leu

Glu

Leu

260

val

Leu

Ala

Asp

Arg

Lys

Glu

Ala

Ala

Glu

165

His

Asn

Arg

val

Met

245

Arg
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Ile

val

Arg

val

Ala

70

cys

Pro

Gln

Glu

Arg

Leu

Trp

va'l

Pro

230

Lys

ser

Ile

ASD

Glu

Ala

55

AsSp

Ala

Met

Arg

Glu

Tyr

phe

Gly

Gln

Leu
215

Gly

ile

Glu

Pro

Ile

Ser

40

Arg

His

Phe

Ile

Gln

120

Ala

Ala

Ala

Ile

Pro

200

Trp

Thr

Pro

Leu

80

Ala
AsSn
25

Gly
Ala
Gin
Ser
Pro
105
val
Phe
Leu
Glu
Tyr
1§S
ser
Tyr
Gly

Gly

Tyr
265

Arg

10

Gly

Ala

val

ser

ASp

90

Ala

Gly

Asn

Tyr

Gly

Gly

Pro

Gly

val

ASp

250

Lys

TYyr
Lys
Glu
Glu
2
Asp
Thr
Met
Pro
Phe
155
Leu
Tyr
Leu
lG'I u
Asp
235

Pro

Tyr

Ala

Pro

Arg

Ala

60

Thr

Thr

Ile

Ala

Asn

140

Ser

Glu

Arg

Glu

Lys

Thr

Gly

Lys

ser

Met

Ile

45

Ala

Glu

val

Ile

Thr

125

Ala

Arg

Thr

Ala

His

205

Ile

Pro

Gly

val

Thr

Iie

30

Ile

Gly

Arg

Ile

Arg

110

Leu

val

Ala

val

Gly

190

Ile

His

Glu

Gly

val
270

Arg

15

val

val

Gly

Leu

val

95

Gln

Ala

Lys

Thr

Gly

Phe

Glu

val

ASp

ASp

255

Lys

Leu

His

Ala

Glu

Ala

80

Asn

val

val

val

Ile

160

Asp

Ile

Met

Ala

Pro

240

Met

Ile



ES 2446271 T3

Giu Pro Leu Gly val Ala Prec Thr bLys Ala Lys Arg Arg val val Gln
275 280 285

Arg Glu Lys Arg Ala val Gly Ile Gly Ala Leu Phe Leu Gly Phe Leu
280 295 300

Gly Ala Ala Gly Ser Thr Met Gly Ala Ala Ser Met Thr Leu Thr val
305 310 315 320

Gln Ala Arg Gin Leu Leu Ser Gly Ile val GIn Gln Gln Asn Asn Leu
325 330 335

Ledi Arg Ala Ile Glu Ala GIn GIn His Leu Leu GIn Leu Thr val Trp
340 345 350

Gly ITe Lys GlIn Leu G1n Ala Arg Ile Leu Ala val Glu Arg Tyr Leu
355 360 365

Lys Asp GIn GlIn Leu Leu Gly Ile Trp &ly Cys ser Gly Lys Leu Ile
370 375 380

Cys Thr Thr aAla val pPro Trp Asn Ala Ser Trp ser Asn Lys Ser Leu
385 390 " 395 400

Glu GIn Ile Trp Asn Asn Met Thr Trp Met Glu Trp Asp Arg Glu Ile
405 410 415

Asn Asn Tyr Thr Ser Leu Ile His Ser Leu Ile Glu Glu Ser GIn Asn
420 425 430

GIn GIn G1u Lys Asn Glu Gln Glu Leu Leu Glu Leu Asp LYS Trp val
435 440 445

Asn Arg val Arg Gln Gly Tyr Ser Pro Leu Ser Phe Gln Thr His Leu
450 . 455 460

Pro Tle Pro Arg Gly Pro Asp Arg Pro Glu Gly ITe &lu Glu Glu Gly
465 470 - 475 480

Gly Glu Arg Asp Arg Asp Arg Ser Ile Arg Leu val Ile Gly Gly Asp
485 490 495

Met Lys Asp Ile Trp Arg Asn Giu Leu Phe Lys Tyr Lys val val Arg
500 505 510

val Lys Pro Phe Ser val Ala Pro Thr Pro Ile Ala Arg Pro val Ile
515 520 525

Gly Thr Gly Thr His Arg Glu Lys Arg Ala val Gly Leu Gly Met Leu
530 535 540

81
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ES 2446271 T3

phe Leu ¢ly val Leu ser Ala
545 550
Thr Ala Leu Thr val &lIn Thr
565
GIn Gln Asp Asn Leu Leu Arg
580
Arg teu Ser val Trp Gly Ile
595
tey Glu Thr Leu Ile GIn Asn
610 615
Lys Gly Arg Leu Ile Cys Tyr
625 630
Arg Asn Thr Thr Asn Ile Asn
G645
Glu Trp Asp GIn Gln Ile Asp
660
Ile Gln Lys Ala GIn val GlIn
675
Glu Leu Asp Glu Trp Ala Ser
690 695
Trp Leu Arg Asn Ile Arg Gln
705 710
Pra Thr Arg 61n Gin Ser Glu
725
<210> 92
<211> 2124
<212> ADN
<213> Virus de la inmunodeficiencia humana
<400> 92
atgagttityg tggtcattat tcccgegege
ttggttgata ttaacggcaa acccatgatt
ggtgccgage gcatcatcgt ggcaaccgat
gctggonggty aagtatgtat gacgegegec
gaagttgtcyg aaaaatgege attcagcgac
gaaccgatga tccctgegac aatcattcgt

Ala Gly

His

ser val

555

Ile Lys

570

Ala
585

Arg GlIn
600

Gin GIn Leu

Thr

Gin

ser val

Ile Gtn Ala Gln GIn Glu

Leu Arg Ala Arg

Leu Asn
620

650

Ash val
665

GTn Glu G1n Ash Glu

680

Leu Trp ASn Trp

Gly Tyr Gin

Ala Glu Thr

ser

700

Pro keu
715

730

tacgcgtcga
gtrcatgttc
catgaggatg
gatcatcagt
gacacggtoa
caggtrtgctg

82

cgcgtotacce
ttgaacgcgce
ttgccegege
caggaacaga
tcgttaatgt

ataacctege

LysS

ser

ser Thr Met Gly Ala Ala

Gly 1Ile val

575

Leu
590

Leu Leu

Leu Trp Gly

Lys Trp Asn Glu Thr

Ile Trp Gly Asn Leu Thr Trp

655

Ser Thr Ile Tyr Glu

670

Lys Leu

Leu Asp Ile Thr

Leu Gln

Pro Gly Arg Thr Gly

cggtaaacca
gcgtgaatca
cgttgaagcc
acgtectogeg
gcagggtgat
tcagegrcag

Ala

560

Gin

Leu

Ala

Cys

Trp

640

Gln

Glu

Leu

Lys

Ile

Glu

60
120
180
240
300
360
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gtgogtatag
gcggtgaaag
ccttgggatc
catcttggta
agtcegttag
atccatgttg
tegacagecc
cgttctgaac
aaagctaaac
ctgggtttec
caggceeegtce
gaagcicage
atcctggetg
ggtaaactga
gaactagatct
agcttgatec
cttctagaac
cagacccatc
ggcgaacgtg
tggcgtaacg
accccgateg
ctgggtatgce
accgcrctga
ctgctgcgty
cagcrgegty
ctgtgggget
cgtaacacca
cagatcgaca
gaacagaacy

gacatcacca

cgactctggce
Tggrtctega
gtgatcgttt
tttatggcta
aacacatcga
ctgttgcetea
ttatgaagat
tgtacaaata
gregtgrigt
tggatgetge
agcttctgtc
agcatctget
ttgaacgtta
tectgeactac
ggaacaacat
actctctgat
tggacaaatg
tgregatecc
accgtgaccg
aactgticaa
ctcgtceggt
tgttcotggg
ccgtacagac
caatccaggce
ctcgtctget
gcaaaggteg
ccaacatcaa
acgttterte
aaaaaaaact

aatggctgta

ES 2446271 T3

ggtgccaatc
cgctgaaggy
tgcagaaggc
ccgtgcagoc
aatgttagag
ggaagttoct
cececeggegac
caaagttgtt
tcagcgtgaa
tggrtetace
tggtatcgtt
gcaactgacc
cctgaaagac
tgctgttceg
gacttyggatg
cgaagaaagc
ggttaaccgt
gcgtggtocg
ttccattegt
atacaaagtt
tatcggtact
cgttetgtet
ccactctgtt
acagcaggaa
ggcactggaa
tctgatctyge
ccagatctgg
caccatctac
gctggaactg
atag

<210> 93

<211> 706

<212> PRT

<213> Virus de inmunodeficiencia humana

<400> 93

Met Ser Phe val val Ile Ile Pro Ala Arg Tyr Ala Ser Thr Arg Leu

cacaatgegg
tatgcactgt
cttgaaaccg
tttatcecgtc
cagecrregty
ggracaggtg
ccgggtogty
aaaatcgaac
aaacgegocy
atgggtgctg
cagcagcaga
gtttooggta
cagcagctgc
tggaacgctt
gaatgggacc
cagaaccage
gttcgtcagg
gaccgtccgqg
ctggraatcg
grtcgtgtta
ggcaccceace
gcageaggrt
atcaaaggta
crgetgegte
accctgatece
tacacctceg
ggtaacctga
gaagaaatcc

gacgaatggg

83

aagaagcgtt
acttctcteg
ttggcgataa
gttacgtcaa
ttetgtggta
tggatacccc
gtgacatgcg
cgctggqtgt
Ltggtatcag
cttctatgac
acaarctgct
tcaaacagcet
tgggtatctg
cttggtctaa

gtgaaatcaa

aggaaaaaaa

gttactctece
aaggtatcga
gtggtgacat
aacegttctc
gtgaaaaacg
ccactatggg
tcgtacageca
tgtctgtaty
agaaccageca
ttaaatggaa
cctggcagga
agaaagctea

cttctctgeg

taacccgaat
cgccaccatt
cttcctgegt
ctggcageca
cggcgaaaaa
tgaagatccg
tgacaactgg
tgetecegact
tgcactgtic
ccrgactort
gcgtgctatc
tcaggcicgt
gggttgctct
caaatctcrg
caactacaca
£gaacaggaa
gctgtettic
agaagaaggc
gaaagacatc
tgttgctcecg
tgctgtagat
tgoTgoaget
gcaggacaac
gggtatecegt
gctgctgaac
cgaaacctgy
atgygaccag
ggttcagcag

gaactgactg

420
480
540
600
660
720
780
840
900
%60
1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620
1680
1740
1800
1860
1920
1580
2040
2100
2124



Pro

val

Thr

val

65

Glu

val

Pro

val

145

Pro

A_S n

Aryg

Leu

val

225

Ser

Arg

Glu

Gly

Lau

ASD

50

Cys

val

Gin

Asp

Ile

130

Leu

Trp

Phe

Arg

Glu

210

Ala

Thr

Asp

Pro

Lys

Glu

35

His

Met

vatl

Gly

AsSn

115

His

ASp

ASp

Leu

Tyr

195

Gln

Gln

Ala

Asn

Leu

Pro

20

Arg

Glu

Thr

Glu

Asp

Leu

AsSn

Ala

Arg

Arg

180

val

Leu

Glu

Leu

Trp

260

Gly

ES 2446271 T3

Leu
Ala
Asp

Arg

g‘]a
Ala
Glu
165
His
ASN
Arg
val
Met
245

Arg

val

va'l

Arg

val

Ala

70

cys

Pro

Gln

Glu

Gly

Arg

Leu

Trp

val

Pro

230

Lys

ser

Ala

ASp

Glu

Ala

53

ASp

Ala

Met

Arg

Glu

135

Tyr

Phe

Gly

Glin

Leu

215

Gly

Ile

Glu

Pro

Ile

sSer

40

Arg

His

Phe

ile

Gin

120

Ala

Ala

Ala

Ile

Pro

200

Trp

Thr

Pro

Leu

Thr

84

Asn

25

Gly

Ala

GIn

ser

Fro

105

val

Phe

Leu

Glu

Tyr

185

ser

Tyr

Gly

Gly

265

Lys

10

Gly

Ala

val

Ser

ASp

90

Ala

Gly

ASH

Tyr

Gly

Gly

Pro

Gly

val

Asp

250

Lys

Ala

Lys
Glu
Glu
Gly
75

ASD
Thr
Met
Pro
Phe
155
Leu
Tyr
Leu
Glu
Asp
235
Pro

Tyr

LYyS

Pro

Arg

Ala

60

Thr

Thr

Ite

Ala

Asn

140

ser

Glu

Arg

Glu

LYS

220

Thr

Gly

LysS

Arg

Met

Ile

45

Ata

Glu

val

Ile

Thr

125

Ala

ATg

Thr

Ala

His

205

Ile

Pro

Gly

val

Arg

Ile
30

Ile
Gly

ATG

Ile

val

Ala

val

Gly

Ile

His

Glu

Gly

val

270

val

15

val

val

Gly

Leu

val

95

Gln

Ala

Lys

Thr

Gly

Phe

Glu

val

ASp

AsSp

255

LysS

val

His

Ala

Glo

Ala

80

Ash

val

val

val

ile

160

ASp

Ile

Mat

Ala

Pro

240

Met

Ile

Gin



ES 2446271 T3

275 280 285

Arg Glu Lys Arg ala val Gly ITe Gly Ala Leu Phe Leu Gly Phe Leu
290 295 300

Gly Ala Ala Gly Ser Thr Met Gly Ala Ala Ser Met Thr Leu Thr val
305 310 315 320

Gln Ala Arg Gln Leu Leu Ser Gly Ile val. GIn GIn GIn Asn Asn Leu
325 330 335

Leu Arg Ala ITe Glu aAla GIn Gln His Leu Leu Gln Leu Thr val Trp
340 345 350

Gly Ile Lys GIn Leu GIn Ala Arg Ile Leu Ala val Glu Arg Tyr Leu
355 360 365

Lys Asp Gin Gln Leu Leu Gly Ile Trp Gly Cys Ser Gly Lys Leu Ile
370 375 iBO.

Cys Thr Thr Ala val Pro Trp Asn Ala Ser Trp Ser Asn Lys Ser Leu
385 390 395 400

Giu GIn Ile Trp Asn Asn Met Thr Trp Met Glu Trp Asp Arg Glu Ile
405 410 415

Asn Asn Tyr Thr Ser Leu Ile His Ser Leu Ile Glu Glu Ser GlIn Asn
420 425 430

GIn GIn Glu Lys Asn Glu Gln Glu Leu Leu Glu Leu Asp Lys Trp val
435 440 445

Asn Arg val Arg GIn Gly Tyr Ser Pro Leu Ser phe GIn Thr His Leu
450 455 460

Pro Ile Pro Arg Gly Pro Asp Arg Pro Glu Gly Ile Glu Glu Glu Gly
465 470 475 480

Gly Glu Arg ASp Arg Asp Arg Ser Ile Arg Leu val Ite Gly Gly Asp

Met Lys Asp Tle Trp Arg Asn Glu Leu Phe Lys Tyr Lys val val arg
500 505 510

val Lys Pro Phe ser val Ala pro Thr Pro Ile Ala Arg Pro val Ile
515 520 525

Gly Thr Gly Thr His Arg Glu Lys Arg Ala val Gly Ler Gly Met Leu
530 535 540

Phe Leu Gly val Leu ser Ala Ala Gly Ser Thr Met Gly Ala Ala Ala

85



<210> 94
<211> 1470
<212> ADN

<213> Virus de inmunodeficiencia humana

<400> 94

545

Thr

Gln

Arg

Leu

Arg

Glu

Ile

Glu

Trp
705

Ala

GlIn

Leu

Glu

610

Gly

ASD

Trp

Gln

Ley

630

Leu

Leu

Asp

Ser

595

Thr

Arg

Thr

Asp

Lys

675

Asp

Thr

ASh

580

val

Leu

Leu

Thr

Gln

660

Ala

Glu

ES 2446271 T3

val

565

Leu

Trp

Ile

Ile

Asnh

645

Gin

GIn

Trp

550

Glin

Leu

Gly

Gln

Cys

630

Ile

Ile

val

Ala

EP 2 055 780 B1

Thr

Arg

Ile

Asnh

615

Tyr

Asn

Asp

GlIn

ser
695

86

His

Ala

Arg

600

GIn

Thr

Gln

Asn

Gin

680

Leu

Ser

Gln

Ser

Iie

val

665

Glu

Trp

val

570

Gln

Leu

Lau

val

Trp

650

Ser

GlIn

Asn

555

1ie

Ala

Arg

Ley

Ser

Asn

Trp

Lys

Glin

Ala

Asn

§20

Trp

Asn

Thr

Glu

Leu
700

Gly

GIn

Arg

Leu

ASn

Leu

Ile

Lys

Asp

Glu
590
Leu
Trp
Glu
Thr
Tyr
670
LYS

Ile

val

575

Leu

Leu

Gly

Thr

Trp

655

Glu

Leu

Thr

560

Leu

Ala

Cys

Trp

€40

Glin

Glu

Leu

LYS



<210> 95
<211> 488
<212> PRT

atgatcggig
cgrgtraaac
acccaccgtg
gcaggrtcca
aaaggtatcg
ctgegtetgt
ctgatccaga
accrecgtta
aacctgacct

gaaatccaga

gaatgggcett
ggctaccage
ggtcgtaccg
tacaaataca
cgtgttgttc
ggtgctgctg
ctictgtctg
catctgctagce
gaacgttacc
tgcactactg
aacaacatga
tctctgateg
gacaaatggg
ccgatceege

cgtgaccgrt

gtgacatgaa
cgttctetgt
aaaaacqgtgc
ctatgggtgc
tacagcagca
ctgtratggaq
accagcagct
aatggaacga
ggcaggaatg
aagcteaggt

ctctgtggaa
cgetgtecet
grgaaggtec
aagttgttaa
agcgtgaaaa
gttctaccat
gratcgttca
aactgaccgt
tgaaagacca
ctgrtecgtg
cttggatgga
aagaaagcca
ttaaccgtgt
gtggtccgga
ccattegtcet

ES 2446271 T3

agacatctgg
tgetecgace
tgtaggtctg
tgcagetace
ggacaacctg
tatccgtcag
gctgaacctg
aaccrggegt
ggaccagcag

tcagcaggaa

ctggcrggac
gcagatcceg
gggtggtggt
aatcgaacey
acgcgeegtt
gggtgetget
gcagcagaac
ttggggtatc
gcagetgetg
gaacgcttct
atgggaccgt
gaaccagcag
tcgteagggt
ccgtccggaa

ggtataatag

<213> Virus de inmunodeficiencia humana

<400> 95

cgtaacgaac
ccgategetc
ggtatgctgt
gcrctgaccg
ctgegtgeaa
crgegrgcte
tgggoctgea
aacaccacca
atcgacaacg

cagaacgaaa

atcaccaaat
acccgtcage
gacatgcgtg
ctgggtgttg
ggtatcggtg
tctatgacce
aatctgctgc
aaacagcttc
ggtatctggg
tggtctaaca
gaaatcaaca
gaaaaaaacg
tactrctecge

ggtatcgaag

87

tgttcaaata
grccggttat
tcetgggegt
tacagaccca
tccaggeaca
gtctgetgge
aaggtcgtct
acatcaacca
tttcttccac

aaaaactgct

ggctgegtaa
agtctgaage
acaactggcg
ctcecgactaa
cactgttect
tgactgttca
gtgctatcga
aggctegtat
gttgctctgg
aatctctgga
actacacaag
aacaggaact
tgtctttcca

aagaaggcgg

caaagttgtt
cggtracrogc
tctgtetgea
ctctgttate
gcaggaactg
actggaaacc
gatectgetac
gatctogggt
catctacgaa

ggaactggac

catccgtcag
tgaaactccg
ttctgaacty
agctaaacgt
gggtttcetg
ggcccgteag
agctcagcag
cctggetgtt
taaactgatc
acagatctgy
cttgatccac
tctagaactg
gacccatceg

cgaacgtgac

60
120
180
240
300
360
420
430
540
600

660
720
780
840
900
960
1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1470



Met

Tyr

Ala

Gly

mMet

65

Lys

Gin

Ala

‘Ile

Lys

Arg

Leu

50

Gly

Gly

Gin

Arg

Gly

val

Pro

35

Gly

Ala

Ile

Glu

Lteu
115

Gly

val

20

val

Met

Ala

val

Leu

100

Leu

ES 2446271 T3

Asp
5
Arg
Ile
Leu
Ala
Gln
85

Leu

Ala

Met

val

Gly

rhe

Thr

70

Gln

Arg

Leu

Lys

Lys

Thr

Leu

55

Ala

GIn

Leu

Glu

88

AsSp

Pro

Gly

40

Gly

Leu

AsSp

Ser

Thr
120

Ile

Phe

25

Thr

val

Thr

Asn

va)

105

Leu

Trp

10

ser

His

Leu

val

Leu

30

Trp

Iie

Arg

val

Arg

ser

GIn

75

tey

Gly

Gln

Asn

Ala

Giu

Ala

60

Thr

Arg

Tie

ASn

Glu

Pro

Lys

Ala

His

Ala

Arg

Gln
125

Leu

Thr

30

Arg

Gly

sSer

Ile

GIn

110

Gln

Phe

15

Pro

Ala

Ser

val

Gin

95

Leu

Leu

Lys

Ile

val

Thr

Ile

80

Ala

Arg

Leu



Asn

Thr

Glu

Ley

Leu

225

Arg

va'l

Ala

Ser

305

Leu

Glu

Leu

Leu

val
385

Leu

130

AsSn

Leu

Ile

Lys

Asp

ser

Arg

Ser

Ala

val

290

Thr

Leu

aAla

GIn

Leu

370

Pro

TFp

Glu

Thr

Tyr

Leu

Thr

Gluy

Pro

275

Gly

Met

Ser

Gin

Ala

355

Gly

Trp

Gly

Thr

Trp

Glu

180

Leu

Thr

Gin

Gly

Leu

260

Thr

Ile

Gly

Gly

Gin

340

Arg

Ile

Asn

Cys

Trp

Gln

165

Glu

Leu

Lys

Ile

Tyr

Lys

Gly

Ala

Ie

325

His

Ile

Trp

Ala

ES 2446271 T3

Ite

Glu

Trp

Pro

230

Gly

Lys

Ala

ATa

Ala

310

val

L.eu

Leu

Gly

Ser
390

Gly

Asn

Trp

Gln

Leu

Leu

215

Thr

Pro

Tyr

LyS

Leu

295

Ser

Gln

Leu

Ala

Cys

375

Trp

Arg

Thr

Asp

Lys

Asp

200

Arg

Arg

Gly

Lys

Arg

280

Phe

Met

Gln

Gln

val

360

Ser

Ser

89

Leu
Thr
Gln
Ala
185
Giu
Asn
Gin
Gly
val
265
Alg
Leu
Thr
Gln
Leu
345
Glu

Gly

Asn

Ile

Asn

Gin

170

Gin

Trp

Ile

Gln

Gly

val

val

Gly

Leu

Asn

330

Thr

Arg

Lys

Lys

Cys

Ile

155

Ile

val

Ala

Arg

Ser

235

ASp

Lys

val

Phe

Thr

315

Asn

val

Tyr

Leu

ser
395

TYr

140

ASnN

AsSp

Gin

ser

Glin

220

Glu

Met

Ile

Gln

Leu

300

val

Leu

Trp

Leu

Ile

380

Leu

Thr

Gln

Asn

Gln

Leu

205

Gly

Ala

Arg

Glu

Arg

Gly

Gln

Leu

Gly

Lys

365

cys

Glu

ser

1le

val

Gtu

190

Trp

Tyr

Glu

Asp

Pro

270

Glu

Ala

aAla

Arg

Ile

350

ASD

Thr

Gin

val

Trp

Ser

175

Gln

Asn

GIn

Thr

Asn

235

Leu

Lys

Ala

Arg

Ala

335

Lys

Gln

Thr

Ile

Asn

Trp

Pro

Pro

240

Trp

Gly

Arg

Gly

Gln

320

Ile

Gin

GlIn

Ala

400



Asn ASn

ser Lew

Asn Glu

GIn Gly

Gly Pro

Arg Asp

<210> 96
<211> 1584
<212> ADN

Met

e

Gln

435

TYr

Asp

Arg

ES 2446271 T3

Thr Trp
405

His Ser
420

Glu Leu
ser Pro

Arg Pro

ser Ile
485

<213>Virus de inmunodeficiencia humana

<400> 96

Met

Ley

Leu

Ley

Glu

470

Arg

Glu
Ile
Glu
Ser
455

Gly

Leu

90

Trp

Glu

Leu

440

Phe

Ila

val

ASD

Glu

425

Asp

Gin

Glu

Arg
410
Ser
Lys

Thr

Glu

Glu

Gln

Trp

His

Glu
475

Ile

Asn

val

Leu

460

Gly

Asn
G1In
AST
445

Pro

Gly

Ash

GIn

430

Arg

Ile

Glu

Tyr

415

Glu

val

Pro

Arg

Thr

Lys

Arg

Arg

Asp
480



atgagttttg
ttggttgata
ggtgccgage
gerggcygatg
gaagttgtcg
gaaccgatga
grgggtatga
gcggtgaaag
ccttgggate
catcttggta
agtccgttag
atccatgttg
gacccgtcga
aaatacaaag
gttatcggta
gocgttcigt
acccactctg

gcacagcagg

ctggcactyg

tggtrcattat
ttaacggcaa
gcatcategt
aagtatgtart
aaaaatgege
tcectgegac
cgactctggce
Tggttcrcga
gtgatcgttt
tttatggcta
aacacatcga
ctgttgctea
cgaattctat
ttgttcgtgt
ctggcaccca
ctgcagcagg
ttatcaaagg

aactgctgeg

ES 2446271 T3

trecgegege
acccatgatrt
ggcaaccgat
gacgcgoygoc
attcagcgac
aatcattcgt
ggtgccaatc
£gcigaaggg
tgcagaaggc
ccgtgeagge
aatgrtagag
ggaagttcct
cggtggtgac
taaacegetc
ccgtgaaaaa
ttecactatg
tatcgtacag

tctgtctgta

cgtctgatct
aaccagatct
tecaccatct
ctgctggaac
cgtaacatcc
gaagctgaaa
actctgattc

tacacttctg

aaaccctgat
gctacacctc
ggggtaacct
acgaagaaat
tggacgaatg
gtcagggcta
ctccggytcy
agaaccagca

tanaatggta

ccagaaccag
cattaaatgg
gacctggcag
ccagaaagct
ggcrtctctg
ccagcegcetg
taccggtgaa
actgcttaac

atag

tacgegtcga
gttcatrgttc
catgaggaty
gatcatcagt
gacacggtga
caggttgctg
cacaatgcgg
tatgcactot
cttgaaaccg
tttatccgtc
cagcttcegty
ggcacaggtg
atgaaagaca
tctgttgetc
cgtygctgtag
ggtgctgcag
cagcaggaca

tggggtatec

cagctgctga
aacgaaacct
gaatgggacc
caggttcagc
tggaactggc
tcectgeaga
ggtogcggtt
ctgrggggtt

<210> 97

<211> 526

<212> PRT
<213>Virus de inmunodeficiencia humana

<400> 97

91

cgcgtectgec
ttgaacgcgce
ttgccegege
caggaacaga
tcgttaatgt
ataacctcgce
aagaagcgtt
acttctcteg
ttggcgataa
gttacgtcaa
ttctgtggta
tggataccce
tctggcgtaa
cgaccccgat
gtctgggtat
ctacegetct
acctgetgeg

gtcagctgeg

acctgtgggg
ggcgtaacac

agcagatcga
aggaacagaa
tggacatcac
tcccgacceg
ctcgectget

gcaagggccg

cggtaaacca
gcgtgaatca
cgttgaagec
acgretggeg
gcagggtgat
tcagcgteag
taaccegaat
cgccaceatt
cttectgege
ctggcagcca
cggcgaaaaa
tgaagatctc
cgaactgtte
cgctegteeg
gctgttcectg
gaccgtacag
tgcaatccag

tgetegretg

ctgcaaaqgt
caccaacatc
caacgttict
cyaaaaaaaa
caaatgactg
tcagcagtct
ggctctggaa
cctgatttye

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
900
960

1020
1080

1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1584



Met

Pro

val

Thr

val

65

Glu

val

Ala

Pro

val

145

Pro

ser

Gy

Leu

Asp

50

Cys

val

GIn

AsSp

Ile

130

Leu

Trp

Phe

Lys

Met

val

Gly

Asn

115

His

Asp

Asp

val

Pro

20

Arg

Glu

Thr

Glu

Asp

100

Leu

ASN

Ala

Arg

val

Leu

Ala

Asp

ATg

Lys

aluy

Ala

Ala

Glu

165

ES 2446271 T3

Ile

val

Arg

val

Ala

70

Cys

Pro

Gln

Glu

Ite

ASp

Glu

Ala

55

Asp

Ala

Met

Arg

Glu

135

TYyr

Phe

Pro

ile

ser

40

Arg

His

Phe

Ile

Gin

120

Ala

Ala

Ala

92

Ala

Asn

Gly

Ala

GIn

ser

Pro

105

val

Phe

Leuw

Glu

Arg

10

Gly

Ala

val

Ser

Asp

90

Ala

Gly

Asn

Tyr

Gly

Tyr

LYS

Glu

Glu

Gly

75

Asp

Thr

Met

Pro

Phe

155

Leu

Ala

fro

Arg

Ala

60

Thr

Thr

I'le

Thr

ASn

140

Ser

Glu

Ser

Met

Ile

45

Ala

Glu

val

Ile

The

125

Ala

Arg

Thr

Thr

Ile

30

Ile

Gly

Arg

1le

val

Ala

val

Arg

15

val

val

Gly

Leu

val

95

Gln

Ala

Lys

Thr

Gly

Leu

His

Ala

Glu

Ala

B0

Asn

val

vai

val

Ile

160

Asp



Asn

Arg

Ley

val

225

Asp

Asn

Ala

Glu

Ala

305

Thr

Arg

Ile

Tyr

385

Asn

Asp

Gln

Phe

Arg

Glu

210

Ala

Pro

Glu

Pro

LysS

290

ala

His

ala

Arg

Gin

370

Thr

Gln

Asn

Gln

Leu

Tyr

195

GlIn

Glin

ser

Leu

Thr

Arg

Gly

Sar

Ile

Gln

355

GlIn

ser

Ile

val

Glu
435

ATg

180

val

Leu

Glu

Thr

Phe

260

Pro

Ala

Ser

val

Glin

340

Leu

L.eu

val

Trp

ser

420

Gln

His

Asn

Arg

val

AsSn

245

Lys

Ile

val

Thr

Ile

325

Ala

Arg

Leu

LysS

Gly

ser

Asn

ES 2446271 T3

Leu

Trp

val

Pro

230

Ser

Tyr

Ala

Gly

Met

310

Lys

Gln

Ala

Ash

Trp

Asn

Thr

Glu

Gly

GTn

Leu

215

Gly

Ile

Lys

Arg

Leu

295

Gly

Gly

Gin

Arg

Ley

373

Asn

Leu

Ile

Lys

1le

Pro

200

Trp

Thr

Gly

val

Pro

280

Gly

Ala

Ile

Glu

Leu

360

Trp

Glu

Thr

Tyr

Lys

93

Tyr

135

Ser

Tyr

Gly

Gly

val

265

va'l

Met

Ala

val

Leu

345

Leu

Gly

Thr

Trp

Glu

Leu

Gly

Pro

Gly

val

Asp

250

Arg

Ile

lLeu

Ala

GlIn

330

Leu

Ala

Cys

Trp

GIn

410

Glu

Lew

Tyr

i eu

Glu

Asp

Met

vail

Gly

Phe

Thr

315

Gln

Arg

Leu

Lys

395

Glu

I'Ie'

Glu

Arg

Glu

LysS

220

Thr

Lys

Lys

Thr

Leu

300

ala

Gln

Leu

Glu

Gly

Asnh

Trp

Gln

Leu

ala

His

205

Ile

Pro

Asp

Pro

Gly

Gly

Leu

ASp

ser

Thr

365

Thr

ASD

Lys

Asp
445

Gly

190

Ile

His

Glu

Ile

phe

270

Thr

val

Thr

Asnh

val

350

Leu

G Leu

Thr

Gin

Ala

430

Glu

Phe

Glu

val

ASp

Trp

255

Ser

His

Leu

val

Leu

335

Trp

Ile

Ile

Asn

Gln

415

Gin

Trp

Met

Ala

Leu

240

Arg

val

Arg

Ser

GTn

320

Leu

Gly

Glin

Cys

Ile

400

ITe

val

Ala
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Ser Leu Trp Asn Trp Leu Asp ITle Thr Lys Trp Leu Arg Asn
450 455 460

Gln Gly Tyr Gin Pro Leu Ser Leu G1n Ile pPro Thr Arg Gln
465 470 475

Giu Ala Glu Thr Pro Gly Arg Thr Gly Glu ¢ly Gly Gly Ser
485 480

Leu Ala Leu Glu Thr Leu Ile GIn Asn GIn GIn Leu Leu Asn
500 505 510

Gly Cys Lys Gly Arg Leu Ile Cys Tyr Thr ser val Lys Trp
515 520 525

<210> 98

<211> 60

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<221> fuente
<223> /nota = "Descripcion de la secuencia artificial: oligonucleétido sintético”

<400> 98
gaccgtccgg aaggtatcga agaagaaggc ggcgaacgtg accgtgaccg ttccattcgt 60

<210> 99

<211> 53

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<221> fuente
<223> /nota = "Descripcion de la secuencia artificial: oligonucleétido sintético "

<400> 99
atggaacggt cacggtcacg ttcgcegcect tettcttcga taccttccgg acg 53

<210> 100

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<221> fuente
<223> /nota = "Descripcién de la secuencia artificial: cebador sintético”

<400> 100
atctctggaa cagatctgga 20

<210> 101

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<221> fuente
<223> /nota = "Descripcién de la secuencia artificial: cebador sintético”

<400> 101
agtactgaag cagattccac 20

<210> 102

94

Ile Arg

Gin ser
480

Arg Leu
495

Leu Trp
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<211>19
<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>
<221> fuente

<223> /nota = "Descripcién de la secuencia artificial: cebador sintético”

<400> 102
ccgtcgttac gtcaactgg 19

<210> 103

<211>18

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<221> fuente

<223> /nota = "Descripcién de la secuencia artificial: cebador sintético”

<400> 103
cgccegttggt atcggtgce 18

<210> 104

<211>19

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<221> fuente

<223> /nota = "Descripcién de la secuencia artificial: cebador sintético”

<400> 104
taccagacag aagctgacg 19

<210> 105

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<221> fuente

<223> /nota = "Descripcion de la secuencia artificial: cebador sintético”

<400> 105
cttcgatcag agagtggatc 20

<210> 106

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<221> fuente

<223> /nota = "Descripcién de la secuencia artificial: cebador sintético”

<400> 106
gacgatctgc gttctetgtg 20

<210> 107

<211> 1800

<212> ADN

<213> Virus de la inmunodeficiencia humana

<400> 107

95



atgagttttg
trggitgata
ggtgccgage
gcrggeggtg
gaagttgteg
gaaccgatga
grgggtatgg
gcggtgaaag
ccttgggatc
catcttggta
agtcegttag
atccatgtig
tcgacageec
cgrtctgaac
aaagctaaac
ctgggtttce
cagyccegte
gaagctcage
atcctogotg
ggtaaactga
gaacagatct
agcrrgatce
cttctagaac
cagacccatc
ggcgaacgtg
gacgatcrac

gtgactcgta
aatctgctic
actgctatcg

cgtgetatec

<210> 108
<211> 599
<212> PRT
<213> Virus de inmunodeficiencia humana

<400> 108

tggtcattat
ttaacggcaa
gcatcatcge
aagtatgtrat
aaaaatgcge
tccctgegac
cgactctgge
Tggttctcga
gtgatcgttt
tttatggcta
aacacatcga
ctgttgctca
ttatgaagat
tgtacaaata
gtcgtgttot
tgggtgctgce
agcttctgrce
agcatctget
ttgaacgtta
tctgcactac
ggaacaacat
actctctgat
tggacaaatg
tgccgatccc
accgtgaceqg

gtrctctotg

tcgttgaact
agtactggtc
ctgttgctga

gteacattce

ES 2446271 T3

tccegegege
accgatgatt
ggcaaccgat
gacgegegec
attcagcgac
aatcattegt
ggtgccaatc
cgetgaaggg
tgcagaaggc
ccgtgeagge
aatgttagag
ggaagttcct
cccegygegac
caaagttgtt
tcagcgtgaa
tggttctace
togtatcgtr
gcaactgacc
cctgaaagac
tgctgttccg
gacttggatg
cgaagaaagc
ggttaaccgt
gcgtggracg
ttccattegt

cctgttotet

gcrcggeoegt
ccaggaactg
aggcaccgat

gegtegtate

tacgecgtcga
gttcatgttc
catgaggétg
gatcatcagt
gacacggtga
caggttgetg
cacaatgegg
tatgcactgt
cttgaaaccg
tttatccgte
cagcttcgtyg
ggcacaggtg
ccaggtggty
aaaatcgaac
aaacgcgccg
atgggrgety
cagcagcaga
gtttggggta
cagcagctge
tggaacqctt
gaatgggacc
cagaaccagc
gttcgtcagg
gaccgtccgg
ctgytaaacg

taccaccgtc

cgtggttggg
aaaaactctg
cgtgttatcg

cgrcaggygtc

96

cgecgtetgece
ttgaacgcge
ttgecegege
caggaacaga
tcgttaatgt
ataacctecge
aagaagegrte
actrcictceg
ttggcgataa
gttacgtcaa
ttctgtggta
tggatacccc
gtgacatgcg
cgctgogtgt
ttggtatcgg
cttctatgac
dcaatctget
tcaaacagct
tgggtatcty
cttggtctaa
gtgaaatcaa
aggaaaaaaa
grtactectcc
aaggtatcga
gttctetgge

tgcgtgatct

aagctctgaa
ctgtttetct
aagtagttca

tggdacgtat

cggtaaacca
gcgtgaatca
cgttgaagcece
acgtctageg
gcagggtgat
tcagcgtcag
taacccgaat
cgccaccatt
cttcergegr
ctggcageca
cggcgaaaaa
tgaagatecg
tgacaactgg
tgctccgact
tgcactgttc
cctgactgtt
gcgtgcetatc
tcaggctogt
gggrtgctct
caaatctctg
caactacaca
cgaacaggaa
gctgtettte
agaagaaggc
tctgatetgg

gctgetgate

atactggtgg
gctgaacget
gggtgcttac
cetgetgtaa

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
900
960

1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560

1620
1680
1740
1800



Met

Pro

val

Thr

val

65

Glu

val

Ala

Pro

val

145

Pro

ASn

Arg

ser

Gly

Leu

ASp

50

Cys

val

Gln

ASp

Ile

130

Leu

Trp

phe

Arg

Phe

Lys

Glu

35

His

MetT

val

Gly

Asn

115

His

Asp

ASp

Leu

Tyr
195

val

Pro

20

Arg

Glu

Thr

Glu

ASN

ala

Arg

Arg

180

val

val

Leu

Ala

ASp

Arg

Lys

Glu

Ala

Ala

alu

ASR

ES 2446271 T3

ile

val

Arg

va'l

Ala

70

Cys

Pro

Gin

alu

Gly

Arg

Leu

Trp

e

Asp

Glu

Ala

55

ASp

Ala

Met

Arg

Glu

135

Tyr

Phe

Gly

Gln

Pro

Ile

ser

40

Arg

His

Phe

Ile

Gln

120

Ala

Ala

Ala

Ile

Pro
200

97

ala
Asn
25

Gly
ala
Gln
Ser
Pro
105
val
Phe
Ley
Glu
Tyr
185

ser

Arg

10

Gly

Ala

val

ser

ASp

90

Ala

Gly

Asnh

Tyr

Gly

Gly

Pro

Tyr

Lys

Glu

Glu

Gly

75

ASD

Thr

Met

Pro

Phe

155

Leu

Tyr

Leu

Ala

Pro

Arg

Ala

€0

Ther

Thr

Ile

Ala

Asn

140

ser

Glu

Arg

Glu

Ser

Met

Ile

45

Ala

Glu

val

Ile

Thr

125

Ala

Arg

Thr

Ala

His
205

Thr

Ile

30

Ile

Gly

Arg

Ile

val

Ala

val

Gly

Ile

Arg

15

val

val

Gly

LeLt

val

85

Glin

Ala

Lys

Thr

Gly

Phe

Glu

Leu

Ala

Glu

Ala

80

Asn

val

val

val

Ile

Asp

Ile

Mey



Leu

val

225

Ser

Arg

Glu

Arg

Leu

Gly

Lys

385

Glu

Asn

Gin

Asn

Pro
465

Glu

210

Ala

Thr

Asp

Pro

Gglu

290

Ala

Ala

Arg

Ite

370

Thr

Gln

ASN

Gin

Arg

Ile

Gln

Gln

Ala

AsSn

Leu

275

Lys

Ala

Arg

Ala

Lys

355

GIn

Thr

Ile

Tyr

Pro

Leu

Glu

Leu

Trp

Gly

ATg

Gly

Gln

Ile

340

Gin

G1n

Ala

Trp

Thr

420

Lys

AT'g

Arg

Arg

val

Met

245

Arg

val

Ala

Ser

Leuy

325

Glu

Leu

Leu

val

Asn

405

Ser

Asn

Gln

Gly

ES 2446271 T3

val
Pro
230

LysS

Ser

val

Thr

310

Leu

Ala

Gln

Leu

Pro

390

Asn

Leu

Glu

Gly

Pro
470

Leu

215

Gly

Ile

Glu

Pro

ser

Gln

Ala

Trp

Met

Ile

Gin

Tyr

455

ASD

Trp

Thr

Pro

Let

Thr

280

Ile

Gly

Gly

Gin

Asn

Thr

His

Glu

440

Ser

Arg

98

TYr

Gly

Gly

TVYr

265

LyS

Gly

Ala

Ile

His

345

Ile

Trp

Ala

Trp

Ser

425

Leu

Pro

Pro

Gly

val

250

Lys

Ala

Ala

Ala

val

330

Leu

Leu

Gly

Ser

Met

410

Leu

Leu

Leu

Glu

Glu

ASp

235

Pro

Tyr

Lys

Leu

ser

315

Gn

Leu

Ala

cys

385

Glu

Ile

Glu

ser

Gly

Gly

Lys

Arg

Phe

300

Met

Gln

Gin

va'l

Ser

380

Ser

Trp

Glu

Leu

Phe

460

Ile

Ite

Pro

Gly

val

285

Leu

Thr

GlIn

l.eu

Glu

365

Gly

Asn

Asp

Glu

445

Gln

Glu

His

Glu

Gly

val

270

val

Gly

Leu

AsSn

Thr

350

Arg

Lys

Lys

Arg

Ser

430

LyS

Thr

Giu

val

Asp

ASD

255

Lys

val

Phe

Thr

Asn

335

val

Tyr

Leu

Ser

Glu

415

GIn

Trp

Glu

Ala

Pro

240

Met

ITe

¢in

Leu

val

320

Leu

Trp

L.eu

Ile

Leu

400

Ile

AsSn

val

Leu

Gly
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35

ES 2446271 T3

Gly Glu Arg Asp Arg Asp Arg Ser Ile Arg Leu

Ala Leu Ile Trp Asp Asp Leu Arg Ser Leu Cys
500 505

Arg Leu Arg Asp Leu Leu Leu Ile val Thr Arg
515 520

Gly arg Arg Gly Trp Glu Ala Leu Lys Tyr Trp

530 535

Tyr Trp Ser Gln Glu Leu Lys Asn Ser Ala val
545 550 555

Thr ala-Ile ala val ala Glu Gly Thr Asp Arg
565 570

Gln Gly Ala Tyr Arg Ala Iie Arg His Ile Pro

580 385

Gly Leu Glu Arg Ile Leu Leu
595

<210> 109

<211> 47

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<221> fuente
<223> /nota = "Descripcion de la secuencia artificial: cebador sintético”

<400> 109
gactacttgt agccattcgt ctggtaatcg gtggtgacat gaaagac 47

<210> 110

<211> 33

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<221> fuente
<223> /nota = "Descripcién de la secuencia artificial: cebador sintético”

<400> 110
acaatgatgg tacctattat tcaccggtac gac 33

<210> 111

<211>18

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<221> fuente
<223> /nota = "Descripcién de la secuencia artificial: cebador sintético”

<400> 111

99

vai

Leu

Iie

540

ser

val

Arg

Asn
Phe
val
525
Asn
Leu

Ile

Arg

Gly

ser

510

Glu

Leu

Leu

Glu

Ile
590

ser

495

Tyr

Leu

Leu

ASr

val

575

Arg

Let

His

Leu

GlIn

Ala

260

val

G1In
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attggttgat attaacgg 18

<210> 112

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<221> fuente
<223> /nota = "Descripcion de la secuencia artificial: cebador sintético’

<400> 112
tcggtggtga catgaaagac 20

<210> 113

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<221> fuente
<223> /nota = "Descripcion de la secuencia artificial: cebador sintético’

<400> 113
aaaataggcg tatcacgagg 20

<210> 114

<211> 40

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<221> fuente
<223> /nota = "Descripcion de la secuencia artificial: cebador sintético’

<400> 114
acaatgatgg tacctattac agccatttgg tgatgtccag 40

<210> 115

<211> 46

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<221> fuente
<223> /nota = "Descripcion de la secuencia artificial: cebador sintético’

<400> 115
taacgatcag ctaccggtga aggtccgggt ggtggtgaca tgcgtg 46

<210> 116

<211> 38

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<221> fuente
<223> /nota = "Descripcion de la secuencia artificial: cebador sintético”

<400> 116
caagatggat cctattatac cagacgaatg gaacggtc 38

<210> 117

<211>122

<212> ADN

<213> Secuencia artificial
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<223> /nota = "Descripcion de la secuencia artificial: polinucleétido sintético”

<400> 117

ccggtgaagyg tggeggttct cgectgotgg ctctggaaac tctgattcag aaccageaac

tgcttaacct gtggggttge aagggccgoc tgatttgeta cacttetgta aaatggtaat

ag

<210> 118
<211>122
<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<221> fuente

<223> /nota = "Descripcion de la secuencia artificial: polinucleétido sintético”

<400> 118

gatcctatta ccattttaca gaagtgtage aaatcaggcg geccttgcaa ccccacaggt

taagcagttg ctggttctga atcagagttt ccagagccag caggcgagaa ccgecacctt

ca

<210> 119
<211> 849
<212> ADN

<213> Virus de la inmunodeficiencia humana

<400> 119

atgatcggtg
cgtgttaaac
acccacecgtg
gcaggttcea
aaaggtatcg
ctgcgtetgt
ctgatccaga
acctccgtta

aacctgacct

gaaarccaga
gaatgggctt
ggctaccage
ggtcgraccg
cagcaactge

tggraatag

<210> 120
<211> 281
<212> PRT

gtgacatgaa
cgttctetgt
aaaaacgtge
ctatgggtge
tacagcagca
ctgtatgggg
accagcaget
aatggaacga

ggcaggaatg

aagctcaggt
ctctgtggaa
cgctgtocct
gtgaaggtgg
ttaacctgtg

agacatctgg
tgctecgace
tgraggtctg
tgcagetracc
ggacaacctg
tatccgtcag
gctgaacctg
aacctggegt

ggaccagcag

tcagcaggaa
ctggctggac
gcagatccecg
cggttctege

gggttacaag

<213>Virus de inmunodeficiencia humana

cgtaacgaac
ccgategetc
ggtatgctgt
gctctgaceg
ctgegtgeaa
ctgegtgetc
tggggctgea
aacaccacca

atcgacaacg

cagaacgaaa
atcaccaaat
acccgreage
ctgctagete

gaccgcctga

101

tgttcaaata
grccggttat
tectgggegt
tacagaccca
tecaggeaca
gtctgetggc
aaggtcgtct
acatcaacca

trtcttccac

faaadctgct
ggctgcgtaa
agtctgaage
tggaaactct

tttgctacac

caaagrtgtt
cggractygce
tctgtetgea
ctctgttatc
gcaggaactg
actggaaacc
gatctgctac
gatctggogt
catctacgaa

ggaactggac
catccgtcag
tgaaactccg
gattcagaac

ttctgtaaaa

60
120
122

60
i2¢
122

60
120
180
240
300
360
420
480
540

600
660
720
780
840
849



<400> 120

Met

Tyr

Ala

Met

65

Lys

GIn

Ala

Asn

Thr

Glu

Ile
Lys
Arg
Leu
50

Gly
Gly
Gln
Arg
Leu
130
Asn
Leu
Ile

LYS

Gly

val

Pro

35

Gly

Ala

Ile

Glu

Ley

115

Trp

Glu

Thr

Tyr

Lys

Gly

val

20

val

Met

Ala

val

Leu

100

Leu

Gly

Thr

Trp

Glu

180

Leu
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ASp

Arg

Iie

Leu

Ala

GlIn

85

Leu

Ala

Cys

Trp

Gln

165

Glu

Leu

Met

val

Gly

rPhe

Thr

70

Gin

Arg

Leu

Lys

Ile

Glu

Lys

Lys

Thr

Leu

55

Ala

Gin

Leu

Trp

Gtin

Leu

102

Asp

Pro

Gly

40

Gly

Leu

ASp

ser

Thr

120

Arg

Thr

Asp

Lys

ASp

Ile

Phe

25

Thr

val

thr

Asn

val

105

l.eu

Leu

Thr

Gln

Ala

185

Glu

Trp

10

ser

His

Leu

val

Leu

20

Trp

Ile

Ile

Asn

Glin

170

Gln

Trp

Arg

val

Arg

Ser

Gin

75

Leu

Gly

Gln

Cys

Ile

155

Ile

val

Ala

Asnh

Glu

Ala

60

Thr

Arg

Ite

Asn

TYr

140

AsSn

ASp

GIn

ser

Glu

Pro

His

Ala

Arg

GIn

Thr

GIn

Asn

GlIn

l.eu

Leuw

Thr

30

Arg

Gly

Sar

Ile

GIn

110

Glin

Ser

Ile

val

Glu

190

Trp

Phe
15

Pro
Ala
ser
val
GIn
95

Leuy
Leu
val
Trp
Ser
175

Gln

ASNH

Lys

ile

val

Thr

Ile

80

Ala

Arg

Leu

Lys

Gly

160

Ser

Ash

Trp
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195 200

205

Leu Asp Ile Thr Lys Trp Leu Arg Asn Ile Arg g;g Gly Tyr GIn

210 215

Leu Ser Leu GIn Ile Pro Thr Arg Gin GIn Ser Glu Ala Glu Thr

225 230 235

Gly Arg Thr Gly Glu Gly Gly Gly Ser Arg Leu Leu Ala Leu Glu

245 250

255

Leu ITe Gln Asn Gln GIn tLeu Leu Asn Leu Trp Gly Cys Lys Gly
270

260 265

Leu I1e Cys Tyr Thr Ser val Lys Trp
275 280

<210> 121

<211> 22

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<221> fuente
<223> /nota = "Descripcion de la secuencia artificial: cebador sintético”

<400> 121
acgttcgecg ccttcttett cg 22

<210> 122

<211>6

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<221> fuente

<223> /nota = "Descripcion de la secuencia artificial: etiqueta sintética 6x His "

<400> 122
His His His His His His
1 5

<210> 123

<211>10

<212> ADN

<213> Secuencia artificial
<220>

<221> fuente
<223> /nota = "Descripcion de la secuencia artificial: oligonucledétido sintético”

<400> 123
gaattccatg 10

<210> 124

103

Pro

Pro

240

Thr

Arg
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<211> 11
<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>
<221> fuente
<223> /nota = "Descripcion de la secuencia artificial: oligonucleétido sintético”

<400> 124
taataggatc c 11

104
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REIVINDICACIONES

1. Un constructo de antigeno seleccionado de entre:
1. Un constructo de antigeno que comprende:

a. una fusioén de un primer polipéptido de la env de la gp120 del VIH-1 del Grupo 0 fusionado con un segundo
polipéptido de la env de la gp41 del VIH-1 del Grupo O en el que (a) el primer polipéptido de la env de la
gp120 del VIH-1 del Grupo O tiene una secuencia de aminoacidos consistente esencialmente en los residuos:
1 hasta 520 de la secuencia de la ID. SEC. N° 61 y (b) el segundo polipéptido de la env de la gp41 del VIH-1
del Grupo O tiene una secuencia de aminoacidos consistente esencialmente en los residuos seleccionados
de entre el grupo que consiste en: (i) los residuos 47 hasta 215 de la secuencia de la ID. SEC. N°: 58; y (ii)
los residuos 47 hasta 245 de la secuencia de la ID. SEC. N°: 48; o

b. una fusion de un primer polipéptido de la env de la gp120 del VIH-1 del Grupo 0 fusionado con un segundo
polipéptido de la env de la gp41 del VIH-1 del Grupo 0 en el que (a) el primer polipéptido de la env de la
gp120 del VIH-1 del Grupo 0 tiene una secuencia de aminoacidos consistente esencialmente en los residuos
476 hasta 520 de la secuencia de la ID. SEC. N°: 61 y (b) el segundo polipéptido de la env de la gp41 del
VIH-1 del Grupo 0 tiene una secuencia de aminoacidos consistente esencialmente en los residuos
seleccionados de entre el grupo que consiste en: (i) los residuos 521 hasta 873 de la secuencia del ID. SEC.
N°: 61; (i) los residuos 47 hasta 215 de la secuencia del ID. SEC. N°: 58; y (iii) los residuos 47 hasta 245 de
la secuencia de la ID. SEC. N°: 48; o

2. Un constructo de antigeno que consiste en una secuencia de aminoacidos seleccionada de entre el grupo que
consiste en la secuencia de la ID. SEC. N°: 48, la secuencia de la ID. SEC. N°: 50, la secuencia de la ID. SEC.
N°: 52, la secuencia de la ID. SEC. N° 54 y secuencias que difieran de dichas secuencias en cambios
conservativos debidos a entre 1 y 5 sustituciones de aminoacidos, cambios no conservativos o deleciones o
inserciones de aminodacidos.

2. Un polinucledtido que codifica para un constructo de antigeno de acuerdo con la reivindicacion 1.

3. Un procedimiento para la deteccién de anticuerpos contra el VIH-1 en una muestra de prueba que comprende las
etapas de:

(a) combinar al menos un constructo de antigeno de acuerdo con la reivindicacién 1 con la muestra de prueba
para formar una mezcla;

(b) incubar la mezcla en unas condiciones adecuadas para formacion de los complejos entre el antigeno y los
anticuerpos, si es que los hay presentes en la muestra y son inmunolégicamente reactivos con el antigeno; y

(c) detectar la presencia de cualquier complejo formado.

4. Un kit de inmunoensayo para la deteccidon de anticuerpos contra el VIH-1 que comprende un constructo de
antigeno de acuerdo con la reivindicacion 1.

5. Un constructo de antigeno de acuerdo con la reivindicacion 1 que consiste en la secuencia de la ID. SEC. N°: 48 o
en una secuencia que difiere de la ID. SEC. N°: 48 por un cambio conservativo debido a entre 1 y 5 sustituciones de
aminoacidos, cambios no conservativos o deleciones o inserciones de aminoacidos.

6. Un constructo de antigeno de acuerdo con la reivindicacion 1 que consiste en la secuencia de la ID. SEC. N°: 50 o
en una secuencia que difiere de la ID. SEC. N°: 50 por un cambio conservativo debido a entre 1 y 5 sustituciones de
aminoacidos, cambios no conservativos o deleciones o inserciones de aminoacidos.

7. Un constructo de antigeno de acuerdo con la reivindicacion 1 que consiste en la secuencia de la ID. SEC. N°: 52 o
en una secuencia que difiere de la ID. SEC. N°: 52 por un cambio conservativo debido a entre 1 y 5 sustituciones de
aminoacidos, cambios no conservativos o deleciones o inserciones de aminoacidos.

8. Un constructo de antigeno de acuerdo con la reivindicacion 1 que consiste en la secuencia de la ID. SEC. N°: 54 o
en una secuencia que difiere de la ID. SEC. N°: 54 por un cambio conservativo debido a entre 1 y 5 sustituciones de
aminoacidos, cambios no conservativos o deleciones o inserciones de aminoacidos.

9. Un constructo de antigeno aislado en el que dicho constructo de antigeno comprende una proteina de fusion,
comprendiendo dicha proteina de fusion un primer polipéptido de la gp120 del VIH-1 del Grupo O fusionado con un
segundo polipéptido de la gp41 del VIH-1 del Grupo O y en el que adicionalmente: (a) se ha delecionado una porciéon
de la region hidrofoba del polipéptido de la gp41; y (b) el constructo de antigeno consiste en una secuencia de
aminoacidos seleccionada de entre el grupo que consiste en la secuencia de la ID. SEC. N°: 52, la secuencia de la
ID. SEC. N°: 54 y secuencias que difieren de dichas secuencias por un cambio conservativo debido a entre 1 y 5
sustituciones de aminoacidos, cambios no conservativos o deleciones o inserciones de aminoacidos.
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10. El constructo de antigeno aislado de la reivindicacion 9, en el que el constructo de antigeno consiste en la
secuencia de aminoacidos de la ID. SEC. N°: 52 o en una secuencia que difiere de la ID. SEC. N°: 52 por un cambio
conservativo debido a entre 1 y 5 sustituciones de aminoacidos, cambios no conservativos o deleciones o
inserciones de aminoacidos.

11. El constructo de antigeno aislado de la reivindicacion 9, en el que el constructo de antigeno consiste en la
secuencia de aminoacidos de la ID. SEC. N°: 54 o en una secuencia que difiere de la ID. SEC. N°: 54 por un cambio
conservativo debido a entre 1 y 5 sustituciones de aminoacidos, cambios no conservativos o deleciones o
inserciones de aminoacidos.
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gp120
MIVIMRAMGK RNRKLGILYT WMALTIPCLS SSQLYATVYA GVPVWEDAAP

VLFCASDANL TSTEKHNVWA SQACVPTDPT PHEYLETNVT DNFNIWENYM
VEQMQEDT IS LWDQSLKPCI QMTFMCIQMN CTDIKNNNTS GTENRTSSSE
NPMKTCEFN TTVLKDKKEK KQALFYVSDL TKLADNNTTN TMYTLINCNS
TTIKQACPKY SFEPIPIYYC APAGYAIFKC NSAEFNGTGK CSNISWTCT
HGIKPTVSTQ LILNGTLSKE KIRIMGKNIS DSCKNITVTL SSDIETTCVR
PGNNQTVOEM KIGPMAWYSM ALGTGSNRSR VAYCQYNTTE WEKALKNTAE
RYLEL INNTE CNTTMIFNRS QDGSDVEVTH LHFNCHGEFF YONTSEMFNY
TFLCNGTNCN NTQSINSANG MIPCKLKQVY RSWMRGGSGL YAPPIPGNLT
CISHITGMIL QMDAPWNKTE NTFRPIGGDM KDIWRNELFK YKVVRVKPES
VAPTPARPY IGTGTHREKR[E;gEé&LFLG VLSAAGSTMG AAATALTVQT
HSVIKGIVQQ CQDNLLRATQA QQELLRLSVW GIRQLRARLL ALETLIQNQQ
LLNLWGCKGR LICYTSVKWN ETWRNTTNIN QIWGNLTWOE WDQQIDNVSS
TIYEE IQKAQ VOQEONZKKL LELOEWASLW NWLDITKWLW YIKIALTIVG

ALIGVRIVMI VLNLVRNIRQ GYQPLSLQIP TRQQSEAETP GRTGEGGGDE

50
100
150
200
250
300
350
400
450
500
530
600
650
700
750

GRPRLIPSPQ GFLPLLYTDL RTITLWSYHL LSNLISGTQT VISHLRLGLW 8C0

ILGGKTIDAC RICAAVIHYW LQELQKSATS LIDTFAVAVA NNTDDIILGI
QRLGRGILNI PRRVROGFER SLL

FIG.1
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A _]0 17:‘8 ¢ 2§8 358 £ 468 512 G 642
i--ﬂB—I h-ﬂ-wg—l [ F { ! H i
9z 200268 377 445 561622 813
1 Tejido mediante PCR ! Tejido mediante PCR
A-D (Reaction 1B) E-H (Reaction 2A)
Purificacién en gel L &Purificaciénen gel
Eco R1 CATG
\. Osyn-5'
15 13
2A

—
Osyn—P3’

Tejido mediante
L PCR

Reamplificacion

l (Osyn-5//0syn—P3' )

Fco Ri Gel Purificotion Bam H1

| |
(77777777700 7 77 7 7 a7 7 7 7 7 A 7 7 77
s Digestion con

Eco R1 + Bam H1

FIG.3A
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pKRRB826 _
ori

Digestion con Eco R1 + Bam H1
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Eco R1 Bam H1

727777777 777 Ao 7 T #7777y

Ligar inserto + vector

Transformacién de
DH5a

-

Purificacién en gel

Eco R1 CA}:Q;-

/ Reparacion con Osyn-P3’
) : :

Eco R1 Bom H1
Ll 7 P it 7 A

L™

pGO—3 clon
candidato A2  on

“Modificacién mediante PCR
(Reparacion con Osyn-5' +
Osyn-P3') de A2

A ALY

pKRR 826

Digerido con Eco R1 +
Bam H1

Aislamiento en gel
"NTAATAG Bam H oeston oo
igestiéon (Eco +
Osyn—P3 | BamH1)
Eco R1 r Bam H1

Ligar inserto +
vector

Transformacion de
DH5a

FIG.3B
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pGO-8
Clon #6 .

ori

Osyn-5' e ;
—_— Modificacién mediante
T PCR
: Etapa 1
Osyn—H
(P AITII IR I L 7 A
1 Modificacion mediante
Osyn—5 PCR
77777777777 7777 7777 77 7777 Etapa 2
|-°1 (reacciones 2A + 2B)
TAATAG Bam H1
Osyn—03'
Eco Ri Bam H1
I i
Purificacion en gel
{(2A/2B)
pKRR 826 Digestion
Digerido con Eco R1 + y (Eco Ri + Baom H1)

Bam H1

Ligar inserto +
o vector

? Transformacion de DH5a

FIG.3C
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Eco R1 Bam H1  Eco Ri Bam H1
l I O

L Te
pGO-9PL

" Clon .
candidato #3 OF

e

Sembrar de nuevo
por estrias y
secuenciar

B = PR

pGO-9PL/DH5a
6694 BP o

Amp' s
Eco R1 A Modificacion mediante
= PCR
« Osyn=5'CKS
LTI Purificacién en gel

_n7 Digestion de restriccion
Osyn—03 (Eco R1 + Bam H1)

[ 7 L S A 7 A A A

Digestion con Eco R1 + Bam H1 Ligar inserto +
: vector

Purificacion en gel .
Transformacion

(XL1-Blue)

Eco R1 ' Bam H1

[T 7777 rsrs s rld s rd s s ]

" pGO-8CKS/XL1
4760 bp

ori

FIG.3D
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A 110 178 C 288 J58 E 468 512 G 642
T = B r | D ] Fl"""'_“"‘"b'! H
pa———f e i =
92 200 268 377 445 561 622 B13
1 Tejido mediante PCR ! Tejido mediante PCR
A-D (Reaccion 1B) | E-H (Reaccion 2A)
Purificacion en gel J Purificacién en gel
Eco R1 CAT
Osyn-5'
1I5 IB
2A

622F7TAATAG Bam H1
Osyn—P3'
! Tejido mediante PCR

(Osyn—5" /Qsyn—P3' )

Reamplificacion
l Purificacion en gel Bam H1
|

Elco R1
7 7 2 i 27 77 77 T 7 7 A

Digestién con Eco R1 +
Bam H1

FIG.4A
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Eco R1 Bom H1

| PRI eI diiiv i

Ligar inserto +
vector
Ampr p Transformacién de
S g DH5a
Digestion con Eco R1 + Bam H1
Purificacién en gel ‘
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Eco R1 0@7
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r
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pGO-8
Clon #6
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Osyn—5'
—— Modificacion mediante
SRR e PCR
P Etapa 1
Osyn—H
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(o SIS A
Osyn—5'
i Meadificacion mediante
(TP s PCR
Etapa 2
TAATAG Bam H1i (reacciones 2A + 2B)
Osyn—03'
Eco R1 Bam H1
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pKRR 826

Digerido con Eco R1 +
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FIG.4C
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Eco R1 Bam H1
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Osyn I—M
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Ligar inserto +
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Transformacién de
DH5a
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pGO—11PL/DHSa. i
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EcoR1 Agel  BamH1

P IA IS TP F 7,

EcoR1A  Osyn-5' CKS Modificacion mediante PCR
Syn

Purificacion en gel

i R R

AT Digerido de restriccion
Osyn-03 (Eco R1 + Bam H1)

[ R R R R KRR

Digestién con Eco R1 + Bam H1 LIGAR INSERTO +
i, VECTOR

TRANSFORMACIO
N (XL1-BLUE)

Purificacion en gel

EcoR1 BamH1

A At Ao satateenl

7 TKS

pGO-11CKS/XL1
5144 pb
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gp120 r-—gp41
MIGGDMKDIW RNELFKYKVY RVKPFSVAPT PIARPVIGTG THREKRAVGL 50

GMLFLGVLSA AGSTMGAAAT ALTVQTHSVI KGIVQQQDNL LRAIQAQQEL 100
LRLSVWGIRQ LRARLLALET LIONQQLLNL WGCKGRLICY TSVKWNETWR 150

NTTNINQIWG NLTWQEWDQQ [DNVSSTIYE ETQKAQVQQE QNEKKLLELD 200
EWASLWNWLD TTKWL 7k b

FIG.S

CKS
r&éFVVIlPAR YASTRLPGKP LVDINGKPMI VHVLERARES GAERTIVATD 50

HEDVARAVEA AGGEVCMTRA DHQSGTERLA EVVEKCAFSD DTVIVNVQGD 100
EPMIPATITA QVADNLAQRQ VGMTTLAVPI HNAEEAFNPN AVKVVLDAEG 130
YALYFSRATT PWORDRFAEG LETVCDNFLR HLGIYGYRAG FIRRYVNWQP 200

gp120
SPLEHIEMLE QLRVLWYGEK [HVAVAQEVP GTGVDTPEDL DPSTNSTEGD 230

gp41
MKD IWRNELF KYKVVRVKPF SVAPTPIARP VIGTGTHREK RE;GLGMLFL 300
GVLSAAGSTM GAAATALTVQ THSVIKGIVQ QQONLLRAIQ AQQELLRLSY 350
WG IRQLRARL pALETLIONO QLLNLWGCKG RLICYTSVKW NETWRNTTNI 400

NQIWGNLTWQ EWDQQIDNVS STIYEEIQKA QVQQEQNEKK LLELDEWASL 450
WNWLDT TKWL 460

FIG.6
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——gpi20 [~—gp41
MIGGDMKDIW RNELFKYKVV RVKPFSVAPT PIARPVIGTG THREKRAVGL 30

GMLFLGVLSA AGSTMGAAAT ALTVQTHSVI KGIVQQQDNL LRAIQAQQEL 100
LRESWWGIRQ LRARLLALET L1QNQOLLNL WGCKGRLICY TSVKWNETWR 130
NTTNINQIWG NLTWQEWDQQ IDNVSSTIYE EIQKAQVQQE QNEKKLLELD 200

EWASLWNWLD [TKWLRNIRQ GYQPLSLQIP TRQQSEAETP GRTGE 245

FIG.7

r—CKS
MSFVVI[PAR YASTRLPGKP LVDINGKPM] VHVLERARES GAER]IVATD 50

HEDVARAVEA AGGEVCMTRA DHQSGTERLA EVVEKCAFSD DTVIVNVQGD 100
EPMIPATIIR QVADNLAQRQ VGMTTLAVPI HNAEEAFNPN AVKVVLDAEG 150
YALYFSRATI PWDRDRFAEG LETVGONFLR HLGIYGYRAG FIRRYVNWQP 200

SPLEHIEMLE QLRVLWYGEK THVAVAQEVP GTGVDTPEDL DPSTNSIGGD 250

MKDIWRNELF KYKVVRVKPF SVAPTPIARP VIGTGTHREK RKQEE&&LFL 300
GVLSAAGSTM GAAATALTVQ THSVIKGIVQ QOQDNLLRAIQ AQQELLRLSV 330
WGIROLRARL LALETLIQNQ QULNLWGCKG RLICYTSVKW NETWRNTTNI 400
NQIWGNLTWQ EWDQQIDNVS STIYEEIQKA QVQQEQNEKK LLELDEWASL 450

WNWLDITKWL RNTRQGYQPL SLQIPTRQQS EAETPGRTGE 430

FIG.8
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—gp120 —gp41
MIGGDMKD IW RNELFKYKVV RVKPFSVAPT PIARPVIGTG THREKRAVGL 50

GMLFLGVLSA AGSTMGAAAT ALTVQTHSVI KGIVGQQDNL LRAIGAQQEL 100
LRLSVWGIRQ LRKRLLALET LIQNQQLLNL WGCKGRLICY TSVKWNETWR 150
NTTNINQIWG NLTWQEWDQQ IDNVSSTIYE EIQKAQVQOE ONEKKLLELD 200
EWASLWNWLD [TKWLRNIRQ GYQPLSLQIP TRQQSEAETP GRTGEGGGDE 230
GRPRLIPSPQ GFLPLLYTDL RTIILWSYHL LSNLISGTQT VISHLRLGLW 300

[LGQKTIDAC RICAAVIHYW LQELQKSATS LIDTFAVAVA NWTDDIILGI 350
QRLGRGILNI PRRVRQGFER SLL 513

FIG.9
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rﬁ~CKS
MSFVVIIPAR YASTRLPGKP LVDINGKPMI VHVLERARES GAERIIVATD 50

HEDVARAVEA AGGEVCMTRA DHQSGTERLA EVVEKCAFSD DTVIVNVQGD 100
EPMIPATIIR QVADNLAQRQ VGMTTLAVPI HNAEEAFNPN AVKVVLDAEG 150
YALYFSRATI PWDRDRFAEG LETVGDNFLR HLGIYGYRAG FIRRYVNWQP 200

gp120
SPLEHIEMLE QLRVLWYGEK IHVAVAQEVP GTGVDTPEDL DPSTNSW&GD 250

MKDIWRNELF KYKVVRVKPF SVAPTPIARP VIGTGTHREK Rgggfé&LFL 300
GVLSAAGSTM GAAATALTVQ THSVIKGIVQ QODNLLRAIQ AQQELLRLSY 350
WGIRQLRARL LALETLIQNQ QLLNLWGCKG RLICYTSVKW NETWRNTTNI 440
NQIWGNLTWQ EWDQQIDNVS STIYEE IQKA QVOQEQNEKK LLELDEWASL 450
WNWLD ] TKWL RNIRQGYQPL SLQIPTRQGS EAETPGRTGE GGGDEGRPRL 500
[PSPQGF LPL LfTDLRTIlL WSYHLLSNLT SGTQTVISHL RLGLWILGQK 550
[ IDACRICAA VIHYWLQELQ KSATSLIDTF AVAVANWTDD 11LGIQRLGR 600

GILNIPRRVR QGFERSLL 618

FG.10
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CKS
rJS-FVVHPAR YASTRLPGKP LVDINGKPMI VHVLERARES CAERIIVATD 30

HEDVARAVEA AGGEVCMTRA DHQSGTERLA EVVEKCAFSD DTVIVNVQGD 100
EPMIPATIIR QVADNLAQRQ VCMTTLAVPI HNAEEAFNPN AVKVVLDAEG 150
YALYFSRATI PWDRDRFAEG LETVGDNFLR HLGIYGYRSG F IRRYVNWQP 200
SPLEHIEMLE QLRVLWYGEK IHVAVAQEVP GTGVDTPEDL DPSTNS Ggpggg
LTCNSTVTST [ANIDSDGNQ TNITFSAEVA ELYRLELGDY KLIEVTPIGF 300
APTKEKRYSgpigVRNKRCVF VLGFLGFLAT AGSAMGAASL TLSAQSRTLL 350
AGIVQQQQQL LDVVKROQEM LRLTVWGTKN LQARVTAIEK YLKDQAQLNS 400
WGCAFRQVCH TTVPWYNDSL TPDWNNMTWQ EWEKRVHYLE ANISQSLEQA 450

QIQQEKNMYE LQKLNS 466

FIG. 1T
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CKS |
MSEVVIIPAR YASTRLPGKP LVDINGKPMI VHVLERARES GAERIIVATD 50

HEDVARAVEA AGGEVCMTRA DHQSGTERLA EVVEKCAFSD DTVIVNVQGD 100
EPMIPATIIR QVADNLAQRQ VGMATLAVPI HNAEEAFNPN AVKVVLDAEG 1350
YALYFSRATT PWDRDRFAEG LETVGDNFLR HLGIYGYRAG FIRRYVNWQP 200
SPLEHIEMLE QLRVLWYGEK [HVAVAQEVP GTGVDTPEDP STALMKIPGD 250
igéggésgDNW RSELYKYKVV KIEPLGVAPT KAKRRVVQRE KRK&S?&ALF 300
LGFLGAAGST MGAASMTLTYV QARQLLSGIV QQONNLLRAT EAQQHLLQLT 350
VWG TKQLQAR [LAVERYLKD QQLLGIWGCS GKLICTTAVP WNASWSNKSL 400
EQIWNNMTWM EWDRE INNYT SLIHSLIEES QNQQEKNEQE LLELDKWYNR 450
VRQGYSPLSF QTHLPIPRGP DRPEGIEEEG GERDRDRSIR LVNGSLALIW 500
DDLRSLCLFS YHRLROLLLI VTRIVELLGR RGWEALKYWW NLLOYWSOEL 530

KNSAVSLLNA TAIAVAEGTD RVIEVVQGAY RAIRHIPRRI RQGLERILL 599

F1G.12
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CKS ‘
[&;FVVIIPAR YASTRLPGKP LVDINGKPMI VHVLERARES GAERIIVATD 50

HEDVARAVEA AGGEVCMTRA DHQSGTERLA EVVEKCAFSD DTVIVNVQGD 100
EPMIPATIIR QVADNLAQRQ VGMATLAVPI HNAEEAFNPN AVKVVLDAEG 150
YALYFSRAT] PWDRDRFAEG LETVGDNFLR HLGIYGYRAG F IRRYVNWGR 200

SPLEHIEMLE QLRVLWYGEK 1HVAVAQEVP GTGVDTPEDP STALMKIPGD 250

—ap120 (HXB2R) —gp41 (HXBZR)
PGGGOMRONW RSELYKYKVV KIEPLGVAPT KAKRRVVQRE KRAVGIGALF 300

LGFLGAAGST MGAASMTLTV QARQLLSGIV QQONNLLRAT EAQQHLLQLT 330
VWG IKQLQAR TLAVERYLKD QQLLGIWGCS CKLICTTAVP WNASWSNKSL 400

EQIWNNMTWM EWDREINNYT SLIHSLIEES QNQQEKNEQE LLELDKWVYNR 450

—gp120 (HAM112)
VRQGYSPLSF QTHLPIPRGP DRPEGIEEEG GERDRDRSIR LVIGGDMKDI 500

gp41 (HAM112)
WRNELFKYKV VRVKPFSVAP TPIARPVIGT GTHREKRAVG LGMLFLGVLS 550
AAGSTMGAAA TALTVQTHSY [KGIVQOODN LLRAIQAQQE LLRLSVWGIR 600
QLRARLLALE TLIQNQOLLN LWGCKGRLIC YTSVKWNETW RNTTNINQIW 650
GNLTWQEWDQ QIDNVSSTIY EE [QKAQVQQ EQNEKKLLEL DEWASLWNWL 700

DITKWLRNIR QGYQPLSLQI PTRQQSEAET PGRTGE 736

FIG.13
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r—CKS
MSFVVI1PAR YASTRLPGKP LVDINGKPM] VHVLERARES GAERIIVATD 50

HEDVARAVEA AGGEVCMTRA DHQSGTERLA EVVEKCAFSD DTVIVNVQGD 100
EPMIPATIIR QVADNLAQRQ VGMATLAVPT HNAEEAFNPN AVKVVLDAEG 130
YALYFSRATI PWORDRFAEG LETVGONFLR HLGIYGYRAC FIRRYVNWQP 200
SPLEHTEMLE QLRVLWYGEK IHVAVAQEVP GTGVDTPEDP STALMKIPGD 250
—gp120 (HXB2R) —gp41 (HXB2R)
PGGGOMRDNW RSELYKYKVV KIEPLGVAPT KAKRRYVQRE KRAVGIGALF 300
LGFLGAAGST MGAASMTLTV QARQLLSGIV QQONNLLRA1 EAQQHLLQLT 350
VWG [KQLOAR ILAVERYLKD QQLLGIWGCS GKLICTTAVP WNASWSNKSL 400
EQIWNNMTWM EWDRE INNYT SLIHSLIEES ONQQEKNEQE LLELDKWVNR 450

—qp120 (HAM112)
VRQGYSPLSF QTHLPIPRGP DRPEGIEEEG GERDRDRSIR LVIGGDMKDI 500

—qp41 (HAMI12)
WRNELFKYKYV VRVKPFSVAP TPTARPVIGT GTHREKRAVG LGMLFLGVLS 550
AAGSTMGAAA TALTVQTHSY [KGIVQQQDN LLRAIQAQQE LLRLSWWGIR 600
QLRARLLALE TLIQNQQLLN LWGCKGRLIC YTSVKWNETW RNTTNINQIW 650

GNLTWOEWDQ QIDNVSSTIY EE[QKAQVQQ EQNEKKLLEL DEWASLWNWL 700
DITKWL | 706

FIG.14
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99120 (HANT12) | P41 (HANT12)
MIGGOMKDIW RNELFKYKVV RVKPFSVAPT PIARPVIGTG THREKRAVGL 50

GMLFLGVLSA AGSTMGAAAT ALTVQTHSVI KGIVQQQDNL LRAIQAQQEL 100
LRUSVWGIRQ LRARLLALET LTQNQQLLNL WGCKGRLICY TSVKWNETWR 150
NTTNINQIWG NLTWQEWDQQ IDNVSSTIYE E1QKAQVQQE QNEKKLLELD 200

—gp120 (HXB2R)
EWASLWNWLD TTKWLRNIRQ GYQPLSLQIP TRQQSEAETP GRTGEGPGGG 250

~gp41 (HXB2R)
DMRDNWRSEL YKYKVVKIEP LGVAPTKAKR RVVQREKRAV GICALFLGFL 300
CAAGSTMGAA SMTLTVQARQ LLSGIVQQON NLLRAIEAQQ HLLQLTWWG! 350
KQLOARILAV ERYLKDQQLL GIWGCSGKL] CTTAVPWNAS WSNKSLEQIW 400
NNMTWMEWDR ETNNYTSLIH SLIEESQNQQ EKNEQELLEL DKWVNRVRQG 430

YSPLSFQTHL PIPRGPDRPE GIEEEGGERD RORSIRLV 488

FIG.13
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CKS
ﬁ&SFVVIIPAR YASTRLPGKP LVDINGKPMI VHVLERARES GAERIIVATD 50

HEDVARAVEA AGGEVCMTRA DHQSGTERLA EVVEKCAFSD DTVIVNVQGD 100
EPMIPATIIR QVADNLAQRQ VGMTTLAVPI HNAEEAFNPN AVKVVLDAEG 150

YALYFSRAT[ PWDRDRFAEG LETVGDNFLR HLGIYGYRAG FIRRYVNWQP 200

r—gp120 (HAM112)
SPLEHIEMLE QLRVLWYGEK IHVAVAQEVP GTGVDTPEDL DPSTNSIGGD 250

—gp41 (HAM112)
MKDIWRNELF KYKVVRVKPF SVAPTPIARP VIGTGTHREK RAVGLGMLFL 300

GVLSAAGSTM GAAATALTVQ THSVIKGIVQ QQDNLLRAIQ AQQELLRLSV 350
WG IRQURARL LALETLIQNQ QULLNLWGCKG RLICYTSVKW NETWRNTTNI 400

NQTWGNLTWQ EWDQQIDNVS STIYEE[QKA QVQQEQNEKK LLELDEWASL 450

linker~IDR (HAM112)
WNWLD I TKWL RNIRQGYQPL SLQIPTRQQS EAETPGRTGE GGGSRLLALE 500

TLIONQQLLN LWGCKGRLIC YTSVKW 526

FIG.16

—ap120 (HAM112) —qp41 (HAM112)
MIGGDMKDIW RNELFKYKVV RVKPFSVAPT PIARPYIGTG THREKRAVGL 50

CMLFLGVLSA AGSTMGAAAT ALTVQTHSVI XGIVQQQDNL LRATQAQQEL 100
LRLSWWGIRQ LRARLLALET LIQNQQLLNL WGCKGRLICY TSVKWNETWR 150
NTTNINQIWG NLTWQEWDQQ IDNVSSTIYE ETQKAQVQQE QNEKKLLELD 260

~ linker—IDR (HAM112)
EWASLWNWLD | TKWLRNIRQ GYQPLSLQIP TRQQSEAETP GRIGEGGGSR 250

LLALETLIQN QOLLNLWGCK CGRLICYTSVK W 281

FIG.17
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