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

La presente invencion proporciona una composicion inmunogénica o de vacuna que comprende un polinucleétido
que codifica un antigeno Env del VIH-1 del Clado A, en el que el antigeno Env tiene la secuencia de aminoacidos
ilustrada en la Figura 17 y esta codificado por la secuencia de nucledtidos ilustrada en la Figura 17. Ademas, la
presente invencion se refiere a esta composicion inmunogénica o de vacuna para usar en un procedimiento para
generar una respuesta inmunitaria contra el VIH-1.

La presente divulgacion se refiere a secuencias consenso de nucleétidos y proteinas para antigenos del VIH-1 del
Clado Ay a secuencias de nucledtidos y proteinas para antigenos del clado A de aislados de campo circulantes del
VIH-1 donde las secuencias de los antigenos estan estrechamente relacionadas con esas secuencias consenso.
Por ejemplo, la presente divulgacion se refiere a transgenes del VIH-1 del clado A que derivan de dichas
secuencias, y que codifican Env del VIH-1 del clado A. La solicitud también se refiere a vectores que contienen
dichos transgenes, que incluyen en una realizacion preferida, vectores de adenovirus que contienen dichos
transgenes. La divulgacion también se refiere a composiciones inmunogénicas que contienen antigenos del VIH-1
del clado A, secuencias de nucledtidos, vectores o transgenes y a procedimientos para generar una respuesta
inmunitaria contra el VIH-1 en un sujeto mediante la administracion de una cantidad eficaz de dichas
composiciones inmunogénicas.

Antecedentes de la invencion

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

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

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

La infeccion por el VIH se inicia con gp120 en la particula viral que se une a CD4 y moléculas del receptor de
quimiocinas (por ejemplo, CXCR4, CCRS5) en la membrana celular de las células diana tales como los linfocitos T
de CD4+, macréfagos y células dendriticas. El virus unido se fusiona con la célula diana y realiza la transcripcion
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inversa del genoma de ARN. EI ADN viral resultante, se integra en el genoma celular, donde dirige la produccion de
un nuevo ARN viral y consecuentemente de proteinas virales y nuevos viriones. Esos viriones brotan de la
membrana de la célula infectada y establecen infecciones productivas en otras células. Este proceso también mata
a la célula infectada originalmente. El VIH también puede matar a las células indirectamente porque el receptor
CD4 de los linfocitos T no infectados tiene una fuerte afinidad por gp120 expresada en la superficie de las células
infectadas. En este caso, las células no infectadas se unen, a través de la interaccion receptor CD4-gp120, a las
células infectadas y se fusionan para formar un sincicio, que no puede sobrevivir. La destruccion de linfocitos T de
CD4+, que son esenciales para la defensa inmunitaria, es una de las principales causas de la disfuncion
inmunitaria progresiva que es el sello caracteristico del avance de la enfermedad del SIDA. La pérdida de linfocitos
T de CD4+ perjudica seriamente la capacidad del organismo para luchar contra la mayor parte de los invasores,
pero tiene un impacto especialmente grave en las defensas contra virus, hongos, parasitos y algunas bacterias,
incluidas las micobacterias.

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

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

El documento WO 2005/028625 A2 desvela, por lo general, un acido nucleico que comprende una secuencia
nucledtida consenso que codifica Env del VIH-1 del Clado A y su uso en forma de vacuna en un procedimiento
para generar una respuesta inmunitaria frente al VIH-1.

Sumario de la invencién

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

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

En un primer aspecto, la presente invencion esta dirigida a una composicion inmunogénica o de vacuna que
comprende un polinucledtido que codifica un antigeno Env del VIH-1 del Clado A, en el que el antigeno Env tiene la
secuencia de aminoacidos ilustrada en la Figura 17 y esta codificado por la secuencia de nucleétidos ilustrada en
la Figura 17. En otro aspecto, la presente invencion se refiere a esta composicion inmunogénica o de vacuna para
usar en un procedimiento para generar una respuesta inmunitaria contra el VIH-1

La solicitud esta dirigida a una secuencia consenso de aminoacidos para un antigeno del VIH-1 del clado A. Se
refiere a secuencias consenso de aminoacidos para los antigenos para los antigenos Gag, Pol (compuesto por RT
e Int), Nef y Env del VIH-1 del clado A. También se refiere a la secuencia consenso de aminoacidos de Gag de la
FIG. 1, la secuencia consenso de aminoacidos de Pol de la FIG. 3, la secuencia consenso de aminoacidos de Env
de la FIG. 5 y/o la secuencia consenso de aminoacidos de Nef de la FIG. 7.

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

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

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

Ademas, la solicitud se refiere a un procedimiento para mejorar la estabilidad genética del transgén del VIH-1 del
clado A para tecnologias de insercion en vectores virales. EI componente PR (proteasa) se elimina de Gag-Pol de
longitud completa-Nef (Pol de longitud completa contiene PR, e Int y RT) para que queden sdlo las porciones Int'y
RT de Pol. Esto tiene la ventaja de mayor estabilidad genética y mejores propiedades de clonacion y rescate del
virus, particularmente usando Ad35 y/o Ad11. La eliminacién de PR de esta forma es un enfoque minimalista
puesto que se elimina sélo la subunidad funcional mas pequefia de POL, conservando las subunidades funcionales
mas grandes IN y RT. La solicitud también se refiere a los antigenos del VIH-1 del clado A seleccionados y
producidos usando estos procedimientos.

Por ejemplo, el antigeno es un antigeno Gag de una de las cepas indicadas en la tabla 1 y la figura 2.
Preferentemente el antigeno Gag se selecciona de una cepa en la cual la "distancia de proteinas" respecto a la
secuencia consenso de Gag es menor del 0,07%, o mas preferentemente menor del 0,06%, o ain mas
preferentemente menor del 0,05%. En una realizacién preferida el antigeno Gag es de la cepa TZA173, la cepa
97TZ02, la cepa KNH1144 o la cepa SE7535UG del VIH-1 del clado A.

Otro antigeno es un antigeno Pol de una de las cepas indicadas en la tabla 2 y la figura 4. Preferentemente el
antigeno Pol se selecciona de una cepa en la cual la "distancia de proteinas" respecto a la secuencia consenso de
Pol es menor del 0,03%, o mas preferentemente menor del 0,025%. En una realizacién preferida el antigeno Pol es
de la cepa MSA4070, la cepa SE7245S0 o la cepa SE8538 del VIH-1 del clado A.

Otro antigeno es un antigeno Env de una de las cepas indicadas en la tabla 3 y la figura 6. Preferentemente el
antigeno Env se selecciona de una cepa en la cual la "distancia de proteinas" de la secuencia consenso de Gag es
menor del 0,1, o mas preferentemente menor del 0,08%, o ain mas preferentemente menor del 0,07% o todavia
mas preferentemente menor del 0,065%. En una realizacion preferida el antigeno Env es de la cepa KEQ23, la
cepa TZA341 o la cepa KNH1088 del VIH-1 del clado A.
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De forma adicional, el antigeno es un antigeno Nef de una de las cepas indicadas en la tabla 4 y la figura 8.
Preferentemente el antigeno Nef se selecciona de una cepa en la cual la "distancia de proteinas" respecto a la
secuencia consenso de Gag es menor del 0,1%, o mas preferentemente menor del 0,08% o mas preferentemente
menor del 0,07%, o mas preferentemente menor de 0,06, o ain mas preferentemente, menor del 0,05%. En una
realizacion preferida el antigeno Nef es de la cepa MSA4070, o la cepa KNH1211, o la cepa 97TZ03, o la cepa
99UGAO070, o la cepa SE8891 UG del VIH-1 del clado A.

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

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

Dentro de la divulgacion, una sola secuencia de nucleétidos codifica una proteina de fusion que comprende los
antigenos Gag, RT (parte de Pol) y Nef. Como se usa en la presente memoria descriptiva, las abreviaturas "GRN"
y "GRIN" se usan indistintamente para referirse a las proteinas de fusion del VIH-1 del clado A que comprenden La
secuencia de nucleétidos que codifica a GRN se inserta en un vector adecuado para permitir la expresion de la
proteina de fusion GRN. El vector es un vector de adenovirus seleccionado del grupo que esta constituido por Ad5,
Ad35, Ad11, C6 y C7.

Ademas, dentro de la divulgacion se encuentra una sola secuencia de nucleétidos que codifica una proteina de
fusion que comprende los antigenos Gag, Pol (que incluye RT e INT) y Nef. Como se usa en la presente memoria
descriptiva, las abreviaturas "GRIN" y "GRtIN" se usan indistintamente para referirse a las proteinas de fusion del
VIH-1 del clado A que comprenden los antigenos Gag, Pol y Nef y para referirse a las secuencias de nucledtidos
que codifican esas proteinas de fusion. GRIN tiene la secuencia de aminoacidos que se ilustra en las figuras 16A -
16J y esta codificada por la secuencia de nucleétidos que se ilustra en las figuras 16A - 16J. La secuencia de
nucledtidos que codifica a GRIN se inserta en un vector adecuado para permitir la expresién de la proteina de
fusion GRIN. El vector es un vector de adenovirus, por ejemplo, un vector de adenovirus seleccionado del grupo
que esta constituido por Ad5, Ad35, Ad11, C6 y C7.

Dentro de la divulgacion, una sola secuencia de nucleétidos de la invencion codifica un antigeno Env del VIH-1 del
clado A de acuerdo con la divulgacion. El antigeno Env tiene la secuencia de aminoacidos que se ilustra en las
Figuras 17A - 17D y es codificado por la secuencia de nucleétidos que se ilustra en las Figuras 17A - 17D. La
secuencia de nucledtidos que codifica a Env se inserta en un vector adecuado para permitir la expresion de la
proteina. Preferentemente el vector es un vector de adenovirus, mas preferentemente un vector de adenovirus
seleccionado del grupo que esta constituido por Ad5, Ad35, Ad11, C6 y C7.

La divulgacién proporciona procedimientos para generar una respuesta inmunitaria contra antigenos del VIH-1 del
clado A que comprenden administrar a un sujeto una secuencia de nucleétidos o un antigeno de acuerdo con la
solicitud. El procedimiento para generar una respuesta inmunitaria contra el VIH-1 del clado A comprende
administrar una secuencia de nucleétidos que codifica a GRIN o a GRN donde la secuencia de nucleétidos esta
contenida en un vector de adenovirus seleccionado del grupo que esta constituido por Ad5, Ad35, Ad11, C6 y C7.
Los vectores que comprenden a GRIN o GRN se administran conjuntamente con un vector que comprende una
secuencia de nucledtidos que codifica un antigeno Env.

Ademas, la presente divulgacion proporciona composiciones inmunogénicas o composiciones de vacuna que
comprenden las secuencias de nucledtidos de la divulgacion.

La presente invencion proporciona una composicion inmunogénica o de vacuna que comprende un polinucleétido
que codifica un antigeno Env del VIH-1 del clado A como se define en la reivindicacion 1, asi como la composicion
inmunogénica o de vacuna de la reivindicacion 1 para usar en un procedimiento para generar una respuesta
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inmunitaria contra el VIH-1.

Cabe sefialar que en esta divulgacion y particularmente en las reivindicaciones o los parrafos, términos tal como

"comprende”, "comprendido”, "que comprende" y analogos pueden tener el significado que se les atribuye en la ley

de patentes de los Estados Unidos; por ejemplo, pueden significar "incluye", "incluido", "que incluye" y analogos; y
que términos como "que esta esencialmente constituido por" y "esta constituido esencialmente por" tienen el
significado que se les atribuye en la ley de patentes de los Estados Unidos, por ejemplo, dejan un margen para
elementos no explicitamente enumerados, pero excluye elementos que se encuentran en la técnica anterior o que
afectan una caracteristica basica o nueva de la invencion.

Estas y otras realizaciones se desvelan o son obvias a partir de, y abarcadas por, la descripciéon detallada
siguiente.

Breve descripcion de los dibujos

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

Las figuras 14A - 14 C proporcionan una secuencia de GRIN como la insertada en el vector Ad35.
Las figuras 15A - 15B proporcionan una secuencia de Env como la insertada en el vector Ad35.

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

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

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

La figura 19 ilustra graficamente la inmunogenia de C7-GRIN y C7-GRN en ratones, medida por el ensayo de IFN-
gamma ELIspot.
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La figura 20 ilustra graficamente la inmunogenia de C7-GRIN y C7-GRN en ratones, medida por el ensayo de IL-2
ELlspot.

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

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

La figura 23A ilustra la inmunogenia por IFN-y ELISpot de Ad35-GRIN/ENV a la dosis de 10" vp después de un
programa de vacunacion del mes 0 al 6 en rhesus macaques. Definicion de respuesta positiva: para una mezcla de
un solo péptido de una sola muestra: respuesta = (media del recuento de péptido - media del recuento de no
péptido). Para ser positiva, una respuesta de un sélo péptido debe ser: 1. Media del recuento de péptido >4x media
del recuento de no péptido de la misma placa; 2. Coeficiente de variacion entre recuentos repetidos <70% &3.
Respuesta > 55 SFC/106. La media geométrica de las respuestas para células formadoras de manchas (SFC) por
millon de PBMC para cada componente antigénico (Gag, RT, IN y ENV) aparece en el eje Y y los tiempos de
sangrado en semanas en el eje X.

La figura 23B ilustra la inmunogenia por IFN-y ELISpot de Ad35-GRIN/ENV a la dosis de 10" vp después de un
programa de vacunacion del mes 0 al 6 en rhesus macaques. Definicion de respuesta positiva: para una mezcla de
un solo péptido de una sola muestra: respuesta = (media del recuento de péptido - media del recuento de no
péptido). Para ser positiva, una respuesta de un soélo péptido debe ser: 1. Media del recuento de péptido > 4x
media del recuento de no péptido de la misma placa; 2. Coeficiente de variacién entre recuentos repetidos <70% 3.
Respuesta > 55 SFC/106. La media geométrica de las respuestas para células formadoras de manchas (SFC) por
millén de PBMC para cada componente antigénico (Gag, RT, IN y ENV) aparece en el eje Y y los tiempos de
sangrado en semanas en el eje X.

Descripcion detallada de la invencion

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

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

La presente invencion proporciona una composicion inmunogénica o de vacuna que comprende un polinucleétido
que codifica un antigeno Env del VIH-1 del clado A, en el que el antigeno Env tiene la secuencia de aminoacidos
ilustrada en la figura 17 y esta codificado por la secuencia de nucleétidos ilustrada en la figura 17. Ademas, la
presente invencion se refiere a esta composicion inmunogénica o de vacuna para usar en un procedimiento para
generar una respuesta inmunitaria contra el VIH-1.

Los términos "proteina", "péptido", "polipéptido” y "secuencia de aminoacidos" se usan indistintamente en la
presente memoria descriptiva para referirse a polimeros de residuos de aminoacidos de cualquier longitud. El
polimero puede ser lineal o ramificado, puede comprender aminoacidos modificados o analogos de aminoacidos, y
puede estar interrumpido por restos quimicos funcionales distintos de los aminoacidos. Los términos también
abarcan un polimero de aminoacidos que ha sido modificado de forma natural o por intervencion; por ejemplo por
formacion de enlace disulfuro, glucosilacion, lipidacion, acetilacion, fosforilacion, o cualquier otra manipulacion o
modificacion, como la conjugacion con un componente de marcado o bioactivo.
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Como se usa en la presente memoria descriptiva, los términos "antigeno" o "inmundgeno" se usan indistintamente
para referirse a una sustancia, normalmente una proteina, que es capaz de inducir una respuesta inmunitaria en un
sujeto. El término también se refiere a las proteinas que son inmunolégicamente activas en el sentido de que una
vez administradas a un sujeto (ya sea directamente o mediante la administraciéon al sujeto de una secuencia de
nucledtidos o un vector que codifiquen la proteina) es capaz de provocar una respuesta inmunitaria de tipo humoral
y/o celular dirigida contra esa proteina.

Se debe entender que las proteinas y los antigenos de la divulgacion pueden diferir de las secuencias exactas
ilustradas y descritas en la presente memoria descriptiva. Por consiguiente, la divulgacién contempla deleciones,
adiciones y sustituciones a las secuencias mostradas, en tanto que las secuencias funcionen de conformidad con
los procedimientos de la divulgacion. En este respecto, las sustituciones particularmente preferidas seran
generalmente de naturaleza conservadora, es decir, aquellas sustituciones que tienen lugar dentro de una familia
de aminoacidos. Por ejemplo, los aminoacidos se dividen generalmente en cuatro familias: (1) acidos — aspartato
y glutamato; (2) basicos — lisina, arginina, histidina; (3) no polares — alanina, valina, leucina, isoleucina, prolina,
fenilalanina, metionina, triptéfano; y (4) sin carga polar — glicina, asparragina, glutamina, cistina, serina, treonina,
tirosina. Fenilalanina, triptdfano y tirosina a veces se clasifican como aminoacidos aromaticos. Es razonablemente
previsible que un reemplazo aislado de leucina, con isoleucina o valina, o viceversa; un aspartato con un glutamato
0 viceversa; una treonina con una serina o viceversa; o un reemplazo conservador similar de un aminoacido con un
aminoacido estructuralmente relacionado, no tendra un efecto importante en la actividad bioldgica. Las proteinas
que tienen sustancialmente la misma secuencia de aminoacidos que las secuencias ilustradas y descritas pero
poseen sustituciones de aminoacidos menores que no afectan sustancialmente la inmunogenia de la proteina
estan comprendidas, por consiguiente, dentro el alcance de la divulgacion.

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

La presente divulgacion también se refiere a procedimientos para identificar antigenos de cepas del VIH-1 del
clado A de origen natural que tienen una secuencia de aminoacidos con una "distancia de proteinas" pequefa
respecto a la secuencia consenso de aminoacidos de ese antigeno. La “distancia de proteinas” es una medida del
nivel de similitud o diferencia entre dos secuencias de aminoacidos. Dos secuencias de aminoacidos que son muy
similares tienen una distancia de proteinas baja. Dos secuencias de aminoacidos que son muy diferentes tienen
una distancia de proteinas alta. Las distancias de proteinas se calculan preferentemente usando la matriz de
sustitucion de DayhoffPAM250 (M.O. Dayhoff, ed., 1978, Atlas of Protein Sequence and Structure, Vol. 5) que
pondera las sustituciones segun el grado de similitud bioquimica. Sin embargo, también se pueden usar otros
procedimientos para determinar la distancia de proteinas.

Como se usa en la presente memoria descriptiva, los términos "secuencias de nucledtidos" y "secuencias de acido
nucleico" se refieren a acido desoxirribonucleico (ADN) o secuencias de acido ribonucleico (ARN), incluyendo, pero
no exclusivamente, ARN mensajero (ARNm), hibridos de ADN/ARN o acidos nucleicos sintéticos. El acido nucleico
puede ser de una sola cadena, o parcial o completamente de doble cadena (duplex). Los acidos nucleicos duplex
puedes ser homoduplex o heteroduplex.

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

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

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

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

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

La identidad de secuencia u homologia se determina comparando las secuencias cuando se alinean de tal forma
que se maximiza la superposicion y la identidad minimizando al mismo tiempo los huecos de la secuencia. En
particular, la identidad de secuencia se puede determinar usando cualquiera de una serie de algoritmos
matematicos. Un ejemplo no limitante de un algoritmo matematico usado para comparar dos secuencias, es el
algoritmo de Karlin & Altschul, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 1993; 90: 5873 - 5877.

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

Resulta ventajoso el uso del software WU-BLAST (Washington University BLAST) version 2.0. Los programas
ejecutables WU-BLAST version 2.0 para varias plataformas UNIX se pueden descargar de
ftp://blast.wustl.edu/blast/executables. Este programa se basa en WU-BLAST version 1.4, que a su vez se basa en
el dominio publico NCBI-BLAST version 1.4 (Altschul y Gish, 1996, Local alignment statistics, Doolittle ed.,
Methods in Enzymology 266: 460 - 480; Altschul et al., Journal of Molecular Biology 1990; 215: 403 - 410; Gish y
States, 1993; Nature Genetics 3: 266 - 272; Karlin y Altschul, 1993; Proc. Natl. Acad. Sci. EE.UU 90: 5873 - 5877).

Las diversas secuencias de nucleétidos y transgenes recombinantes de la divulgacion se realizan usando técnicas
de recombinacion de ADN y de clonacion convencionales. Dichas técnicas son bien conocidas por los expertos en
la técnica. Véase por ejemplo, "Molecular Cloning: A Laboratory Manual", segunda edicion (Sambrook et al., 1989).

Las secuencias de nucledtidos de la presente invencion se pueden insertar en "vectores". El término "vector" es
ampliamente usado y entendido por los expertos en la técnica, y, como se usa en la presente memoria descriptiva,
el término "vector" se usa coherentemente con su significado para los expertos en la técnica. Por ejemplo, el
término "vector" es usado comunmente por los expertos en la técnica para referirse a un vehiculo que permite o
facilita la transferencia de moléculas de acido nucleico de un ambiente a otro, o que permite o facilita la
manipulacion de una molécula de acido nucleico.

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

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

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

Normalmente los vectores de la presente divulgacion se deberian elegir de forma tipica de modo que contengan
una region reguladora del gen adecuada, tal como un promotor o un potenciador, para que los transgenes se
puedan expresar.

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

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

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

En realizaciones particularmente preferidas se usan vectores de adenovirus. Se conocen en la técnica muchos
vectores de adenovirus y se puede usar cualquiera de dichos vectores adecuados. En realizaciones preferidas el
vector de adenovirus usado se selecciona del grupo que esta constituido por los vectores Ad5, Ad35, Ad11, C6 y
C7.

Se ha publicado la secuencia del genoma del Adenovirus 5 (“Ad5”). (Chroboczek, J., Bieber, F., y Jacrot, B. (1992)
The Sequence of the Genome of Adenovirus Type 5 and Its Comparison with the Genome of Adenovirus Type 2,
Virology 186, 280 - 285). Los vectores Ad35 se describen en las patentes de los Estados Unidos N° 6.974.695,
6.913.922 y 6.869.794. Los vectores Ad11 se describen en la patente de los Estados Unidos N° 6.913.922. Los
vectores del adenovirus C6 se describen en las patentes de los Estados Unidos N° 6.780.407; 6.537.594;
6.309.647; 6.265.189; 6.156.567; 6.090.393; 5.942.235 y 5.833.975. Los vectores C7 se describen en la patente de
los Estados Unidos N° 6.277.558.

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

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

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

Las secuencias de nucleétidos y los vectores de la divulgacion se pueden administrar a las células, por ejemplo si

11



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

ES 2 528 951 T3

el objetivo es expresar los antigenos del VIH-1 en las células para producir y aislar las proteinas expresadas, tal
como de las células en cultivo. Para expresar los transgenes en las células se puede usar cualquier procedimiento
adecuado de transinfeccion, transformacion o administracion de genes. Dichos procedimientos son bien conocidos
por los expertos en la técnica, y un experto en la técnica podra seleccionar facilmente un procedimiento adecuado
segun la naturaleza de las secuencias de nucleodtidos, los vectores y los tipos de células usados. Por ejemplo, se
podria usar transinfeccion, transformacion, microinyeccion, infeccion, electroporacion, lipofeccion o administracion
mediada por liposomas. La expresion de los antigenos se puede realizar en cualquier tipo adecuado de célula
huésped, como las células bacterianas, las levaduras, las células de insectos y las células de mamiferos. También
se pueden expresar los antigenos del VIH-1 del clado A usando sistemas que incluyen transcripcion y traduccion in
vitro. Todos esos procedimientos son bien conocidos por los expertos en la técnica, y un experto en la técnica
podra seleccionar facilmente un procedimiento adecuado segun la naturaleza de las secuencias de nucleétidos, los
vectores y los tipos de células usados.

Después de la expresion, los antigenos de la divulgacion se pueden aislar y/o purificar o concentrar mediante
cualquier técnica adecuada conocida en la técnica. Por ejemplo, se puede usar cromatografia de intercambio
anionico o cationico, cromatografia en fosfocelulosa, cromatografia de interacciéon hidrofoba, cromatografia por
afinidad, cromatografia de inmunoafinidad, cromatografia de hidroxiapatita, cromatografia de lectina,
cromatografia de tamiz molecular, isoelectroenfoque, electroforesis en gel, o cualquier otro procedimiento
adecuado o combinacién de procedimientos.

Por ejemplo, las secuencias de nucledtidos y/o los antigenos de la divulgacion se administran in vivo, por ejemplo
cuando el objetivo es producir una respuesta inmunogénica en un sujeto. Un "sujeto" en el contexto de la presente
divulgacion puede ser cualquier animal. Por ejemplo, en algunas realizaciones puede ser deseable expresar los
transgenes de la divulgacién en un animal de laboratorio, tal como para las pruebas preclinicas de las
composiciones inmunogénicas del VIH-1 y las vacunas de la divulgacion. En otras realizaciones, sera deseable
expresar los transgenes de la divulgacion en sujetos humanos, tal como en los ensayos clinicos y para el uso
clinico real de las composiciones inmunogénicas y las vacunas de la invencion. De forma preferible, el sujeto es un
ser humano, por ejemplo un ser humano que esta infectado, o corre riesgo de infeccion, con el VIH-1.

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

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

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

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

También se pueden incluir adyuvantes. Los adyuvantes incluyen, pero no exclusivamente, sales minerales (por €j.,
AIK(SO4)2, AINa(SO4)2, AINH(SO4), silice, alum, Al(OH)s, Caz(POs4)2, caolin, o carbdn), polinucledtidos con o sin
complejos inmunoestimulantes (ISCOMSs) (por ej., oligonucleétidos CpG, tal como los descritos en Chuang, T.H. et
al, (2002) J. Leuk. Biol. 71(3): 538 - 44; Ahmad-Nejad, P. et al (2002) Eur. J. Immunol. 32(7): 1958 - 68; acidos poli
IC o poli AU, poliarginina con o sin CpG (también conocida en la técnica como IC31; véase Schellack, C. et al
(2003) Proceedings of the 34th Annual Meeting of the German Society of Immunology; Lingnau, K. et al (2002)
Vaccine 20 (29 - 30): 3498 - 508), JuvaVax™ (patente de los EE.UU. N° 6.693.086), ciertas sustancias naturales
(por ej., cera D de Mycobacterium tuberculosis, sustancias encontradas en Cornyebacterium parvum, Bordetella
pertussis, o componentes del género Brucella), flagelina (Toll-like receptor 5 ligand; véase McSorley, S.J. et al
(2002) J. Immunol. 169(7): 3914 - 9), saponinas tales como QS21, QS17 y QS7 (patentes de los EE.UU. N°
5.057.540; 5.650.398; 6.524.584; 6.645.495), monofosforil lipido A, en particular, 3-de-O-acilado monofosforil
lipido A (3D-MPL), imiquimod (también conocido en la técnica como IQM disponible en el mercado como Aldara®;
patentes de los EE.UU. N° 4.689.338; 5.238.944; Zuber, A.K. et al (2004) 22 (13 - 14): 1791 - 8), y el inhibidor
CCR5 CMPD167 (véase Veazey, R.S. et al (2003) J. Exp. Med. 198: 1551 - 1562).

Comunmente se usa hidréxido o fosfato de aluminio (alumbre) en una solucién del 0,05% al 0,1% en solucion
salina tamponada con fosfato. Otros adyuvantes que se pueden usar, especialmente con las vacunas de ADN, son
la toxina del colera, especialmente CTA1-DD/ISCOM (véase Mowat, A.M. et al (2001) J. Immunol. 167(6): 3398 -
405), polifosfazenos (Allcock, H.R. (1998) App. Organometallic Chem. 12(10-11): 659 - 666; Payne, L.G. et al
(1995) Pharm. Biotechnol. 6: 473 - 93), citoquinas tales como, pero no exclusivamente, IL-2, IL-4, GM-CSF, IL-12,
IL-15 IGF-1, IFN-a, IFN-B e IFN-y (Boyer et al., (2002) J. Liposome Res. 121: 137 - 142; documento
WOO01/095919), proteinas inmunorreguladoras tales como CD40L (ADX40; véase, por ejemplo, el documento
WO03/063899) y el ligando CD1a de linfocitos citoliticos naturales (también conocido como CRONY o a-
galactosilceramida; véase Green, T.D. et al, (2003) J. Virol. 77(3): 2046 - 2055), proteinas de fusion
inmunoestimulantes tales como IL-2 fusionada con el fragmento Fc de las inmunoglobulinas (Barouch et al.,
Science 290: 486 - 492, 2000) y moléculas coestimulantes B7.1 y B7.2 (Boyer), todos los cuales se pueden
administrar como proteinas o en forma de ADN, en los mismos vectores de expresion que los que codifican los
antigenos de la divulgacion o en vectores de expresion independientes.

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

Las dosis adecuadas de los antigenos, acidos nucleicos y vectores de expresion (colectivamente, los
inmundgenos) del VIH-1 del clado A de la divulgacion en la composicion inmunogénica de la invencion, pueden ser
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determinadas facilmente por los expertos en la técnica. Por ejemplo, la dosificacion de los inmundgenos puede
variar dependiendo de la via de administracion y el tamafo del sujeto. Las dosis adecuadas pueden ser
determinadas por los expertos en la técnica, por ejemplo, midiendo la respuesta inmunitaria de un sujeto, tal como
un animal de laboratorio, usando técnicas inmunoldgicas convencionales, y ajustando las dosis segun
corresponda. Dichas técnicas para medir la respuesta inmunitaria del sujeto incluyen, pero no exclusivamente,
ensayos de liberacién de cromo, ensayos de unién al tetramero, ensayos de IFN-y ELISPOT, ensayos de IL-2
ELISPOT, ensayos de citoquinas intracelulares y otros ensayos de deteccién inmunoldégicos, por ejemplo, como los
detallados en el texto "Antibodies: A Laboratory Manual" por Ed Harlow y David Lane.

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

Las composiciones inmunogénicas se pueden administrar usando cualquier procedimiento de administracion
adecuado, incluyendo, pero no exclusivamente, la administracion intramuscular, intravenosa, intradérmica, por la
mucosa Yy topica. Dichas técnicas son bien conocidas por los expertos en la técnica. Ejemplos mas especificos de
procedimientos de administracion son la inyeccion intramuscular, la inyeccion intradérmica y la inyeccion
subcutanea. Sin embargo, la administracion no necesita estar limitada a los procedimientos de inyeccion. Ademas,
la administracion de ADN al tejido animal se logré6 mediante liposomas cationicos (Watanabe et al., (1994) Mol.
Reprod. Dev. 38: 268 - 274; y documento WO 96/20013), inyeccioén directa de ADN desnudo en el tejido muscular
del animal (Robinson et al., (1993) Vaccine 11: 957 - 960; Hoffman et al., (1994) Vaccine 12: 1529 - 1533; Xiang et
al., (1994) Virology 199: 132 - 140; Webster et al., (1994) Vaccine 12: 1495 - 1498; Davis et al., (1994) Vaccine 12:
1503 - 1509; y Davis et al., (1993) Hum. Mol. Gen. 2: 1847 - 1851), o inyeccion intradérmica de ADN usando
tecnologia de "pistola de genes" (Johnston et al., (1994) Meth. Cell Biol. 43: 353 - 365). Alternativamente, las vias
de administracion pueden ser oral, intranasal o cualquier otra via adecuada. La administracion también se puede
llevar a cabo a través de una superficie de mucosa como la mucosa oral, vaginal o anal.

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

Los presentes procedimientos también incluyen una diversidad de pautas de administracion de
sensibilizacion/refuerzo, especialmente pautas de administracién de sensibilizacion con ADN / refuerzo con
adenovirus. En esos procedimientos, una o mas vacunas de sensibilizacién son seguidas por una o mas vacunas
de refuerzo. La composicion inmunogénica real puede ser la misma o diferente en cada vacunacion y el tipo de
composicion inmunogénica (por ejemplo, que contiene proteina o vector de expresion), la via y la formulacion de
los inmundégenos también pueden variar. Por ejemplo, si se usa un vector de expresion para las etapas de
sensibilizacion y refuerzo, puede ser del mismo tipo o de otro tipo (por ejemplo, ADN o vector de expresion
bacteriano o viral). Una pauta de administracion de sensibilizacion/refuerzo util prevé dos vacunas de
sensibilizacion, separadas cuatro semanas, seguidas de dos vacunas de refuerzo 4 y 8 semanas después de la
ultima vacunacion de sensibilizacion. También debe ser facilmente evidente para un experto en la técnica que
existen varias permutaciones y combinaciones que se engloban usando los vectores de expresion de ADN
bacterianos y virales de la divulgacion, para proporcionar las pautas de administracion de sensibilizacion y
refuerzo.

Una realizacién especifica de la invencién proporciona procedimientos para inducir una respuesta inmunitaria
contra el VIH en un sujeto mediante la administracion de una composicion inmunogénica o de vacuna coo se
define en la reivindicacién 1, una o mas veces a un sujeto en el que se expresan los antigenos Env del VIH-1 del
clado A a un nivel suficiente para inducir una respuesta inmunitaria especifica en el sujeto. Dichas vacunas se
pueden repetir varias veces a intervalos de tiempo de al menos 2, 4 o 6 semanas (0 mas) de acuerdo con una
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pauta de administracién de vacunacion deseada.

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

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

Por ejemplo, un procedimiento para inducir una respuesta inmunitaria contra el VIH en un sujeto humano
comprende administrar al menos una dosis sensibilizante de un inmundgeno del VIH y al menos una dosis de
refuerzo de un inmunoégeno del VIH, en el que el inmundgeno de cada dosis puede ser el mismo o diferente,
siempre que al menos uno de los inmundgenos sea un antigeno del VIH-1 del clado A de la divulgacién, un acido
nucleico que codifica un antigeno del VIH-1 del clado A de la divulgacién o un vector de expresion, preferentemente
un vector de adenovirus, que codifica un antigeno del VIH-1 del clado A de la divulgacién, y en el que los
inmundgenos se administran en una cantidad o se expresan a un nivel suficiente para inducir una respuesta
inmunitaria especifica del VIH en el sujeto. La respuesta inmunitaria especifica del VIH puede incluir una respuesta
inmunitaria de linfocitos T especificos del VIH o una respuesta inmunitaria de linfocitos B especificos del VIH.
Dichas vacunaciones se pueden realizar a intervalos, preferentemente de al menos 2 a 6 0 mas semanas.

Los ejemplos no limitantes siguientes se dan con el fin de ilustrar diversas realizaciones de la divulgacion.
Ejemplos

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

Tabla1

respoctol coneonso | Pa1S Afo
A Consensu 0
A _97TZ02_1 0,04081 TZ 1997
A_TZA173_1 0,0425 TZ 2001
A_KNH1144_ 0,04259 KE 2000
A_SE7535UG 0,04303 UG 1994
A_KNH1211_ 0,04463 KE 2000
A_KSM4024_ 0,04684 KE 2000
A_KNH1207_ 0,04701 KE 2000
A_SE6594UG 0,04709 UG 1993
A_92UG037_ 0,05079 UG 1992
A_TZA195_1 0,05127 TZ 2001
A_MSA4079_ 0,05279 KE 2000
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A_TZA341_1 6,05523 TZ 2001
A_MSA4072_ 0,05583 KE 2000
A_MSA4076_ 0,056 KE 2000
A_KNH1199 0,05687 KE 2000
A_MSA407_ 0,05947 KE 2000
A _98UG5713 0,06038 uG 1998
A_KEQ23-17 0,06072 KE 1994
A_KNH1209_ 0,06101 KE 2000
A_NKU3005_ 0,06108 KE 2000
A_SE7253S0O 0,06113 SO 1994
A _98UG5713 0,06119 uG 1998
A_SE8538_ 0,06137 TZ 1995
A_KNH1088_ 0,06262 KE 1999
A_KER2608_ 0,065 KE 2000
A_99UGAQ70 0,06531 uG 1999
A_KER2012- 0,06654 KE 2000
A_KER2009_ 0,0674 KE 2000
A_99UGG033 0,06871 uG 1999
A_KSM4030- 0,07026 KE 2000
A_KSM4021- 0,07145 KE 1999
A _98UG5713 0,07189 uG 1998
A_SE8891UG 0,07197 uG 1995
A_SE8131UG 0,07462 uG 1995
A _97TZ03_1 0,07653 TZ 1997
A_KNH1135_ 0,07687 KE 1999
A _98UG5714 0,0781 uG 1998
A_UGUA455_1 0,08349 uG 1985
A_MSA4069_ 0,08867 KE 2000

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

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

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

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

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

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

Se alinearon las secuencias de las proteinas Pol. No hubo inserciones ni deleciones. Se derivd una secuencia
consenso del 50%. La secuencia consenso de aminoacidos se muestra en la figura 3. En la figura 3 las posiciones
para las cuales no se logré un consenso del 50% estan representadas por una "X. Habia 4 de dichas posiciones en
los 947 residuos de aminodacidos. Para cada una de las 36 secuencias usadas para generar la secuencia
consenso, la "distancia" de esa secuencia respecto a la secuencia consenso se calculé usando la matriz de
sustitucion de Dayhoff PAM250, que pondera las sustituciones segun el grado de similitud bioquimica. Como se
muestra en la tabla 2, la distancia de la secuencia de cada cepa con respecto a la secuencia consenso varié entre
el 1,5% vy el 4,8%.

Tabla 2
respoclo i coneonso | PaIS Afo
A _pol,cons 0

A_MSA4070_ 0,01479 KE 2000
A_SE7253S0O 0,01582 SO 1994
A_SE8538TZ 0,01898 TZ 1995
A_KER2012- 0,02329 KE 2000
A 97T7202_3 0,0235 TZ 1997
A_KEQ23-17 0,02445 KE 1994
A_KNH1211_ 0,02449 KE 2000
A _TZA341_3 0,0246 TZ 2001
A_KSM4024_ 0,02528 KE 2000
A _97TZ03_3 6,02544 TZ 1997
A_KNH1088_ 0,02544 KE 1999
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A_MSA4076_ 6,02564 KE 2000
A_KNH1207_ 6,0265 KE 2000
A_NKU3005_ 0,02661 KE 2000
A_TZA173_3 0,02756 TZ 2001
A_MSA4079_ 0,02762 KE 2000
A_KER2009_ 0,02765 KE 2000
A_TZA195_3 0,02881 TZ 2001
A_KSM4021- 0,02881 KE 1999
A_SE7535UG 0,02883 uG 1994
A_MSA4069_ 0,02886 KE 2000
A_SE6594UG 0,02889 uG 1993
A _98UG5713 0,02975 uG 1998
A_KNH1135_ 0,0299 KE 1999
A_92UG037_ 0,02993 uG 1992
A_KNH1209_ 0,03202 KE 2000
A_99UGG033 0,03291 uG 1999
A_KER2008_ 0,03294 KE 2000
A_KSM4030- 0,0343 KE 2000
A_KNH1199_ 0,03439 KE 2000
A_99UGAQ70 6,03537 uG 1999

A MSA4072 0,03625 KE 2000
A_KNH1144_ 0,03863 KE 2000
A _98UG5713 0,04178 uG 1998
A_UGUA455_3 0,04294 uG 1985
A _98UG5713 0,04808 uG 1998

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

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

Tabla 3

Distancia con

Pais Afo
respecto al consenso
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A,cons 0
A_KEQ23-17 0,06307 KE 1994
A_TZA341_1 0,06413 TZ 2001
A_KNH1088_ 0,06524 KE 1999
A_KNH1209_ 0,0699 KE 2000
A_KHNH1144_ 0,07088 KE 2000
A_99UGA070 0,07365 uG 1999
A_MSA4072_ 0,07516 KE 2000
A_KSM4021- 0,0778 KE 1999
A _97TZ2021_1 0,07825 TZ 1997
A_KNH1199_ 0,07883 KE 2000
A_MSA4079_ 0,07944 KE 2000
A_SE7535UG 0,08375 uG 1994
A_SE8538TZ 0,08432 TZ 1995
A 98UG5713 0,08462 uG 1998
A _97TZ03_1 0,08541 TZ 1997
A_MSA4070_ 0,0874 KE 2000
A_NKU3005_ 0,0884 KE 2000
A_TZA173_12 0,09046 TZ 2001
A_KNH1207_ 0,09106 KE 2000
A_TZA195_1 0,09389 TZ 2001
A_MSA4076_ 0,09517 KE 2000
A_92UG037_ 0,098 uG 1992
A 98UG5714 0,09816 uG 1998
A_SE7253S0O 0,09886 SO 1994
A_KER2012- 0,09984 KE 2000
A 98UG5713 0,10139 uG 1998
A_SE6594UG 0,10195 uG 1993
A_SE8891UG 0,10225 uG 1995
A_UGU455_1 0,10314 uG 1985
A_KER2009 _ 0,10338 KE 2000
A_KNH1211_ 0,11319 KE 2000
A_SE8131UG 0,11321 uG 1995
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A_MSA4069_ 0,11507 KE 2000
A_99UGG033 0,11653 UG 1999
A_KNH1135_ 0,11713 KE 1999
A_KER2008_ 0,12689 KE 2000

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

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

Para cada una de las 36 secuencias usadas para generar la secuencia consenso, la "distancia" de esa secuencia
con respecto a la secuencia consenso se calculé usando la matriz de sustitucion de Dayhoff PAM250, que pondera
las sustituciones segun el grado de similitud bioquimica. Como se muestra en la tabla 3, la distancia de la
secuencia de cada cepa respecto a la secuencia consenso vario entre el 6,3% y el 12,7%.

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

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

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

Tabla 4

A. cons

A MSA4070_ 0,0318

A KNH1211_ 0,04807

A 97TZ03_1 0,0535

A 99UGA070 0,05354

A SE8891UG 0,05383

A KEQ23-17 0,06476

A 98UG5713 0,07043
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A NKU3005 0,0709

A SE7535UG 0,07117

A 98UG5714 0,07613

A SE6594UG 0,07634

A TZA341 1 0,0805

A MSA4069 0,08097

A KNH1199 0,08213

A 97TZ02 1 0,08276

A KSM4030- 0,08704

A KSM4021- 0,08795

A MSA4076 0,08873

A KNH1209 0,0899

A KER2012- 0,09224

A KNH1144 0,09577

A KER2008 0,09703

A MSA4072 0,09892

A 98UG5713 0,09892

A 99UGG033 0,09967

A KNH1088 0,10303

A 92UG037 0,10654

A SE8538TZ 0,10996

A KER2009 0,1102

A MSA4079 0,11083

A KSM4024 0,11126

A SE8131UG 0,11326

A SE7253S0O 0,11453

A KNH1207 0,11549

ATZA173 1 0,13766
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A 98UG5713 0,1399

A UGU455 1 0,15688

A KNH1135 0,16076

A.cons 0

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

Para cada una de las 38 secuencias usadas para generar la secuencia consenso la "distancia" de esa secuencia
respecto a la secuencia consenso se calculé usando la matriz de sustitucion de Dayhoff PAM250, que pondera las
sustituciones segun el grado de similitud bioquimica. Como se muestra en la tabla 4, la distancia de la secuencia
de cada cepa respecto a la secuencia consenso vario entre el 3,2 y el 16,1% con una distancia media del 9,3%.

La figura 8 ilustra en forma grafica la distancia de la secuencia de aminoacidos de cada cepa respecto a la
secuencia consenso de aminoacidos e identifica las cinco cepas que tienen las secuencias mas similares a las
secuencias consenso. Esas cinco cepas fueron MSA4070 y KNH1211, las cuales fueron de donantes andénimos en
Kenia meridional y se obtuvieron en el afio 2000, 97TZ03 de un individuo de bajo riesgo en la region de Mbeya del
suroeste de Tanzania se obtuvo en 1997, y UGA070 y SE8891, ambas eran de individuos en Uganda y se
obtuvieron en 1999 y 1995, respectivamente.

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

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

Tabla 5
Gag Pol Env Mef
97TZ02 MSA4070 KEQ23 MSA4070
TZA1T3 SET24550  TZA34H KNH1211
KNH1144 SEB638 KNH1088  97TZ03
SE7535UG SOUGADTO

SEBBO1UG
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Tabla 6

gag | pol | env | nef | sum

A_97TZ02_1 1 5 9 15 30
A_KEQ23-17 18 B 1 6 31
A_MSA40TO_ 16 1 16 1 34

A_TZA341_1 12 8 2 12 34
A_SET535UG 4 20 12 9 45

A_KNH1211_ 5 7 31 2 45

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

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

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

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

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

Para los transgenes GRIN y GRN, las secuencias de codificacion para cada una de las proteinas Gag, Pol (RT e
Int) o RT, y Nef se unieron en el marco de tal forma que cada uno de los constructos del transgén (es decir de
GRIN o de GRN) codifica una sola proteina de fusion. Se realizaron busquedas Blast para asegurarse de que no se
formaran neoepitopos en las uniones. Aunque no se usa en este ejemplo, se debe sefialar que también es posible
insertar secuencias espaciadoras entre las secuencias de codificacion para los componentes individuales de la
proteina de fusion final para permitir el plegado éptimo del dominio de la proteina, por ejemplo, se puede agregar
una region espaciadora entre Gag y Pol para permitir que los dominios de la proteina se plieguen en una
conformacién mas natural. Asimismo, se agregaron sitios de restriccion Unicos en los extremos 5" y 3' de cada
secuencia con el fin de facilitar la unién de cada secuencia (por ejemplo, la unién del extremo 5" de Nef con el
extremo 3' de Pol, etc.).
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Para usar in vivo se insertaron los transgenes GRIN, GRN y Env en los vectores de adenovirus Ad5, Ad35, Ad11,
C6 o C7. Para facilitar la clonacién se agregaron sitios de restriccion Unicos en esos vectores en los extremos 5" y
3' de los constructos GRIN, GRN o Env. Las figuras 14A - 14 C proporcionan la secuencia de GRIN insertada en el
vector Ad35 y muestran los sitios de restriccion usados para clonar la secuencia de GRIN en el vector Ad35
(subrayados y en negrita). La secuencia también incluye la secuencia promotora CMV cadena arriba de la
secuencia de GRIN. Las figuras 15A - 15B proporcionan la secuencia de Env insertada en el vector Ad35 y
muestran los sitios de restriccion usados para clonar la secuencia de Env en el vector Ad35 (subrayados y en
negrita). La secuencia también incluye la secuencia promotora CMV cadena arriba de la secuencia de Env.

Se usaron técnicas convencionales de clonacion y recombinacion del ADN para generar todos los constructos
anteriores. Dichas técnicas son bien conocidas por los expertos en la técnica. Véase por ejemplo, "Molecular
Cloning: A Laboratory Manual", segunda edicion (Sambrook et al., 1989).

Ejemplo 7: Mutaciones para anular la funciéon normal in vivo de las proteinas del VIH del clado A

La tabla 7 resume las mutaciones modificadas por ingenieria genética en las secuencias de GRIN y GRN para
anular la funcion in vivo de sus productos génicos. Esas mutaciones se realizaron usando técnicas convencionales
de recombinacion del ADN. Dichas técnicas son bien conocidas por los expertos en la técnica.

Disefio Gen Mutacion / justificacion
Mutacion gag Gly2 — Ala : elimina el sitio de miristilacion evitando la formacién de VLP.
Mutacién gag Para evitar el deslizamiento en la secuencia de cambio de marco natural,

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

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

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

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

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

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

Tanto Pr55%° como MA (p17) se miristilan, es decir, forman enlace amida con el acido miristico. Véase Veronese
di Marzo, F., Copeland, T. D., Oroszlan, S., Gallo, R. C. y Sarngadharan, M. G. (1988). J. Virol. 62, 795 - 801.
Véase también la seccion sobre Nef en el ejemplo 7 para una descripcién completa del proceso de miristilacion.
Diferentes aislados del VIH-1 demuestran que el aceptor de miristilo es el residuo de glicina N-terminal (Gly2).
Véase Bryant y Ratner. (1990). Myristoylation-dependent replication and assembly of human immunodeficiency
virus 1. Proc. Nadl. Acad. Sci. EE.UU; 87: 523 - 527.

Bryant y Ratner (1990) demostraron que la sustitucion de Gly2 con Ala eliminé la replicaciéon del virus de un clon
del VIH-1. El Pr55%%9, que carece de la glicina aceptora de miristilo, se acumul6 en células Hela infectadas y no se
procesd en la capside del virion maduro. Se concluyé que la miristilacion de la Gly2 es necesaria para la
asociacion estable de la membrana plasmatica y el ensamblado posterior de los viriones. Otros grupos
demostraron de manera semejante la importancia de la miristilacion de Gly2 en la MA. Véase Gottlinger H G,
Sodroski J G, Haseltine W A. (1989). Role of capsid precursor processing and myristoylation in morphogenesis and
infectivity of human immunodeficiency virus type 1. Proc Natl Acad Sci USA; 86:5781-5785, y Paul Spearman,
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Jaang-Jiun Wang, Nancy Vander Heyden y Lee Ratner. (1994). Identification of Human Immunodeficiency Virus
Type 1 Gag Protein Domains Essential to Membrane Binding and Particle Assembly. J. Virol; 68 (5): 3232 - 3242.

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

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

Los residuos Asp-110, Asp-185 y Asp-186 cataliticamente esenciales se encuentran ubicados en el sitio activo
altamente conservado de la ADN polimerasa. Se cree que esos tres residuos denominados “la triada catalitica” se
unen a cationes divalentes necesarios para la funcion de catalisis. Véase Alfredo Jacobo-Molina et al. (1993).
Crystal structure of human immunodeficiency virus type 1 reverse transcriptase complexed with double-stranded
DNA at 3.0 A resolution shows bent DNA. Proc. Natl. Acad. Sci. USA; 90: 6320 - 6324.

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

El uso de codones para cada uno de GRIN y Env se adapt6é al sesgo de codones de los genes humanos. La
secuencia de nucledtidos y aminoacidos de la secuencia GRIN con codones optimizados se proporciona en las
figuras 16A - 16J. La secuencia de nucleotidos y aminoacidos de la secuencia de Env con codones optimizados se
proporciona en las Figuras 17A - 17 D.

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

Ejemplo 9: Estudio de primates no humanos

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

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

La divulgacion se describe mas detalladamente mediante los parrafos numerados siguientes:

1. Una secuencia consenso de nucleotidos para antigenos del VIH-1 del clado A, donde la secuencia comprende
secuencias de nucledtidos que codifican a Gag, Pol (RT e Int) y Nef ("GRIN) del VIH-1 del clado A, Gag, RT y Nef
("GRN") del VIH-1 del clado A, o Env del VIH-1 del clado A.

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

3. Una secuencia consenso de nucleétidos de acuerdo con el parrafo 1, en la que la proteina codificada Pol tiene la
secuencia de aminoacidos de la figura 3.

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

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

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

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

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

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

1. Una composicion inmunogénica o de vacuna que comprende un polinucleétido que codifica un antigeno Env del
VIH-1 del Clado A, en el que el antigeno Env tiene la secuencia de aminoacidos ilustrada en la Fig. 17 y esta
codificada por la secuencia de nucleoétidos ilustrada en la Fig. 17.

2. Una composicion inmunogénica o de vacuna de acuerdo conn la reivindicacion 1, que comprende ademas
agentes humectantes o emulgentes, agentes de tamponamiento o adyuvantes.

3. Una composicidon inmunogénica o de vacuna de acuerdo con la reivindicacion 1 6 2, que comprende ademas
uno o mas vehiculos y / o excipientes farmacéuticamente aceptables.

4. Una composicion inmunogénica o de vacuna de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3, en la que
dicha composicion es una suspension inyectable, una solucion, un aerosol, un polvo liofilizado, un sirope, un elixir,
0 una emulsioén de aceite-en-agua.

5. Una composiciéon inmunogénica o de vacuna de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1 a 4, en la que
dicha composicion esta disefiada para introducir el polinucleétido que codifica un antigeno Env del VIH-1 del Clado
A a un sitio de accion deseado y liberarlo a una velocidad adecuada y controlable.

6. Una composicién inmunogénica o de vacuna de acuerdo con la reivindicacion 1 a 5, en la que dicha
composicion es adecuada para ser administrada a un sujeto antes de la infeccion por VIH, o evidencia de infeccion
por VIH, o antes de cualquier sintoma debido al SIDA.

7. Una composicion inmunogénica o de vacuna de acuerdo con la reivindicacion 1 a 6, en la que dicha
composicion es adecuada para ser administrada por via intramuscular, intravenosa, intradérmica, mucosal, o
tépica.

8. La composiciéon inmunogénica o de vacuna de la reivindicacion 1 para su uso en un procedimiento para generar
una respuesta inmunitaria contra el VIH-1.

9. La composicion inmunogénica o de vacuna de acuerdo con la reivindicacién 8, en la que dicha composicion es
para ser administrada una o mas veces a un sujeto.
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QIAO¥OVYAIAAOVINONO AT Y T HdAAMIASNADIAAYDIDNM T
TIVIOMMIdTISTIARATINOINLIONO THYLOIA LY I IDVSADO OO UMANHI
AAVNOAVINTHIVOTHAOOMMIN TIININS TAADDSOINAAIDITOOINY MMIVYHIVVSL
ANSONALHAANAAMEOVTITIIAVIIOO LAVAIATVIIADS VAHAVATIANO T THLOATO
AIDdSIAADDHINYIONTOOHAISVAITIVAIdd TNAAS VUM NS HAMTHIID v HAIOAT
FTTAMHINSSA THAADINDOIOMHVAAMS TAANTIDI THINONA TISISHAJOVOIIOTY
AOSAILAINAFSOSAD TV IXIVHIILNON LI AL TSAANOUOUAIAAO VIO TILTINYVOAA
AMIFIVOXTAAYTTOAM TIA TddINAIIMIdIMI VOMATAMM I TM I TIOId TIINALNOMI
ASTAANOAATVIONAONLHY SY YV ANOLY INHAd IO AIO A LMDADO0NOITVI IS
dAAAADHAIMY TIRINT Y TITIVII L LLAIGL TVIVON T TONANIOV AIDSVANTID
ATIOIANALASTIIA IXIAOALMNAdHTIAONM TIddINOHNAdLIIOMS TTHVY T3
HLFHOOIFTASOAATANAO AT TAN IS H4d T TRHLNS SOAIVASOMMOOd TANAD AN
OdIIANNISAILIVIANYISTIATAASIAVADAQ TALAS DN TOVAHAIOTOAIM A0 LN
NTTHEIAA T LSOOIV AId INAANIdO NSO EWI LOIAL TV INIEL TdM 0N
ANIOAWO I TIAIALTIISIdINTLIOIDL TANEOIINAALIDATALOTYVHNOIIETID
AADIANIIODIOOTNHEIANOd TNITTTA LAAVOLATTY TN TOODNAIATIIOM TLIDG
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TTVETTOOE NN AH TV EORIDOIFIAHALAMD VA VIVLLAOX INI VST TTEOM AN TINM
TANTOIMO TYIONISSHO TIIA LYV TLQY THHAS I IS TAAA Y TY TIOSA THISH
@I9DIDHATTINMOIIATOYINIIHIDAS TIS AODYAUNIS TAVIATI TOTIOOATINLAT
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LSNATOSINOAIIFOOINISHLLITTAOOS S )AL LN DO TOX WAKO TIXNAXYE
SANOHVYONIOOIAD LY ANYOOdONIS 3L LNNNA Y LONIXADX TOAIDCVNNLL
NISH-XAXXIVISONTTIOLS AAIYIOHLIDALS ANMNIID LONAIXAXI NI TV IOVAYD
AHIAIdAISANAOVOLTVS INONI THAX S XX NN XXX -——TOAATTHAL IS AAY
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Secuencia ensamblada del inserto de GRIN (DZU36984)

AGTCTTCTGTTTTTACGTAGGTGTCAGCCTAGGTGGTCAATATTGGCCATTAGCC
ATATTATTCATTGGTTATATAGCATAAATCAATATTGGCTATTGGCCATTGCATAC
GTTGTATCCATATCATAATATGTACATTTATATTGGCTCATGTCCAACATTACCGC
CATGTTGACATTGATTATTGACTAGTTATTAATAGTAATCAATTACGGGGTCATTA
GTTCATAGCCCATATATGGAGTTCCGCGTTACATAACTTACGGTAAATGGCCCGC
CTGGCTGACCGCCCAACGACCCCCGCCCATTGACGTCAATAATGACGTATGTTC
CCATAGTAACGCCAATAGGGACTTTCCATTGACGTCAATGGGTGGAGTATTTAC
GGTAAACTGCCCACTTGGCAGTACATCAAGTGTATCATATGCCAAGTACGCCCC
CTATTGACGTCAATGACGGTAAATGGCCCGCCTGGCATTATGCCCAGTACATGA
CCTTATGGGACTTTCCTACTTGGCAGTACATCTACGTATTAGTCATCGCTATTAC
CATGGTGATGCGGTTTTGGCAGTACATCAATGGGCGTGGATAGCGGTTTGACTC
ACGGGGATTTCCAAGTCTCCACCCCATTGACGTCAATGGGAGTTTGTT T TGGCA
CCAAAATCAACGGGACTTTCCAAAATGTCGTAACAACTCCGCCCCATTGACGCA
AATGGGCGGTAGGCGTGTACGGTGGGAGGTCTATATAAGCAGAGCTCGTTTAGT
GAACCGTCAGATCGCCTGGAGACGCCATCCACGCTGTTTTGACCTCCATAGAAG
ACACCGGGACCGATCCAGCCTCCGCGGCCGGGAACGETGCATTGGAAGCTTG
CCGCCACCATGGCCGCCAGAGCCAGCATCCTGAGCGGGGGCAAGCTGGACGE
CTGGGAGAAGATCAGACTGAGGCCTGGCGGCAAGAAGAAGTACCGGCTGAAGC
ACCTGGTGTGGGCCAGCAGAGAGCTGGATCGCTTCGCCCTGAATCCTAGCCTG
CTGGAGACCACCGAGGGCTGCCAGCAGATCATGAACCAGCTGCAGCCCGCCGT
GAAAACCGGCACCGAGGAGATCAAGAGCCTGTTCAACACCGTGGCCACCCTGT
ACTGCGTGCACCAGCGGATCGACGTGAAGGATACCAAGGAGGCCCTGGACAAG
ATCGAGGAGATCCAGAACAAGAGCAAGCAGAAAACCCAGCAGGCCGCTGCCGA
CACCGGCGACAGCAGCAMMGTGAGCCAGAACTACCCCATCATCCAGAATGCCC
AGGGCCAGATGATCCACCAGAACCTGAGCCCCAGAACCCTGAATGCCTGGGTG
AAAGTGATCGAGGAAAAGGCCTTCAGCCCCGAAGTGATCCCTATGTTCAGCGCC
CTGAGCGAGGGCGCCACCCCCCAGGACCTGAACGTGATGCTGAACATTGTGGE
CGGACACCAGGCCGCCATGCAGATGCTGAAGGACACCATCAATGAGGAGGCCG
CCGAGTGGGACAGACTGCACCCCGTGCAGGCCGGACCCATCCCCCCTGGCCA
GATCAGAGAGCCCAGAGGCAGCGACATCGCCGGCACCACCTCCACCCCTCAAG
AACAGCTGCAGTGGATGACCGGCAACCCTCCCATCCCTGTGGGCAACATCTACA
AGCGGTGGATCATCCTGGGCCTGAACAAGATTGTGCGGATGTACAGCCCCGTG
TCCATCCTGGATATCAAGCAGGGCCCCAAGGAGCCCTTCAGAGACTACGTGGA
CCGGTTCTTCAAGGCCCTGAGAGCCGAGCAGGCCACCCAGGACGTGAAGGGCT
GGATGACCGAGACCCTGCTGGTGCAGAACGCCAACCCCGACTGCAAGAGCATC
CTGAAGGCCCTGGGCAGC GGCGCCACACTGGAGGAGATGATGACCGCCTGCC
AGGGAGTGGGCGGACCCGGCCACAAGGCCAGAGTGCTGGCCGAGGCCATGAG
CCAGGCCCAGCAGACCAACATCATGATGCAGCGGGGCAACTTCAGAGGCCAGA
AGCGGATCAAGTGCTTCAACTGCGGCAAGGAGGGCCACCTGGCCAGAMACTGE
AGAGCCCCCAGGAAGAAGGGCTGCTGGAAGTGTGGCAAGGAAGGGCACCAGA
TGAAGGACTGCACCGAGAGGCAGGCCAATTTCCTGGGCAAGATTTGGCCTAGC

FIG. 14A
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AGCAAGGGCAGACCCGGCAATTTCCCCCAGAGCAGACCCGAGCCCACCGCCCC
TCCCGCCGAGCTGTTCGGCATGGGLCGAGGGCATCGCCAGCCTGCCCAAGCAG
GAGCAGAGGACAGAGAGCAGGTGCCCCCCCTGGTGTCCCTGAAGTCCCTGTT
CGGCAACGATCCTCTGAGCCAGGGATCCCCCATCAGCCCCATCGAGACCGTGC
CCGTGACCCTGAAGCCCGGCATGGATGGCCCCAAAGTGAAACAGTGGCCCCTG
ACCGAGGAGAAGATTAAGGCCCTGACCGAAATCTGTACCGAGATGGAGAAGGA
GGGCAAGATCAGCAAGATCGGCCCCGAGAACCCCTACAACACCCCCATCTICG
CCATCAAGAAGAAGGACAGCACCAAGTGGCGGAAACTGGTGGACTTCCGGGAG
CTGAACAAGAGGACCCAGGACTTICTGGGAAGTGCAGCTGGGCATCCCCCACCC
TGCCGGCCTGAAGAAGAAGAAGTCCGTGACAGTGCTGGATGTGGGCGACGCCT
ACTTCAGCGTGCCCCTGGACGAGAACTTCAGGAAGTACACCGCCTTCACCATCC
CCAGCACCAACAACGAGACCCCCGGAGTGAGATACCAGTACAACGTGCTGCCT
CAGGGCTGGAAGGGCAGCCCCGCCATCTTCCAGAGCAGCATGACCAAGATCCT
GGAGCCCTTCCGGAGCAAGAACCCCGAGATCATCATCTACCAGTACATGGCCG
CCCTGTATGTGGGCAGCGATCTGGAGATCGGCCAGCACAGGACCAAGATCGAA
GAGCTGAGGGCCCACCTGCTGAGCTGGGGCTTCACCACCCCCGATAAGAAGCA
CCAGAAGGAGCCCCCTTICCTGTGGATGGGCTACGAGCTGCACCCCGATAAGT
GGACCGTGCAGCCCATCATGCTGCCCGATAAGGAGAGCTGGACCGTGAACGAC
ATCCAGAAACTGGTGGGCAAGCTGAATTGGGCCAGCCAAATCTACGCCGGCATT
AAAGTGAAGCAGCTGTGCAGGCTGCTGAGAGGCGCCAAAGCCCTGACAGACAT
CGTGACACTGACAGAGGAGGCCGAGCTGGAGCTGGCCGAGAACAGGGAGATC
CTGAAGGACCCCGTGCACGGCGTGTACTACGACCCCAGCAAGGACCTGGTGGC
CGAGATTCAGAAGCAGGGCCAGGACCAGTGGACCTACCAAATCTACCAGGAGC |
CTTTCAAGAACCTGAAAACCGGGAAGTACGCCAGGAAGAGAAGCGCCCACACC
AACGATGTGAGGCAGCTGGCCGAAGTGGTGCAGAAAGTGGCTATGGAGAGCAT
CGTGATCTGGGGCAAGACCCCCAAGTTCAAGCTGCCCATCCAGAAGGAGACCT
GGGAAACCTGGTGGATGGACTACTGGCAGGCCACCTGGATTCCTGAGTGGGAG
TTCGTGAACACCCCCCCTCTGGTGAAGCTGTGGTATCAGCTGGAGAAGGACCC
CATCCTGGGCGCCGAGACCTTCTACGTGGACGGAGCCGCCAATAGAGAGACCA
AGCTGGGCAAGGCCGGCTACGTGACCGACAGAGGCAGACAGAAAGTGETGTCT
CTGACCGAGACAACCAACCAGAAAACCGAGCTGCACGCCATCCTGCTGGCCCT
GCAGGACAGCGGCAGCGAAGTGAACATCGTGACCGACTCCCAGTACGCCCTGG
GCATCATTCAGGCCCAGCCCGATAGAAGCGAGAGCGAGCTGGTGAACCAGATC
ATCGAGAAGCTGATCGGCAAGGACAAAATCTACCTGAGCTGGGTGCCCGCCCA
CAAGGGCATCGGCGGCAACGAGCAGGTGGACAAGCTGGTGTCCAGCGGCATC
CGGAAAGTGCTGTTICTGGACGGCATCGACAAGGCCCAGGAGGACCACGAGAG
ATACCACAGCAACTGGCGGACAATGGCCAGCGACTTCAACCTGCCTCCCATCGT
GGCCAAGGAGATCGTGGCCAGCTGCGATAAGTGTCAGCTGAAGGGCGAGGCCA
TGCACGGCCAGGTGGACTGCAGCCCTGGCATCTGGCAGCTGGCCTGCACCCAC
CTGGAGGGCAAAGTGATTCTGGTGGCCGTGCACGTGGCCAGCGGCTACATCGA
GGCCGAAGTGATTCCCGCCGAGACCGGCCAGGAGACCGCCTACTTCCTGCTGA
AGCTGGCCGGCAGATGGCCCGTGAAAGTGGTGCACACCGCCAACGGCAGCAA
CTTCACCTCTGCCGCCGTGAAGGCCGCCTGTTGGTGGGCCAATATCCAGCAGG

FiG. 14B
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AGTTCGGCATCCCCTACAACCCTCAGAGCCAGGGCGTGGTGGCCAGCATGAAC
AAGGAGCTGAAGAAGATCATCGGCCAGGTGAGGGACCAGGCCGAGCACCTGAA
AACAGCCGTGCAGATGGCCGTGTTCATCCACAACTTCAAGCGGAAGGGCGGCA
TTGGCGGCTACAGCGCCGGAGAGCGGATCATCGACATCATCGCCACCGATATC
CAGACCAAGGAACTGCAGAAGCAGATCACCAAGATTCAGAACTTCAGAGTGTAC
TACCGGGACAGCAGGGACCCCATCTGGAAGGGCCCTGCCAAGCTGCTGTGGAA
GGGCGAAGGCGCCGTGGTGATCCAGGACAACAGCGACATCAAAGTGGTGCCCC
GGAGGAAGGCCAAGATTCTGCGGGACTACGGCAAACAGATGGCCGGUGATGAC
TGCGTGGCCGGECAGGCAGGATGAGGACAGATCTATGGGCGGCAAGTGGTCCAA
GGGCAGCATTGTGGGCTGGCCCGAGATCCGGGAGAGAATGAGAAGAGCCCCT
GCCGCCGCTCCTGGAGTGGGCGCCGTGTCTCAGGATCTGGATAAGCACGGCG
CCATCACCAGCAGCAACATCAACAACCCCAGCTGTGTGTGGCTGGAGGCCCAG
GAAGAGGAGGAAGTGGGCTTICCCTGTGAGACCCCAGGTGCCCCTGAGACCCAT
GACCTACAAGGGCGCCTTCGACCTGAGCCACTTCCTGAAGGAGAAGGGCGGCC
TGGACGGCCTGATCTACAGCCGGAAGCGGCAGGAGATCCTGGATCTGTGGETG
TACCACACCCAGGGCTACTTCCCCGACTGGCAGAATTACACCCCTGGCCCTGGA
GTGCGGTATCCCCTGACCTTCGGCTGGTGCTTCAAGCTGGTGCCTATGGAGCC
CGACGAAGTCGAGAAGGCCACAGAGGGCGAGAACAACAGCCTGCTGCACCCTA
TCTGCCAGCACGGCATGGACGATGAGGAGCGGGAAGTGCTGATCTGGAAGTTC
GACAGCAGGCTGGCCCTGAAGCACAGAGCCCAGGAACTGCACCCAGAGTTCTA
CAAGGACTGCTGATGATCATAATAATCTAGACGAGATCCGAACTTGTTTATTGCA
GCTTATAATGGTTACAAATAAAGCAATAGCATCACARATTTCACAAATAAAGCATT
TITTTCACTGCATTCTAGTTIGTGGTTTGTCCAAACTCATCAATGTATCTTATCATG
TCTAGATCTGAGGTATGATGATACGAGATCGAGGGTGCGCGCATGCGAATGCG
GAGGCAAGCATGCCAGGTTCCAGC

Nota: los sitios de clonacion estan subrayados y en negrita
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Apéndice 2: Secuencia ensamblada del inserto de Env (DSP33447_01)

ATTATTGAAGCATTTATCAGGGTTATTIGTCTCATGAGCGGATACATATTTGAATG
TATTTAgAAAAATAAACAAATAGGGGTTCCGCGCACATTTCCCCGAAMAGTGCCA
CCTGACGTCTAAGAAACCATIATTATCATgACATTAACCTATAAAAATAGGCGIAT
CACGAGGCCCITTCGTCTTCAAGAATTGGTCGATGGCAAACAGCTATIATGGGTA
TTATGGGTTCGAATTAATTAATCGACATCATCAATAATATACCTTATAGATGGAAT
GGTGCCAATATGTAAATGAGGTGATTTTAAAAAGTGTGGGCCGTGTGGTGATTG
GCTGTGGGGTTAACGGTTAAAAGGGGCGGCGOCGGLCGTGGGAAAATGACGTT
TTATGGGGGTGGAGTTTTTTTGCAAGTTGTCGCGGGAAATGTTACGCATAAAAA
GGCTTCTTTTCTCACGGAACTACTTAGTTTTCCCACGGTATTTAACAGGAAATGA
GGTAGTTTTGACCGGATGCAAGTGAAAMATTGCTGATTTTCGCGCGAAAACTGAA
TGAGGAAGTGTTTTTCTGAATAATGTGGTATTTATGGCAGGGTGGAGTATTTIGTT
CAGGGCCAGGTAGACTTTGACCCATTACGTGGAGGT TTCGATTACCGTGTTTTT
TACCTGAATTTCCGCGTACCGTGTCAAAGTCTTCTGTTTITACGTAGGTGTCAGC
CTAGGTGGTCAATATTGGCCATTAGCCATATTATTCATTGGTTATATAGCATAAA
TCAATATTGGCTATTGGCCATTGCATACGTIGTATCCATATCATAATATGTACATT
TATATTGGCTCATGTCCAACATTACCGCCATGTTGACATTGATTATTGACTAGTT
ATTAATAGTAATCAATTACCGGGTCATTAGTTCATAGCCCATATATGGAGTTCCG
CGTTACATAACTTACGGTAAATGGCCCGCCTGGCTGACCGCCCAACGACCCCC
GCCCATTGACGTCAATAATGACGTATGTTCCCATAGTAACGCCAATAGGGACTT
TCCATTGACGTCAATGGGTGGAGTATTTACGGTAAACTGCCCACTTGGCAGTAC
ATCAAGTGTATCATATGCCAAGTACGCCCCCTATTGACGTCAATGACGGTAAAT
GGCCCGCCTGGCATTATGCCCAGTACATGACCTTATGGGACTTTCCTACTTGGC
AGTACATCTACGTATTAGTCATCGCTATTACCATGGTGATGCGGTTITGGCAGTA
CATCAATGGGCGTGGATAGCGGTTTGACTCACGGGGATTTCCAAGTCTCCACC
CCATTGACGTCAATGGGAGTTTGTTTTGGCACCAAMATCAACGGGACTTTCCAA
AATGTCGTAACAACTCCGCCCCATTGACGCAAATGGGCGGTAGGCGTGTACGG
TGGGAGGTCTATATAAGCAGAGCTCGTTTAGTGAACCGTCAGATCGCCTGGAG
ACGCCATCCACGCTGTTTITGACCTCCATAGAAGACACCGGGACCGATCCAGCC
TCCGCGGCCGEGAACGGTGCATTGGAAGCTTGCCGCCACCATGAGGGTGATG
GAGATCCAGCGGAACTGCCAGCACCTGCTGAGATGGGGCATCATGATCCTGGG
CATGATTATCATCTGCAGCACCGCCGACAACCTGTGGGTGACCGTGTACTACG
GCGTGCCTGTGTGGAGAGATGCCGAGACCACCCTGTICTGCGCCAGCGACGC
CAAGGCCTACAGCACCGAGAAGCACAATGTGTGGGCCACCCACGCCTGCGTG
CCTACCGATCCCAACCCTCAGGAGATCCCCCTGGACAACGTGACCGAGGAGTT
CAACATGTGGAAGAACAACATGGTGGACCAGATGCACGAGGACATCATCAGCC
TGTGGGACCAGAGCCTGAAGCCCTGCGTGCAGCTGACCCCCCTGTGCGTGAC
CCTGAACTGCAGCAACGCCAGAGTGAACGCCACCTTCAACTCCACCGAGGACA
GGGAGGGCATGAAGAACTGCAGCTTCAACATGACCACCGAGCTGCGGGATAAG
AAGCAGCAGGTGTACAGCCTGTTCTACCGGCTGGACATCGAGAAGATCAACAG
CAGCAACAACAACAGCGAGTACCGGCTGGTGAACTGCAATACCAGCGCCATCA
CCCAGGCCTGCCCTAAGGTGACCTTCGAGCCCATCCCCATCCACTACTGCGCC
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CCTGCCGGCTTCGCCATCCTGAAGTGCAACGACACCGAGTTCAATGGCACCGG
CCCCTGCAAGAATGTGAGCACCGTGCAGTGCACCCACGGCATCAAGCCCGTG
GTGTCCACCCAGCTGCTGCTGAACGGCAGCCTGGCCGAGAGAGAAGTGCGGA
TCAGGAGCGAGAACATCGCCAACAACGCCAAGAACATCATCGTGCAGTTCGCC
AGCCCCGTGAAGATCAACTGCATCCGGCCCAACAACAATACCCGGAAGAGCTA
CAGAATCGGCCCTGGCCAGACCTTCTACGCCACCGACATTGTGGGCGACATCA,
GACAGGCCCACTGCAACGTGTCCAGGACCGACTGGAACAACACCCTGAGACTG
GTGGCCAACCAGCTGCGGAAGTACTTCAGCAACAAGACCATCATCTTCACCAAC
AGCAGCGGCGGAGACCTGGAGATCACCACCCACAGCTTCAATTGTGGCGGCG
AGTTCTTCTACTGCAACACCTCCGGCCTGTTCAATAGCACCTGGACCAGCAACA
ACATGCAGGAGTCCAACGACACCAGCAACGGCACCATCACCCTGCCCTGCCGG
ATCAAGCAGATCATCCGGATGTGGCAGCGCGTGGGCCAGGCCATGTACGCCC
CTCCCATCGAGGGCGTGATTCGCTGCGAGAGCAACATCACCGGCCTGATCCTG
ACCAGAGATGGCGGCAACAACAATTCCGCCAACGAGACCTTCAGACCTGGLGG
CGGAGATATCCGGGACAACTGGCGGAGCGAGCTGTACAAGTACAAGGTGGTG
AAGATCGAGCCCCTGGGCGTGGCCCCCACCAGAGCCAAGAGAAGAGTGGTGG
AGCGGGAGAAGAGAGCCGTGGGCATCGGCGCCGTGTITCTGGGCTICCTGGG
AGCCGCCGGATCTACAATGGGAGCCGCCAGCATCACCCTGACCGTGCAGGCC
AGACAGCTGCTGAGCGGCATCGTGCAGCAGCAGAGCAATCTGCTGAGAGCCAT
CGAGGCCCAGCAGCAGCTGCTGAAGCTGACAGTGTGGGGCATCAAGCAGCTG
CAGGCCAGGGTGCTGGCCGTGGAGAGATACCTGAGGGACCAGCAGCTCCTGG
GCATCTGGGGCTGCAGCGGCAAGCTGATCTGCACCACCAACGTGCCCTGGAAT
AGCAGCTGGAGCAACAAGAGCTACGACGACATCTGGCAGAACATGACCTGGCT
GCAGTGGGACAAGGAGATCAGCAACTACACCGACATCATCTACAGCCTGATCG
AGGAGAGCCAGAACCAGCAGGAGAAGAACGAGCAGGATCTGCTGGCCCTGGA
CAAGTGGGCCAACCTGTGGAACTGGTTCGACATCAGCAAGTGGCTGTGGTACA
TCAGATCTTGATAATCTAGACGAGATCCGAACTTGTTTATTGCAGCTTATAATGG
TTACAAATAAAGCAATAGCATCACAAATTTCACAAATAAAGCATTTTTTTCACTGC
ATTCTAGTTGTGGTT IGTCCAAACTCATCAATGTATCTTATCATGTCTAGATCTGA
GGTATGATGATACGAGATCGAGGGTGCGCGCATGCGAATGCGGAGGCAAGCA
TGCCAGGTTCCAGCCGGTGTGTGTAGATGTGACCGAAGATCTCAGACCGGATC
ATTTGGTTATTGCCCGCACTGGAGCAGAGTTCGGATCCAGTGGAGAAGAAACT
GACTAAGGTGAGTATTGGGAAAACTTTGGGGTGGGATTTTCAGATGGACAGATT
GAGTARAAATTTGTTITTTCTGTCTTGCAGCTGACATGACTGGAAATGCTTCTTT
TAAGGGGGGGAGTCTTCAGCCCTTATCTGACAGGGCGTCTCCCATCCTGGGCA
GGAGTTCGT

Nota: los sitios de clonacién estan subrayados y en negrita
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W E K I R L R P G G K K K ¥ R L K H L V

. Hinfl ! Bsal
TEGGCCAGCAGRGAGC TGGATCGC TTCGCCCTGARTCCTAGCC TGC TGGAGACCACCGAG
--------- e e e e e e e

ACCCEGTCGTCTC TCGRACC TAGCGARGCGEGACT TAGGATCGGACGACCTCTGETGGOTE
W_A 5 R E L D R F A L W P 5 L L E T T E

Pvull
Pstl
GGCTGCCAGCAGRTCATGAACCAGC TGCAGCCCGCOGTGARARAACCGGUAC CGAGGRAGARTC
————————— DT T e T T SRR

CCGACGETCGTCTAGTACT TG TCGACGTCGGGOGECACTTTTGGOCGTGGCTCCTCTAG

AAGAGCCTGTTCAACACCGTGGCCACCCTGTACTGCG TECACCAGCGGATCGACGTGAMNG
————————— e e e e e e et

TTCTCGGACARGT TG TGGCACCGETGGGACATGACGCACGTGETCGCC TAGC TGCACTTE

BatNI

GATACCARGGRGGCCC TGGACAAGATCGAGGAGATCC AGAACAAGAGC ARGC AGARAMCC
--------- e e i e i e e
CTATGGTTCCTCOGGGACC TG T TC TAGC TCCTC TAGGTC TTGTITCTCGTTCGTCITITGE
D_T_K_E A L D K _I1_E _E I O HW_K 5 K 0 K _ T_
CRGCAGGCCGCTGOCGACACCGGCGACAGC AGC ARRG TEGAGCCAGRRCTACCCCATCATC
————————— B T T et T L
GTCGTCCGECGACGEC TGTGELCEC TG TCGTCGTITCAC TCGETC TTGATGHGETAGTAG
QO A A A D T G_D 5 5 K ¥V 5 Q N ¥ P 1 I

BstiNI BstNI
CAGMRATGCCCAGGGCCAGATGATCCACCAGRACCTGAGC CCCAGARCCCTGAATGCCTGE
--------- e el

GTCTTRCGEGTCCCGETC TACTAGGTGGTC TTGGACTCGGGGTCTTGGEACTTACGGACC
Q_W_A O _G_0O M _I_H 9 N L S5 P R T L HN_A_ W __
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Stul Haell
GTGAANGTGATCGRGGAAMMGGCC TTCAGCCCCGARGTGATCCCTATGT TCAGCECCCTG
4Bl = Fommmmmn e e m——— o ——————— A o —— e ——— +

CACTTTCACTRGCTCCTTT TCOGEARGTCGGGEC TTCACTRAGGGATACARGTCGLGGGRT
Vv K Vv I E E K A F 5 P E WV I P M F 5 A L

Harl

Kasl
Haell BsCNI BsCMI
AGCGAGGECECCACCCCCCAGGRACCTGRAACGTGATGCTGRACATTGTGGGCGGACRCTAG
Gd] cccccemmmcbemememmemmjessesssssteses s —e— e e ————————

TOGC TCCCGCGGTGEEGGETCCTGEACT TGCAC TACGACT TG TARCACCCGCC TETGETC
S_E_ G _A_T_P_0O D_L N _V_M_L_N_I_V_G_G_H_0O

GOCGCCATGCAGATGCTGAAGGACACCATCAATGAGGAGGCOGCCGAGTGGGACAGAETG
B0l —-—---=e= fmmm - D frmmmmm——— o m——— o +

CEGOGETACGTCTACGAC T TCC TG TGGETAGT TAC TCCTCCGGOGGC TCACCCTGTCTGAC

A A M QO M L K I T I W E E A A E W D R L

BsENI
CRCCCCGTGCAGGCCGGACCCATCCCCCCTGECCAGATCAG AGAGCCCAGAGG CAGTGHT
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GTGGGGCACGTCCGGCCTGGETAGGGGEEACCGETC TAGTC TCTCGGGTCTCCGTICGCTG
H_P_V_Q A & P_I_P P G O I_R E _P_R_G_5_D

Pvull
Fstl BstXI
ATCGLOGGCACCACCTCCACCCCTCAAGARCAGC TECAGTEGATGACCGECARCCCTOCC
T3] ===—e=——= e ———— e ————— F————————— o e e ——— +

TRGCGECCGTGOGTEGAGETGGEEAGTTCT TG TCGRCGTCACCTAC TGECCGT TGGAGES
I A G T T § T P § E Q L @ W M T G N _P P

BstMI
ATCCCTGTGGECARCATCTACAAGCGGTGGATCATOCTGEGCC TGARCAMGAT TGTGCGE
TRl =———r———— Fesssss=== i Fommmomm=— === Fe==sssmss +

TAGGGACACCCGTTIGTAGATGT TCGCCACCTAGTAGGACCCGGACTTGTTCTARCACGCC
I_p Vv G_HN_ T ¥ K R W_I I L G L N K I VvV R

EcoRV
BstNI Rpal
ATGTRCAGCCCCGIGTCCATCCTGEGATATCAAGCAGGGCCCCARGGAGCCCTTCAGAGAT
Bl =mmmmemE————— ——————— o —— o o e o +

TACATGTCGGGGE ACAGGTAGGACC TATAGTTCCTCCCGREET TCC TCGGGARGTCTCTG
M_Y¥_S_P_V_S_I_L_D_I1_K O _G_P K _E_P_F R_D

—

Agel BatNI
TACGTGGACCGGT ICTTCAAGGCCC TGAGAGCCGAGCAGGOCACCCASGACGTGAAGEGT
401 ——mm————— Fmm e Fmmmm e Fmmmm e Fommm————— Fmmmm————— +

ATGCACCTOOCCARGARGT TCCGECACTCTCHGC TOGTCCOGTGGGTCCTGCACTTOCCG
Y V¥ D R F F K A L R A E O A T O D V K G
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Bsal .
TEGATGACCGAGRCCCTGUTGG TGCAGARCGCCARCCCCGACTGCARGAGCATCC TGAAG
————————— e e Dt B S &

ACCTACTGGCTCTGEGGACGACCACGTC TIGCGG T TGEGEC TGACGTTCTCGTAGGACT TC
Ww_M T E T L L ¥ © M A MW_P D C K 5 I L K

Narl
Kasl PELMI
BstNI HaaIl BstENI

GCCCTGRGCAGCGEoGCCACACTGEAGGREGATGATGACCGCCTOGCCAGGEAGTGGOOGGR
_________ T o o o o o o . o S o e o o e e
CEGGACCCETOGCCGCEETGTGACC TCCTCTACTACTGEUGGACGGTOCC TCACCCGOCT
A L G 5 G A T L E E M M T A C Q G Vv G G

BstXI BatNI

ATGRTGCAGCGGEECAAC TTCAGAGGCCAGRAGCGEATCARGTGC TTCARC TGCGGCAAG
--------- e e e e e

TACTACGTCGUCCOGT TGAAGTC TOCGG TC TTCGCCTAGTTCACGARGTTGACGUCGTIC

BstNI PsSEI BsENI
GRGGGCCACCTGECC AGAAAC TECAGAGCCCCCAGGARGRAGGGLTGC TGGRAGTGTGGC
B T T T A T I
CTCCOGETEEACCEE TCTTTGACGTCTCGEGGGTCCTTCTTCOCGACGACCTTCACACCG
E G_H L A R N €C R A P R K K G C W K C G
BstXI BstNI
ARGGAAGGECACCAGATGARGGACTGCACCGAGAGGCAGGCCAATTTCCTGOGCAAGATT
--------- e e e B Tt |
TTCCT TG TGGTC TAC T TCC TGACGTGEC TCTCCGTCCGGT TARAGGACCCGTTCTAR

TGGECCTAGCAGCAAGGGCAGACCCGGCAATTTCCCOCAGAGCAGRCCCGAGCCCACCGCC
--------- T B e et T SRR &

RCCGGATCGTCGTTCCCGTC TGGGOCGT TARRAGGGGGTC TCGTC TGGGC TCGEGTGGCGE
W_P 5 5 K G R P G N F P Q S R P E P T A

CCTCCCGCCGRECTE TTCGECATGEGCCAGEECATCGCCAGCC TGO CCAMGCAGGAGCAG
————————— s S T e e

GGAGGGCGGEC TOGACARGC CGTACCOGC TOCCG TAGCGG TCGEACGGGTTCGTCCTCGTC
P_F A E L F 6 M G _E _G_I_A 5 L P K O E 0

BspMI BstMI
ARGGACAGAGAGCAGGTGCCCCCCC TGO TG TCCCTGARGTCCC TGT TCGGCARCGATCCT
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GREGACATCAACCTGCCCGRCAAGTGGARGCC TAGRATGATCGGCGGCATCGEGEECTTC
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CTCCTGETAGTTGEACGGGCCGTTCACCT TCGGATCTTACTAGCCGCCGTAGCOCCCGRAAG

E_ D I N _L_ P G K W K P R M I G G I G _G _F
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TEECACGRCCACCOGGGETEEECACACTTATAGTAGCCEGCCTTGTACGACTOGETCTAG
T V L v 6 P T P ¥V N I I 6 R NN M L T O I

Bsal
GGCTGCACCCTGRACTTCCOCATCAGCCCCATCGAGACCGTGCCCGTGACOC TGARGCCC
————————— B e e s St et E e
COGACGTGEGACTTGRAGGGETAGTCGGGGTAGC TCTGGCACGGGTACTGGGAC TTCGEE
G_c T L_® F P I 2 P I E T V_FP ¥ T L K P

GGCATGGATGGCCCCARRGTGAARMC AGTEGCCCCTGRCCGAGGAGARGAT TARGGOCCTG

D e ————— o ——— o ————— -
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BstHI Pwull
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GRCTECAGCCCTGGCATCTGGCAGCTGGOC TGCACCCACC TGGAGGGCARAGTGATTCTG
J66] rrrrorrrEprrsss s cs s ————-——— e e e ——— o +

CTGACGTCGEEACOGTAGACCGTCGACCGEACGTGGG TREGACC TCOCGTTTCACTARGAS

HinflI Bsal BstHI
GTGGCCGTGCRACGTGEOCAGCGGCTACATCGAGECOGARMGTGATTOCCGCOGAGRCCGGT
I e R o tommm— = tmmmmm e ———— fmmmm————— +

Bsal

3781 - gmmm e o= r——— Fmmmmmm——— Frmmmm———— e mm——— +

ACCGCCARCGGCAGCAACTTCACC TCTGCCGCCETGAAGGCCGCCTGTTGGTGGGCCART
3B41 - - - T RO

TGEGCGETTECCETCETTGAAGTGEAGACGECGGCACTTCCGGCGGRCAACCACCCGGTTA

T_A_N_G_S_N_F_ T S_A A V_K_A _A_C_W_W_A N

PEL0T
BstMI
ATCCAGCAGGAGT TCGGCATCCCC TACARCCC TCAGAGCCRGGGCGTGGTGGCCAGCATG
3801 == e ——— b m——————— e o s 2

TAGGTCGTCCTCARGLCGT AGEGEATG TTGGGAG TCTOGETCCCGCACCACCGGETCGTAC

BstiNI BstNI
ARCAAGGAGCTGAAGAAGATCATCGGCCAGGTGAGGEACCAGGCCGAGCACC TGAARACE
3951 rem e nEsm e ——— e

TIGTTOCTEGACTICTTCTAGTAGCCGGTCCACTCCCTGGTOCGGCTCG TGEACTTTTGT

4021 === ————— e ————— $o=m—mm—mae e et = +

FIG. 16H
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Haell EcoRV ’ Pstl
AGCGCCOGAGAGCGGATCATCGACATCATCGCCACCGATATCCAGACCAAGGARC TGCAG
————————— e i e Ak el bt

TCGCGECCTCTCGCCTRAGTAGC TGTAGTAGCGGTGGC TATAGGTCTGGTTCCTTGACGTC
s A G _E_R_I_I_D I I A T D I_O T K_E L C

Hinfi
ARGCAGRTCACCAAGAT TCAGARCTTCAGAGTGTACTALCGGGACAGCAGGEACCCCATC
--------- et e e e et DL DL L Lt
TTCGTCTAGTGGTTCTARGTCTTGAAGTCTCACATGATGGCCCTGTCGTCCCTGGGETAG
K_©o_1_ T K_I 0O W F R V_Y¥ ¥ R D s R D P I

Harl
KasI
Apal HaeIl BstNI
TGGARGGGCCC TGCCARGC TEGC TETGEARGGECEAAGGOGCCETGETGATOCAGGACARC
e e L e et S LT

ACCTTCCCGGGACGET TCGACGACACCTTCCCGCTTCCGCGGCACCACTAGGTCCTGTTG
N_K_G_P__A_K_L_L_W_HK_G_E‘_G__J’L_'_\F'_U_T'__G_D_'___ﬂ_
Hinfl
AGCGACATCARAGTGE TECCCCGEAGGARGECCARGAT TC TECGGGAL TACGGCARACAG
mmsmmsssfesccmmmmmfemmmen oo e s e b e ——————
TCGCTETAGTT TCACCACGGEGCCTCCTTCCGGTTC TAAGACGCCCTGATGCCGTTTGTC
s D I _K V_V_P R R K A _K I L R _D Y G _K O
BglIl

ATGGCCGELGATGACTGOG TEGGOCGGCAGGCAGGATGAGGACAGATC TATGGGOGGLAAG
--------- D s et e T Y
TACCGGCCGCTACTGRACGCACCGECCETCCGTCCTACTCCTGTC TAGATACCOGCCGTTC
M A G_D D C VWV A G R QO D E D R § M G_G_K

TGEOGTCCAAGGECAGCAT TG TEEGCTEECCCOAGATCCGEGAGAGAATGAGRAGAGCCCCT
L N T N P B B 2 e ————— — e mmm s +
ACCAGETTCCCGTCGTARCACCCGACCGEGC TCTAGGCCCTC TCTTACTC TTCTCGGGGA
W_S5_K G s 1 ¥ 6 W P _E I R E B M R R A P

Harl Harl
KasI Kasl
BatHI HaeII Haell
GLCECCECTCCTGEAG TEGGOGCCG TG TC TCAGGATC TGGATAAGCACGECGCCATCACT
————————— T e e o o

CEGCGEoGAGEACC TCACCCGOCGGCACAGAGTCC TAGACC TATTCGTEGCOGCEETAGTGE
A_A A_P_G_¥Y_ G A V_5 0Q D L D _K_H_G A_I T
Pvull BstHNI
AGCAGCARCATCAACARMCCCCAGC TGTGTGIGGC TEGGAGGCCCAGGRAGAGGAGGAAGTG
--------- Frmmmmmme e cmmmfemmsmmssmmdm e e e
TCGETCETTGTAGTTGITGGGGTCGACRCACACCGACC TCCGEETCCTTCTCCTCCTTCAC
§ 5§ MW 1 W W P 5 ¢ ¥V W L E A Q E E E E WV
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Harl

Kasl

. Bsal BstNI Bsal Haell
GGCTTCCCTEGTGAGACCCCAGE TGLCCC TGAGACCCATGACCTACAAGGGCGCCTTCGAC
meremmssssfesssmms s fe s ———- e ———— -
CCGARGGGACRC TCTGEGGTCCACGEGGACTCTGEGTACTGGATGTTCCCGLGGARGCTG
G_F P ¥V R P QD VvV P L R P M T Y K G A F D

BstiI
CTGAGCCACT TCCTGAAGGAGAM GOUGECCTGGACGGCCTCATC TACAGCOGGAAGLGE
i — Fm e ———— #mmmmmm - $mmmmmm - = —————— A= +

GACTCGSTEARGGACT TCCTCTTCCCGOCGGACCTGCCGERACTAGATETOGECCTTCGOC

BstHl EstMNI1

CAGGAGARTCCTGGATCTGTGEGTGTACCACARCCCAGGGC TACT TCCCCGAC TGGCAGANT
--------- T T L e

BStNI BstMI
TACACCCCTGGCCCTGGAGTGCGGTATCCCCTGACC TTCGECTGGTGC T TCARGC TGGTG
————————— L i e e L
ATGTGGGGACCGGGACCTCACGCCATAGGGGAC TGGAAGCCGACCACGAAGTTCGACCAC
Y_T_P_G_F_G_V_R_Y¥ P_L_T F_G_W_C_F_K_L V__

CCTATGEAGCOCGACGAAG TEEAGARAGGCCACAGAGCGGCGAGAACAACAGCCTGCTGCAL
--------- e it Al bk Sttt
GGRATACCTCEEGC TGO TTCACCTCT TOCGETCTC TCCCGC TET IGTTGTCGCACGACETG
P M E P D E_V_E_K A T E_G_E_ N _N_5 L L _H

CCTATC TGOCAGCACGGCATGGRCGATGAGGRGC GEEAMGTGC TGATC TGEARG TTCGAL

o
GGATARGACGGTCGTGCCGTACCTGCTACTCCTCGCCCTICACGACTAGACCTTCARGCTG

BstLMI
AGCAGGCTGGCCCTGAAGCACRGAGCOCAGGAAC TGCACCCAGAGTTCTACAAGGACTGC
......... o o o e e

Bcll Hbal
TGATGATCATARTALTCTAGRR
Semm e o o=
ACTACTAGTATTATTAGATCTT

FIG. 16J
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HindII1 BapMI
MECTTGL‘CGCCECCHTG.RGDGTGATGGAGATCCAGCGGMCTGCCMCCTGLTGHGA
l  mmmme———— o ———————— o o pommmmm ks
TTE‘GMCGGCGGTGGTAETEtt:ﬂrETlECTC'IﬂG?I\EGCCTT‘G&EGBTEGTGGWMTET

BsSLNI Pstl BstEII
TGEEGECATCATGATCCTGGGCATGATTATCATC TGCAGCACCGOCGACARCCTETGGGTS
5 R Ammmemmeen e e Fommmm e H———— == +

ACCCCGTAGTACTAGGACCCGTACTAAT AGTAGACGTCGTGGLGECTGT TGGACACCCAC
W_oGc I _M I L 6 M I I 1 c© S T A D N L W V__

Bsal
ACCETGTAC TACGGOGTGCCTGTGTGEAGAGATGCCGAGACCACCCTGT TCTGOGOCRGE
121 s e e mm e e R -t

TG ACATGATGCCGCACCCGACACACCTCTCTACGGC T TEGETGEGACAAGACGCGETCG

Stul
GROGCCAAGGCCTACAGCACCGRGAMGC ACAATG TG TGEGCCACCCACGCCTGOGTGECCT
181 =====m==- e ———— e ———— o ———————— o Fommamm——— +

CTGCGOT TOOGGA TG TG TG TCTTOG TG TTACACAL COGGT GGG TGOGGACGCRCGGR
D A K A Y 5 T E K H H ¥ W A T H K C V P_

BatMNI
ACCGATCCCARCCCTCAGGAGATCCCCC TGGACARCGTGACCGAGGAGT TCAACATGTGS
b R possssssss Fmmmmm s ol e trmm—m——— +

TEGECTAGGGT TGGGAGTCC TC TAGEGGGACC TG T TGCAC TGEC TCCTCARGTTGTACACC

ARGAACARCATGGTGGACCAGATCCACGAGGACATCATCAGCC TG TGEGACCAGRGCC TG
I L I Fommmmmmmm Hmmmmmmm e Fommmmm Fmm—m————— = ————— *
T T IGT TG TACCACC TG TC TACG TGC TCC TG TAGTAGTCGGACACCC TGETCTCGGAC

Pwull Batl
RAGCCCTGOG TGO AGC TG CCCCC TG TGO TGACCC TGARC TGCAGCARCGCCAG MG TG
36l =m=s===== e i e —————— e Fmmmmm——— fmmmmmm——— *
TTCGOGACGCACGTCGACTGEEGGEAC ACGCACTOGGAC TTCACGTCGTTGCGGTCTCAC

Pstl
ARCGCCACCTTCARACTCCACCGAGGAC AGGGAGGGCATGARGAACTGCAGCTTCAACATG
§2] ==mmsssma= o ——— e F—————— Fosmsmss=— e mm————- e ——— +
TTGCGETGEARGT TGAGETGEC TCC TG TCCCTCCCGTACT TC T TGACGTCGAAGTTGTAC
H_A T F_H 5 T E D R E G M _K N _€ 5 F H M __
BspMI
ACCACCGRGCTGUGGGATAAGARGCAGC AGGTGTACAGCC TG TTCTACCGRCTGOACATC

QAL e e e o e o o o e

TGGTGGC TCGACGCCCTAT TCTTCGTCGTCCACATG TCOGACARGATGGCCCACC TG TAG

FIG. 1TA
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Haell
GAGARGATCAACAGCAGCAACARCAACRGCGAGTACCGGC TGGTGAACTEGCARTACCAGT
541 —=-=e=e=- Fmmm = i L t-—mm—mm== Fommmmmeea tomm————— +

CTICTTCTAGTTGTCGTCGTTGT TG T TG TCGC TCATGGCCGACCACTTGRACGT TATGETCG
BE_K_I_M _S_S_MN_MN_HN_S_E_Y R _L_W¥_MW_C_N_T_S

Stul
BstHI BStEII
GCCATCACCCAGGCCTCCCCTAAGGTCACC TTCGAGCCCATCCCCATCCACTACTGOGOD
601 ~-m====== e ———— foramsmn—— prrmmmm——— 4= mm—m———— fommm——— +

A_I_T_© A _C_P_K_V T F EBE_ P I1I_PB I _H_Y C A
CCTGCOGGCT TOGCCATCCTGAAGTGCARCGACACCGAGT TCAATGGIACCGGCCCCTED
661 —=mmmmeem #mmmmmm——— tmmmm————— $mmmmmm—— o — Fmmmmmmmmm +
GERCGECCGAAGCGETAGGACTTCACETIGCTGTGECTCARGTTACCG TGEUCGEGGACG
P_A G _F & I L _K _C W D T E F MW G _T_G P_C

Prull
ARGAATGTGARGCACCGTGCAG TGCACCCRCGGCATCAAGCCCGTGGETGTCCACCCAGE TG

?zl L T T e e e SR T T

TICTTACACTOGTEGCACGTCACGTGOGTGCCGTAGTTCGGECACCACAGETGEGTCGAC
KE_WN_¥ 5 T W 0 C T H_G6 I K P _V_V 5 T 0 L

BstHI

T8l mememm—e=- fmmmmm——— fmmm——— e mm e e . e ——— +

AACGCCARGARCATCATCGTGCAGT TCGOCAGCCCOGTEARGATCARCTGCATCCGGCCC
B4l —e===——== e ] o o o o o o o o o o o

TTGCGGT TCT TG TAGTAGCACGTCARGCGETCCOGECAC TTCTAGT TGACGTAGECCGEG

N A K N I 1 ¥V ©Q F A 5 P ¥ K I WM C I R P

HinfI BatNI
ARCRACAATACCCGEARGAGC TACAGRATCGGCCCTGGCCAGACCTTCTACGCCACCGRT
L R prmmmmm— prmmmm - fommmm————— fmmmm————— e +

BatMI
ATTGTGEGECCACATCRGACAGGCCCACTGCARCGTGTCCAGGACCGRCTGGAACRACACC
861 --—-—---- frmmm————— e BTt N Hm————— +

Fvull Scal
CTGAGACTGETOGCCAMCCAGCTGCGEARGTRCTTCAGCARCAAGACCATCATCTTCACC
102l --————==- fm——mme==== e m———— Foce s ———— = —— Fmmmm—————— +

GACTCTGACCACCGGTTGGTCGACGCCTTCATGAAGTCGTTGT TCTGGTAGTAGAAGTGE
L_R_L_V_A_MN_Q L R_K ¥ F S N_K_T_1_1_F_T

FIG. 178
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BstHI
Bsal
ARCARGCAGCGGCGORAGRCC TGGAGATCACCACCCACAGCTTCARTTGTGGCGGLGAGTTC
1081 ========= e L L L e T
TTGCTCGTCGCCGCCTC TEGACCTC TAGT GG TGEG TG TCGAAGT TRACACCGOOGC TCANG
W 5§ 85 G G D L E I T T H 5§ F H C G G E_F

BatNI _ Hinfl
TTCTACTGCAACACCTCCGRCCTGTTCAATAGCACCTGGACCACCARCARCATCCAGGAG
1141 ========= prmmm————— o= fommmm——— e mmmm——-— e T +

ARGATGACGTTGTGEAGGCOGGACARGTTATCS TGGACCTGEGTGGTTGTTGTACGTCCTC

TCCAACGACACCAGCAACGGCACCATCACCCTGCCCTGCCGGATCARGCAGATCATCCGE
170] ===s==cs—gom——————— e mmm— o —————— o ———— A +
AGGTTECTGTGGTCGTTGCCG TEETAGTGGGACGEGACGGCC TAGTTCGTCTAGTAGGCT
S_M_DP_T S5 N _G T I T L PF_C_R_I_FK_0O_I_I_R__

BatNI Hinfl

1261 ~=-======= Frm s e e —— B e T

132] === Fommr e — e rmm = = ————— e it fmmmmm———- +
CTCTCGTIGTAGTGGCCGEACTAGGACTEGTCTCTACCGOCGTTGTTGT TARGGOGETTG
E_S§ W _I T G_L_TI_L T R D G_G N _HN N 5 A N
Bzal BstNI EcaRV
GAGACCTTCAGRCCTGGCGGCGEGAGATAT COGGGACRACTEECGGAGCGAGCTETACANG

1381 --——-—~-- = Fem——————— e m———— to = e ———
CTCTGGAAGTC TGGACCGOCGCCTC TATAGGCCC TG TTGACCGCCTCGC TCGACATGTTE
E_T F_R_P_G_G_4G_D I R D N W R 5 E L ¥ K __

BatNI
TACARGETGGTGARGATCGAGCCCCTEEECGTEECCCCCACCAGAGCC AAGAGARGACTG

I B A e Fmmmmm e Fmmmmmmme B +
ATGTTCCRACCACTTC TAGC TCGGGGARCCOGCACCGEEEETGETCTCGGTTCTCTTCTCAC
Y K VvV v K 1 E P L G VvV A P T B A K R B W

Harl
Kasl
HaeIl BstHI
GTGGAGCGGEAGRAGAGAGCCGTOGGCATOCGGCGCCGTGTTTC TGGGCTTCCTGGGAGEC
150] ~emmmmecmcefm e ——— o - m———— e ———— o o
CACCTCGCCCTCTTICTCTCGGCACCCGTAGCCGCGECACARAGACCCGARGGACCCTCGE
vV E R _E_K B A VvV G_I_G A V F L G_F L G A
FIG. 17C
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Pwull
GOCGGATC TACAATGGGAGCCGCCAGCATCACCC TGRACCGTGCAGGCCAGACAGC TGO TG
————————— e i e mnt 2t e L T )
CEGCCTAGATGTTACCC TCGECGG TCGTAGTGGGAC TGGCACG TCCGETC TG TCGACGAC
A_G 5 T M G A _A 5 I T L T WV O A R O L L

Fvull
AGCGGCATOGTEC AGCAGCAGAGCARTCTECTGAGRGCCATCGAGGCCCAGCAGCAGC TG
———————— e T e T el T T A
TCGCCGTAGCACGTOGTOGTC TG T TAGARCGAC TCTCGG TAGC TCCGGGTCGTCGTCGAC
5 6_I Vv 0 0 ©0 5 M L L B A I E A O 0 0 L

PvuIl BstKl
BstI BstNI
CTGAAGC TGACAGTGTGGEEGCATCARGCAGCTGCAGGCCAGEGTGC TEGECOGTGERAGAGA

BatHl Patl
TACCTGAGGGACCAGCAGCTCCTGGGCATCTGGGGCTGCAGOGGCARGC TGATCTGCACC

BathNl Pyull
ACCARCGTGCCCTGGAATAGCAGCTGEAGCARCAAGAGCTACGRCGACATCTGGCAGRAL
--------- e e e e e e ——————
TGETIGCACGGEGACCTTATCGTCGACCTOGTTGTTCTCGATGC TGCTGTAGACCGTCTTS

BgtNI
ATGRCCTGECTGCAG TGEEACARGGRAGATCAGCAACTACACCGACATCATCTACAGCCTG

e e rmmprEErrm e - =

TACTGGACCGACGTCACCCTGTTCCTCTAGTCGTTGATG TGGC TGTAGTAGATGTCGGAC
M_T W_L O W D K E I &5 W _¥ T D I I ¥ 5 L

BstNI

PELMI Bglll
TGGGCCARCC TG TGGAAC TG TTCGACATCAGCAAG TGEC TGTGGTACATCAGATC TTGA
--------- el T e T Y
RCCCGEGTTEGACACCTTGACCAAGCTGTAGTCGT TCACCGACACCATGTAGTC TAGARCT
H__h__H__L__H__N__H__;__D__I__S__ﬁiuﬂ;nbu‘ﬂ__f__1__Rh_ﬁ__'_*

¥oal
TAATCTAGRA

ATTAGATCTT

FIG. 17D
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IAVA - Evaluacion de los c_onstructos AdH5
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FCC/05.003. Media de las respuestas a las mezclas de la biblioteca de péptidos del VIH del clado A por

IL-2 Elispot 10 dias post-primovacunacion

Cada barra representa la media de 4 muestras (cada una analizada por trplicado) +/- Error Estandar
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