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ES 2589013 T3

DESCRIPCION
Vacunas mejoradas para abordar la telomerasa
Campo de la invencion

La presente invencién se refiere a vacunas mejoradas contra el cancer, y el uso de dichas vacunas en métodos
mejorados para inducir respuestas inmunitarias, y para inmunizar de forma profilactica y/o terapéutica individuos
contra hTERT.

Antecedentes de la invencion

hTERT es una transcriptasa inversa telomerasa humana que sintetiza una marca TTAGGG sobre el extremo de los
teldbmeros para evitar la muerte celular debido a acortamiento cromosomico. Las células embrionarias y algunas
células de la linea germinal normalmente expresan hTERT para regular la homeostasis de poblaciones celulares.
Las células cancerosas, sin embargo, explotan este mecanismo de regulacién para alterar la homeostasis de las
poblaciones celulares. Por ejemplo, sucede sobreexpresion de hTERT en mas del 85 % de las células cancerosas
humanas. Por lo tanto, hTERT es una diana inmunoterapéutica ideal.

hTERT también puede potenciar la inmunoterapéutica contra células hiperproliferativas que expresan hTERT debido
a infeccién por HCV o HPV. La oncoproteina E6 de los tipos de HPV de alto riesgo activa la transcripcion de la
transcriptasa inversa telomerasa humana (hTERT) en queratinocitos humanos. Legiones displasicas y legiones
neoplasicas prematuras dentro del higado también expresan hTERT a niveles anormalmente elevados. Por tanto, la
inmunoterapia contra HPV y HCV puede potenciarse abordando células que expresan hTERT a niveles anormales.
La inmunoterapia de combinaciéon usando tanto hTERT como proteinas o acidos nucleicos de HPV o HCV que
codifican dichas proteinas es una inmunoterapia atractiva.

El documento GB 2317 891 describe hTRT (o variantes o fragmentos de la misma que tienen al menos una
propiedad biolégica de hTERT), anticuerpos (o fragmentos de los mismos) que se unen especificamente a la misma,
y secuencias de acido nucleico que codifican hTRT.

Sumario de la invencién

La presente invenciéon proporciona una proteina que comprende una secuencia de aminoacidos seleccionada del
grupo que consiste en: SEQ ID NO: 35 y fragmentos de SEQ ID NO: 35 que comprenden 1140 o mas aminoacidos
de la SEQ ID NO: 35, donde dichos fragmentos son inmundgenos que potencian las respuestas inmunitarias
celulares contra hTERT.

Se proporcionan proteinas que comprenden secuencias de aminoacidos consenso de hTERT y moléculas de acido
nucleico que comprenden una secuencia de nucledtidos que codifica dichas proteinas.

La presente invencién se refiere adicionalmente a moléculas de acido nucleico que comprenden una secuencia de
nucledtidos seleccionada del grupo que consiste: SEQ ID NO: 34; fragmentos de la misma que comprenden 3420 o
mas nucledtidos de la SEQ ID NO: 34; secuencias de nucleétidos que tienen al menos un 95% de similitud con la
SEQ ID NO: 34.

La presente invencion también se refiere a una composicién farmacéutica que comprende dichas moléculas de acido
nucleico y al uso de la composicidon farmacéutica en el método de induccion de una respuesta inmunitaria en un
individuo contra células hiperproliferativas que expresan hTERT.

La presente invencion se refiere adicionalmente a vacunas recombinantes que comprenden dichas moléculas de
acido nucleico.

La presente invencion se refiere adicionalmente a patégenos atenuados vivos que comprenden dichas moléculas de
acido nucleico.

La presente invencién también se refiere a moléculas de acido nucleico que comprenden una secuencia de
nucledtidos seleccionada del grupo que consiste en: proteinas que comprenden una secuencia de aminoacidos
seleccionada del grupo que consiste en: SEQ ID NO: 35; fragmentos que comprenden 1140 o mas aminoacidos de
la SEQ ID NO: 35, donde dichos fragmentos son inmundgenos que potencian la respuesta inmunitaria celular contra
hTERT.

La presente invencion también se refiere a composiciones farmacéuticas que comprenden dichas proteinas y al uso
de la composicion farmacéutica en un método de induccién de una respuesta inmunitaria en un individuo contra
células hiperproliferativas que expresan hTERT. La presente invencién también se refiere a vacunas recombinantes
que comprenden dichas proteinas. La presente invencion también se refiere a patdgenos atenuados vivos que
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comprenden dichas proteinas.
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La Figura 1 muestra una comparacion de las secuencias de aminoacidos de EY2E1-B y EK2P-B. La secuencia
lider de IgE esta subrayada. Las regiones en recuadro muestran regiones variables. El * indica seis restos
importantes implicados en la utilizacion de CCRS. El sitio de escision esta indicado por una flecha. El dominio
transmembrana se muestra por la linea punteada.

La Figura 2 muestra relaciones filogenéticas de dos secuencias de envuelta de VIH-1 subtipo B. Se incluyeron
cuarenta y dos secuencias de envuelta de VIH-1 subtipo B, EY2E1-B, EK2P-B, dos secuencias de subtipo D y
dos de subtipo C (grupo externo) en el analisis filogenético. Las secuencias de envuelta de subtipo B que
representan una amplia muestra de diversidad fueron de los 11 siguientes paises: Argentina (1); Australia (6);
China (1); Francia (4); Alemania (1); Gran Bretafia (2); Italia (1); Japon (1); Paises Bajos (4); Espaia (1); Estados
Unidos (20). Las secuencias EY2E1-B y EK2P-B se muestran en recuadros negros.

La Figura 3 muestra la expresion de inmunogenos de envuelta. El Panel A muestra los resultados de analisis de
transferencia de Western de los genes EY2E1-B y EK2P-B. Se transfectaron células RD con diferentes
plasmidos. 48 horas después, se recogieron los lisados celulares. Las muestras se analizaron por transferencia
de Western y se sondearon con anticuerpo monoclonal contra gp120 de VIH-1 (2G12). En cuanto al control de
carga, la transferencia se separo y se volvié a sondear con anticuerpo monoclonal antiactina. El Panel B muestra
los resultados del ensayo de inmunofluorescencia de los genes EY2E1-B y EK2P-B. Las células RD
transfectadas que expresan proteinas de envuelta mostraron fluorescencia roja tipica. El anticuerpo monoclonal
especifico de envuelta de VIH-1 F105 sirvié como fuente de anticuerpo primario.

La Figura 4 muestra los titulos totales de anticuerpo IgG en los sueros de los ratones inmunizados. El Panel A
muestra la medicién de respuestas de anticuerpo especificas de envuelta de subtipo B. El Panel B muestra la
medicién de respuestas de anticuerpo especificas de envuelta de subtipo A/E. El Panel C muestra la medicién de
respuestas de anticuerpo especifico de envuelta de subtipo C. Se detectaron respuestas inmunitarias humorales
después de inmunizacion con construcciones de ADN pEY2E1-B y pEK2P-B por ensayo inmunoabsorbente
ligado a enzimas (ELISA). Cada ratén se inmunizo por via intramuscular tres veces, cada una de 100 ug de ADN
a intervalos bisemanales. Los ratones de cada grupo (n=3) se exanguinaron una vez a la semana después de la
tercera inmunizacion y sueros combinados de igual forma se diluyeron en tampdén de bloqueo y se analizaron
como se describe en materiales y métodos. Los sueros combinados recogidos de ratones inmunizados con pVAX
se usaron como control. Se midié la absorbancia (DO) a 450 nm. Cada dato puntual representa el promedio de
tres valores de DO de tres sueros de ratones por grupo y los valores representan la media de ELISA obtenida en
tres ensayos diferentes.

La Figura 5 muestra la induccién de respuestas inmunitarias mediadas por células por pEY2E1-B tanto en
ratones BalB/C como ratones transgénicos HLA-A2. Se determinaron las frecuencias de células formadoras de
manchas (SFC) de IFN-y especificas de envuelta consenso de subtipo B por milléon de esplenocitos después de
vacunacion de ADN con pEY2E1-B y pEK2P-B por ensayo ELISpot tanto en ratones BalB/C (Panel A) como en
ratones transgénicos (Panel C). También se determinaron las frecuencias de células formadoras de manchas de
IFN-y especificas de envuelta consenso de subtipo B, CD8 reducidas por millén de esplenocitos después de
vacunacion de ADN con pEY2E1-B y pEK2P-B tanto en ratones BalB/C (Panel B) como en ratones transgénicos
(Panel D). Los esplenocitos se aislaron de ratones inmunizados individuales (tres ratones por grupo) y se
estimularon in vitro con combinaciones de péptidos solapantes de envuelta de subtipo B consenso. Se incluyeron
ratones inmunizados con pVAX estructural como control negativo. Los valores son las medias + deviaciones
tipicas de la media de IFN-y SCF. (Panel E) Caracterizacion de epitopos dominantes especificos de envuelta
consenso de subtipo B. Los esplenocitos recogidos de ratones BalB/C vacunados con pEY2E1-B y pEK2P-B
respectivamente, se cultivaron con 29 combinaciones de péptido de envuelta consenso de subtipo B de IVH-1
durante 24 horas. Se determinaron células secretoras de IFN-y por ensayo ELISpot como se ha descrito
anteriormente.

La Figura 6 muestra reactividad cruzada inducida por pEY2E1-B tanto en ratones BalB/C como en ratones
transgénicos HLA-A2. Las respuestas inmunitarias de células T aditivas en ratones BalB/C inducidas por
vacunacion con pEY2E1-B y pEK2P-B contra cuatro combinaciones de péptidos individuales de péptidos de
envuelta MN de VIH-1 (Panel A), grupo M de VIH-1 (Panel B), péptidos de envuelta consenso de subtipo C
(Panel C) y dos péptidos de envuelta de aislado de subtipo C (Paneles D y E) se midieron por ensayo ELISpot de
IFN-y. También se midieron las respuestas inmunitarias de células T aditivas en ratones transgénicos HLA-A2
inducidas por vacunacion con pEY2E1-B y pEK2P-B contra cuatro combinaciones de péptidos individuales de
péptidos de envuelta MN de VIH-1 (Panel F), grupo M de VIH-1 (Panel G), péptidos de envuelta consenso
subtipo C (Panel H) y dos péptidos de envuelta de aislado de subtipo C (Paneles | y J). Se incluyeron ratones
inmunizados con pVAX estructural como control negativo.

La Figura 7 muestra la caracterizacion de epitopos dominantes especificos de envuelta MN de subtipo B tanto en
ratones BalB/C (Panel A) como ratones transgénicos HLA-A2 (Panel B) inmunizados con pEY2E1-B y pEK2P-B.
Los esplenocitos recogidos de ratones BalB/C vacunados con pEY2E1-B y pEK2P-B y ratones transgénicos,
respectivamente, se cultivaron con 29 combinaciones de péptidos de envuelta MN de subtipo B de VIH-1 durante
24 horas. Se determinaron las células secretoras de IFN-y por ensayo ELISpot como se ha descrito
anteriormente.

La Figura 8 muestra una representacion esquematica de dominios funcionales de E72E1-B (aproximadamente
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700+ aminoacidos).

La Figura 9 muestra un mapa de la construccion E72E1-B.

La Figura 10, Paneles A y B muestra que se induce una fuerte respuesta inmunitaria celular por E72E1-B.

La Figura 11, Paneles A y B muestra que se inducen respuestas inmunitarias celulares de reactividad cruzada
fuertes y amplias por E72E1-B.

La Figura 12 Paneles A-D, muestra que se inducen fuertes respuestas inmunitarias celulares de clado cruzado
por E72E1-B.

La Figura 13 representa el inmunégeno disefiado para el estudio en el Ejemplo 2.

La Figura 14 muestra relaciones filogenéticas: Se incluyeron treinta y seis secuencias de envuelta de subtipo C
de VIH-1, EY3E1-C, EK3P-C, dos secuencias de subtipo B, una de subtipo A y una de subtipo D (grupo externo)
en el analisis filogenético. Las secuencias de envuelta de subtipo C que representan una amplia muestra de
diversidad eran de 12 paises.

La Figura 15, Paneles A y B, muestra datos de estudios de respuesta celular provocada por pEY3E1-C.

La Figura 16 muestra datos de estudios de respuestas celulares provocadas por pEY3E1-C.

La Figura 17, Paneles A-D, muestra datos de estudios de respuestas celulares de reactividad cruzada
provocadas por pEY3E1-C dentro del mismo clado.

La Figura 18, Paneles A y B, muestra datos de estudios de respuestas celulares de reactividad cruzada
provocadas por pEY3E1-C. El Panel A muestra datos de ELISpot de IFN-y especifica de env de subtipo C
(Uruguay). El Panel B muestra datos de ELISpot de IFN-y especifica de env de subtipo C (Sudafrica).

La Figura 19, Panales A-F, muestra datos de estudios de respuestas celulares de reactividad cruzada
provocadas por pEY3E1-C entre clados.

La Figura 20, paneles A-X, muestra datos de estudios de respuestas inmunitarias provocadas por construcciones
consenso de gag de VIH-1.

La Figura 21 ilustra el ciclo vital de HPV en el epitelio del tracto genital.

La Figura 22 muestra un mapa de la organizacion del genoma de HPV-16.

La Figura 23 ilustra el disefio de inmunogeno: * se refiere a deleciones o mutaciones importantes para la union y
degradacion de p53; A se refiere a mutaciones en el sitio de unién de Rb.

La Figura 24 incluye una ilustracion de la construccion genética p1667 que incluye secuencias codificantes para
las proteinas E6 y E7 de HPV, y pVAX, el plasmido estructural que carece del inserto de HPV y se usa como
control negativo.

La Figura 25, Paneles A-D, muestran respuestas inmunitarias celulares inducidas por el inmunégeno de ADN
p1667.

La Figura 26 muestra resultados del mapeo de epitopos inmunodominantes.

La Figura 27 muestra los resultados de experimentos profilacticos usando vacuna de ADN de E6/E7 para
estudiar la proteccién en ratones C57/BL6.

La Figura 28 muestra resultados de los experimentos de regresion tumoral usando vacuna de ADN de E6/E7
para estudiar la protecciéon en ratones C57/BL6.

La Figura 29 muestra los datos de experimentos que detectan linfocitos positivos a tetramero E7 en bazos.

La Figura 30 muestra los datos de experimentos que detectan linfocitos positivos a tetramero E7 en tumores.

La Figura 31 muestra datos de un estudio de proteccion con vacuna de ADN en ratones transgénicos.

La Figura 32 muestra respuestas inmunitarias celulares potenciadas contra inmunégenos consenso de VIH-1 con
coinyeccion IM de IL-12 codificada por el plasmido seguida por electroporacion (EP). Se realizaron ELISpot de
IFN-y dos semanas después de (a) la primera inmunizacién, (b) la segunda inmunizacion y (c) la tercera
inmunizacion (como se observa en comparacion con las otras tres). Las respuestas contra env se representan
como barras negras y gag se representan como barras blancas con los datos mostrados como respuestas
medias de grupo apiladas + ETM.

La Figura 33 muestra respuestas inmunitarias celulares de reactividad cruzada potenciadas con electroporacion
intramuscular. Después de tres inmunizaciones, se determind la respuesta inmunitaria de células T total en
macacos inmunizados con pEY2E1-B contra cuatro combinaciones de péptidos de los péptidos de grupo M de
VIH-1 por ELISpot de IFN-y. Los datos se muestran como medias de grupo apiladas + ETM.

La Figura 34 muestra las respuestas de memoria potenciadas contra inmunégenos de VIH-1 con electroporacion
IM e IL-12 de plasmido. Cinco meses después de la Ultima inmunizacion, se realizaron ensayos ELISpot para
determinar las respuestas de memoria especificas de antigeno contra gag y env en los grupos inmunizados IM y
EP con y sin coinmunizacion con el plasmido de IL-12. Los datos se muestran como respuestas medias de grupo
+ ETM.

Descripcion detallada de las realizaciones preferidas
Definiciones

Como se usa en este documento, la expresion "condiciones rigurosas de hibridacion" o "condiciones rigurosas" se
refiere a condiciones en las que una molécula de acido nucleico hibridara con otra molécula de acido nucleico, pero
no con otras secuencias. Las condiciones rigurosas son dependientes de la secuencia y seran diferentes en
diferentes circunstancias. Secuencias mas largas hibridan especificamente a temperaturas mas altas. En lineas
generales, las condiciones rigurosas se seleccionan para que sean 5 °C inferiores al punto de fusién térmica (Tm)
para la secuencia especifica a una fuerza iénica y pH definidos. La Tm es la temperatura (bajo una fuerza iénica, pH
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y concentracion de acido nucleico definidos) a la que el 50 % de las sondas complementarias a la secuencia diana
hibridan con la secuencia diana en equilibrio. Como las secuencias diana estan presentes generalmente en exceso,
a Tm, el 50 % de las sondas estan ocupadas en equilibrio. Normalmente, las condiciones rigurosas seran aquellas
en que la concentracion salina es menor de aproximadamente 1,0 M de iones sodio, normalmente de
aproximadamente 0,01 a 1,0 M de iones sodio (u otras sales) a pH 7,0 a 8,3 y la temperatura es de al menos
aproximadamente 30 °C para sondas, cebadores u oligonucleétidos cortos (por ejemplo, 10 a 50 nucleodtidos) y de al
menos aproximadamente 60 °C para sondas, cebadores u oligonucleétidos mas largos. Las condiciones rigurosas
también pueden conseguirse con la adicion de agentes desestabilizantes, tales como formamida.

La homologia de secuencia para nucleétidos y aminoacidos puede determinarse usando el software FASTA, BLAST
y Gapped BLAST (Altschul et al., Nuc. Acids Res., 1997, 25, 3389) y PAUP* 4.0b10 (D. L. Swofford, Sinauer
Associates, Massachusetts). El "porcentaje de similitud" se calcula usando el software PAUP* 4.0b10 (D. L.
Swofford, Sinauer Associates, Massachusetts). La similitud promedio de la secuencia consenso se calcula en
comparacion con todas las secuencias en el arbol filogenético (véanse las Figuras 2 y 14).

En resumen, el algoritmo BLAST, que significa Basic Local Alignment Search Tool, es adecuado para determinar la
similitud de secuencia (Altschul et al., J. Mol. Biol., 1990, 215, 403-410). El software para realizar analisis BLAST
esta disponible al publico a través del National Center for Biotechnology Information (http://www.ncbi.nim.nih.gov/).
Este algoritmo implica identificar primero un par de secuencias de alta valoracion (HSP) identificando palabras cortas
de longitud W en la secuencia de consulta que equivalga o satisfaga algun valor T umbral de valor positivo cuando
se alinea con una palabra de la misma longitud en una secuencia de base de datos. T se menciona como el umbral
de valor de palabra adyacente (Altschul et al., supra). Estos aciertos de palabra adyacente iniciales actian como
semillas para iniciar busqueda para encontrar HSP que los contengan. Los aciertos de palabras se prolongan en
ambas direcciones a lo largo de cada secuencia lo mas posible que pueda aumentarse el valor de alineacion
cumulativo. La prolongacion para los aciertos de palabra en cada direccion se detiene cuando: 1) el valor de
alineacion cumulativo disminuye en una cantidad X de su valor maximo conseguido; 2) el valor cumulativo llega a
cero o por debajo, debido a la acumulaciéon de una o mas alineaciones de restos de valoraciéon negativa; o 3) se
alcanza el final de cualquier secuencia. Los parametros del algoritmo BLAST W, T y X determinan la sensibilidad y
velocidad de la alineacion. El programa BLAST usa por defecto una longitud de palabra (W) de 11, la matriz de
valoracion BLOSUMG62 (véase Henikoff et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 1992, 89, 10915-10919), alineaciones (B)
de 50, expectativa (E) de 10, M=5, N=4, y una comparaciéon de ambas hebras. El algoritmo BLAST (Karlin et al.,
Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 1993, 90, 5873-5787) y Gapped BLAST realizan un analisis estadistico de la similitud
entre dos secuencias. Una medida de similitud proporcionada por el algoritmo BLAST es la probabilidad de suma
mas pequefia (P(N)), que proporciona una indicacion de la probabilidad por la cual sucederia un acoplamiento entre
dos secuencias de nucledtidos por casualidad. Por ejemplo, un acido nucleico se considera similar a otro si la
probabilidad de suma mas pequefia en comparacion del acido nucleico de ensayo con el otro acido nucleico es
menor de aproximadamente 1, preferiblemente menor de aproximadamente 0,1, mas preferiblemente menor de
aproximadamente 0,01 y mucho mas preferiblemente menor de aproximadamente 0,001.

Como se usa en este documento, la expresion "construccion genética" se refiere a las moléculas de ADN o ARN que
comprenden una secuencia de nucleétidos que codifica una proteina. La secuencia codificante incluye sefales de
inicio y terminacién unidas de forma funcional a elementos reguladores que incluyen un promotor y una sefial de
poliadenilacion capaz de dirigir la expresion en las células del individuo al cual se administra la molécula de acido
nucleico.

Como se usa en este documento, la expresion "forma expresable" se refiere a construcciones génicas que contienen
los elementos reguladores necesarios unidos de forma funcional a una secuencia codificante que codifica una
proteina de modo que cuando estan presenten en la célula del individuo, se expresara la secuencia codificante.

Vision global

En el sentido mas general, la invencidon se refiere a secuencias consenso de hTERT como se define en las
reivindicaciones.

La presente invencidén proporciona vacunas mejoradas utilizando una estrategia multifase para potenciar las
respuestas inmunitarias celulares inducidas por inmunégenos. Se generaron secuencias consenso modificadas para
inmunoégenos. También se describen modificaciones genéticas incluyendo optimizacion de codones, optimizacion de
ARN vy la adicién de una secuencia lider de inmunoglobina de alta eficacia para aumentar la inmunogenicidad de las
construcciones. Los inmundgenos novedosos se han disefiado para provocar respuestas inmunitarias celulares mas
fuertes y mas amplias que los correspondientes inmunégenos de codones optimizados.

La invencidén proporciona vacunas mejoradas contra el cancer proporcionando proteinas y construcciones genéticas
que codifican proteinas con epitopos que las hacen particularmente eficaces como inmunégenos contra las que
pueden inducirse respuestas inmunitarias anti-hTERT. Por consiguiente, pueden proporcionarse vacunas para
inducir una respuesta inmunitaria terapéutica o profilactica. En algunas realizaciones, el medio para suministrar el
inmunogeno es una vacuna de ADN, una vacuna recombinante, una vacuna de subunidad de proteina, una
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composicion que comprende el inmunégeno, una vacuna atenuada o una vacuna inactivada. En algunas
realizaciones, la vacuna comprende una combinacién seleccionada de los grupos que consisten en: una o mas
vacunas de ADN, una o mas vacunas recombinantes, una o mas vacunas de subunidad de proteina, una o mas
composiciones que comprenden el inmunégeno, una o mas vacunas atenuadas y una o mas vacunas inactivadas.

Una vacuna de acuerdo con la invencién puede suministrarse a un individuo para modular la actividad del sistema
inmunitario del individuo y de ese modo potenciar la respuesta inmunitaria contra hTERT. Cuando se capta una
molécula de acido nucleico que codifica la proteina por las células del individuo, la secuencia de nucleétidos se
expresa en las células y de ese modo la proteina se suministra al individuo.

De acuerdo con algunos aspectos de la presente invencion, se proporcionan composiciones y métodos que
inmunizan de forma profilactica y/o terapéutica a un individuo contra hTERT.

La presente invenciodn se refiere a composiciones para suministrar moléculas de acido nucleico que comprenden una
secuencia de nucledtidos que codifica una proteina de la invenciéon unida de forma funcional a elementos
reguladores. Aspectos de la presente invencidon se refieren a composiciones de una vacuna recombinante que
comprende una secuencia de nucledétidos que codifica una proteina de la invencion; un patégeno atenuado vivo que
codifica una proteina de la invencion y/o incluye una proteina de la invencion; un patégeno inactivado que incluye
una proteina de la invencién; o una composicién tal como un liposoma o vacuna de subunidad que comprende una
proteina de la invencion. La presente invencion se refiere adicionalmente a composiciones farmacéuticas inyectables
que comprenden composiciones.

hTERT

hTERT es una transcriptasa inversa telomerasa humana que sintetiza una marca TTAGGG sobre el extremo de los
telémeros para prevenir la muerte celular debido a acortamiento de los cromosomas. Las células hiperproliferativas
con expresion anormalmente alta de hTERT pueden abordarse por inmunoterapia. Estudios recientes también
apoyan la expresion anormal de hTERT en células hiperproliferativas infectadas con HCV y HPV. Por tanto, la
inmunoterapia tanto para HPV como HCV puede potenciarse abordando células que expresan hTERT a niveles
anormales.

Estudios recientes demuestran que la expresion de hTERT en células dendriticas transfectadas con genes de
hTERT puede inducir células T citotoxicas CD8+ y producir células T CD4+ de un modo especifico de antigeno. Por
lo tanto, el uso de la expresion de hTERT en células presentadoras de antigeno (APC) para retardar la senescencia
y sostener su capacidad de presentar el antigeno de eleccion es atractivo en el desarrollo de nuevos métodos de
inmunoterapia.

De acuerdo con algunas realizaciones de la invencion, los métodos de induccion de una respuesta inmunitaria en
individuos contra un inmundégeno comprenden administrar al individuo la proteina hTERT y fragmentos funcionales
de la misma o secuencias codificantes expresables de la misma en combinacién con una molécula de acido nucleico
aislada que codifica la proteina de la invencién y/o una vacuna recombinante que codifica la proteina de la invencioén
y/o una vacuna de subunidad de la proteina de la invenciéon y/o una vacuna atenuada viva y/o una vacuna
inactivada.

También se describen en este documento vacunas que incluyen la SEQ ID NO: 30 y una secuencia de acido
nucleico o secuencia de aminoacidos codificada por las secuencias de acido nucleico de la misma seleccionadas del
siguiente grupo: SEQ ID NO: 34, SEQ ID NO: 35 y cualquier combinacién de las mismas. En algunas realizaciones
de la invencidn, las vacunas de la invencién comprenden la SEQ ID NO: 34 o la SEQ ID NO: 35. La SEQ ID NO: 34
comprende la secuencia de acido nucleico que codifica hTERT. La SEQ ID NO: 35 comprende la secuencia de
aminoacidos para hTERT.

También se describen en este documento vacunas que comprenden la SEQ ID NO: 22 y la SEQ ID NO: 34 o la SEQ
ID NO: 35. El uso de secuencias de acido nucleico que codifican hTERT y/o la proteina de hTERT en combinacion
con los inmunogenos de HPV potencia la respuesta inmunitaria mediada por células contra células infectadas por
HPV.

Los fragmentos de la SEQ ID NO: 34 puede comprender 3420 o mas nucledtidos, incluyendo preferiblemente
secuencias que codifican un epitopo inmunodominante. En algunas realizaciones, los fragmentos de la SEQ ID NO:
34 pueden comprender 3480 o mas nucleodtidos, incluyendo preferiblemente secuencias que codifican un epitopo
inmunodominante. En algunas realizaciones, los fragmentos de la SEQ ID NO: 34 pueden comprender secuencias
codificantes para las secuencias lider de IgE. En algunas realizaciones, los fragmentos de la SEQ ID NO: 34 no
comprenden secuencias codificantes para las secuencias lider de IgE.

Los fragmentos de la SEQ ID NO: 35 pueden comprender 1140 o mas aminoacidos, incluyendo preferiblemente

secuencias que codifican un epitopo inmunodominante. En algunas realizaciones, los fragmentos de la SEQ ID NO:
35 pueden comprender 1170 o mas aminoacidos, incluyendo preferiblemente secuencia que codifican un epitopo
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inmunodominante. En algunas realizaciones, los fragmentos de la SEQ ID NO: 35 pueden comprender 1200 o mas
aminoacidos, incluyendo preferiblemente secuencias que codifican un epitopo inmunodominante. En algunas
realizaciones, los fragmentos de la SEQ ID NO: 35 pueden comprender 1230 o mas aminoacidos, incluyendo
preferiblemente secuencias que codifican un epitopo inmunodominante. En algunas realizaciones, los fragmentos de
la SEQ ID NO: 35 pueden comprender 1260 o mas aminoacidos, incluyendo preferiblemente secuencias que
codifican un epitopo inmunodominante. En algunas realizaciones, los fragmentos de la SEQ ID NO: 35 pueden
comprender 1290 o mas aminoacidos, incluyendo preferiblemente secuencias que codifican un epitopo
inmunodominante. En algunas realizaciones, los fragmentos de la SEQ ID NO: 35 pueden comprender 1320 o mas
aminoacidos, incluyendo preferiblemente secuencias que codifican un epitopo inmunodominante. En algunas
realizaciones, los fragmentos de la SEQ ID NO: 35 pueden comprender 1350 o mas aminoacidos, incluyendo
preferiblemente secuencias que codifican un epitopo inmunodominante. En algunas realizaciones, los fragmentos de
la SEQ ID NO: 35 pueden comprender 1380 o mas aminoacidos, incluyendo preferiblemente secuencias que
codifican un epitopo inmunodominante. En algunas realizaciones, los fragmentos de la SEQ ID NO: 35 pueden
comprender 1410 o mas aminoacidos, incluyendo preferiblemente secuencias que codifican un epitopo
inmunodominante. En algunas realizaciones, los fragmentos de la SEQ ID NO: 35 pueden comprender 1440 o mas
aminoacidos, incluyendo preferiblemente secuencias que codifican un epitopo inmunodominante. En algunas
realizaciones, los fragmentos de la SEQ ID NO: 35 pueden comprender 1470 o mas aminoacidos, incluyendo
preferiblemente secuencias que codifican un epitopo inmunodominante. En algunas realizaciones, los fragmentos de
la SEQ ID NO: 35 pueden comprender 1500 o mas aminoacidos, incluyendo preferiblemente secuencias que
codifican un epitopo inmunodominante. En algunas realizaciones, los fragmentos de la SEQ ID NO: 35 pueden
comprender secuencias codificantes para las secuencias lider de IgE. En algunas realizaciones, los fragmentos de la
SEQ ID NO: 35 no comprenden secuencias codificantes para las secuencias lider de IgE.

Vacunas que abordan hTERT

La invencién proporciona vacunas mejoradas proporcionando proteinas y construcciones genéticas que codifican
proteinas con epitopos que las hacen particularmente eficaces como inmundgenos contra las que pueden inducirse
respuestas inmunitarias. Por consiguiente, pueden proporcionarse vacunas para inducir una respuesta inmunitaria
terapéutica o profilactica. En algunas realizaciones, el medio para suministrar el inmundgeno es una vacuna de
ADN, una vacuna recombinante, una vacuna de subunidad de proteina, una composicion que comprende el
inmunoégeno, una vacuna atenuada o una vacuna inactivada. En algunas realizaciones, la vacuna comprende una
combinacién seleccionada de los grupos que consisten en: una o mas vacunas de ADN, una o mas vacunas
recombinantes, una o mas vacunas de subunidad de proteina, una o mas composiciones que comprenden el
inmunogeno, una o mas vacunas atenuadas y una o mas vacunas inactivadas.

De acuerdo con algunas realizaciones de la invencion, una composiciéon de acuerdo con la invencion es para su uso
en la modulacién de la actividad del sistema inmunitario del individuo y de ese modo en la potenciacion de la
respuesta inmunitaria. Cuando una molécula de acido nucleico que codifica la proteina se capta por las células del
individuo, se expresa la secuencia de nucleoétidos en las células y de ese modo se suministra la proteina al individuo.
Aspectos de la invencion proporcionan secuencias codificantes de la proteina sobre la molécula de acido nucleico
tales como plasmidos, como parte de vacunas recombinantes y como parte de vacunas atenuadas, como proteinas
aisladas o proteinas como parte de un vector.

De acuerdo con algunos aspectos de la presente invencion, se proporcionan composiciones que inmunizan de forma
profilactica y/o terapéutica a un individuo.

Las vacunas de ADN se describen en las patentes de Estados Unidos n.° 5.593.972, 5.739.118, 5.817.637,
5.830.876, 5.962.428, 5.981.505, 5.580.859, 5.703.055, 5.676.594, y las solicitudes de prioridad citadas en las
mismas. Ademas de los protocolos de suministro descritos en estas solicitudes, se describen métodos alternativos
de suministro de ADN en las patentes de Estados Unidos n.° 4.945.050 y 5.036.006.

La presente invencion se refiere a vacunas vivas atenuadas mejoradas, vacunas inactivadas mejoradas y vacunas
mejoras que usan vectores recombinantes para suministrar genes foraneos que codifican antigenos y también como
vacunas de subunidad y glucoproteina. Ejemplos de vacunas vivas atenuadas, aquellas que usan vectores
recombinantes para suministrar antigenos foraneos, vacunas de subunidad y vacunas de glucoproteinas se
describen en las patentes de Estados Unidos n.° 4.510.245; 4.797.368; 4.722.848; 4.790.987; 4.920.209; 5.017.487;
5.077.044; 5.110.587; 5.112.749; 5.174.993; 5.223.424; 5.225.336; 5.240.703; 5.242.829; 5.294.441; 5.294.548;
5.310.668; 5.387.744; 5.389.368; 5.424.065; 5.451.499; 5.453.3 64; 5.462.734; 5.470.734; 5.474.935; 5.482.713;
5.591.439; 5.643.579; 5.650.309; 5.698.202; 5.955.088; 6.034.298; 6.042.836; 6.156.319 y 6.589.529.

Cuando se captan por una célula, la construccion o construcciones genéticas pueden permanecer presenten en las
células como una molécula extracromosomica funcional y/o integrarse en el ADN cromosomico de la célula. EI ADN
puede introducirse en las células donde permanece como material genético separado en forma de un plasmido o
plasmidos. Como alternativa, puede introducirse ADN lineal que puede integrarse en el cromosoma en la célula.
Cuando se introduce ADN en la célula, pueden afadirse reactivos que promueven la integracion del ADN en los
cromosomas. Las secuencias de ADN que son Utiles para promover la integracién también pueden incluirse en la
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molécula de ADN. Como alternativa, puede administrarse ARN a la célula. También se contempla proporcionar la
construccion genética como un minicromosoma lineal que incluye un centromero, teldomeros y un origen de
replicacion. Las construcciones génicas pueden permanecer como parte del material genético en microorganismos
vivos atenuados o vectores microbianos recombinantes que viven en las células. Las construcciones génicas
pueden ser parte de genomas de vacunas viricas recombinantes donde el material genético se integra en el
cromosoma de la célula o permanece de forma extracromosomica. Las construcciones genéticas incluyen elementos
reguladores necesarios para la expresion génica de una molécula de acido nucleico. Los elementos incluyen: un
promotor, un codon de inicio, un codén de parada y una sefial de poliadenilacion. Ademas, a menudo se requieren
potenciadores para expresion génica de la secuencia que codifica la proteina diana o la proteina inmunomoduladora.
Es necesario que estos elementos estén unidos de forma funcional a la secuencia que codifica las proteinas
deseadas y que los elementos reguladores sean funcionales en el individuo al cual se administran.

Los codones de inicio y los codones de parada se consideran en lineas generales como parte de una secuencia de
nucledtidos que codifica la proteina deseada. Sin embargo, es necesario que estos elementos sean funcionales en
el individuo al cual se administra la construcciéon génica. Los codones de inicio y terminacion deben estar en fase
con la secuencia codificante.

Los promotores y sefiales de poliadenilacion usados deben ser funcionales dentro de las células del individuo.

Ejemplos de promotores Utiles para poner en practica la presente invencion, especialmente la producciéon de una
vacuna genética para seres humanos, incluyen, aunque sin limitacién, promotores del virus de simio 40 (SV40),
promotor del virus de tumor mamario de ratén (MMTV), virus de la inmunodeficiencia humana (VIH) tal como el
promotor de la repeticion terminal larga (LTR) de BIV, virus de Moloney, ALV, citomegalovirus (CMV) tal como el
promotor temprano inmediato de CMV, virus de Epstein Barr (EBV), virus del sarcoma de Rous (RSV) asi como
promotores de genes humanos tales como actina humana, miosina humana, hemoglobina humana, creatina
muscular humana y metalotioneina humana.

Ejemplos de sefiales de poliadenilacion utiles para poner en practica la presente invencion, especialmente la
produccién de una vacuna genética para seres humanos, incluyen, aunque sin limitacion, sefiales de poliadenilacion
de SV40 y sefales de poliadenilacion de LTR. En particular, se usa la sefial de poliadenilacion de SV40 que esta en
el plasmido pCEP4 (Invitrogen, San Diego CA), mencionado como la sefial de poliadenilacion de SV40.

Ademas de los elementos reguladores necesarios para la expresion de ADN, también pueden incluirse otros
elementos en la molécula de ADN. Dichos elementos adicionales incluyen potenciadores. El potenciador puede
seleccionarse del grupo que incluye, aunque sin limitacion: potenciadores de actina humana, miosina humana,
hemoglobina humana, creatina muscular humana y viricos tales como los de CMV, RSV y EBV.

Las construcciones genéticas pueden proporcionarse con un origen de replicacion de mamifero para mantener la
construccion de forma extracromosémica y producir multiples copias de la construccion en la célula. Los plasmidos
pVAX1, pCEP4 y pREP4 de Invitrogen (San Diego, CA) contienen el origen de replicacion del virus de Epstein Barr y
la region codificante de EBNA-1 del antigeno nuclear que produce replicacion episémica de alto nimero de copias
sin integracion.

En algunas realizaciones preferidas relacionadas con aplicaciones de inmunizaciéon, se suministra una o mas
moléculas de acido nucleico que incluyen secuencias de nucleotidos que codifican la proteina de la invencion vy,
adicionalmente, genes para proteinas que potencian adicionalmente la respuesta inmunitaria contra dichas proteinas
diana. Ejemplos de dichos genes son aquellos que codifican otras citoquinas y linfoquinas tales como interferon-alfa,
interferon-gamma, factor de crecimiento derivado de plaquetas (PDGF), TNFa, TNF(B, GM-CSF, factor de
crecimiento epidérmico (EGF), IL-1, IL-2, IL-4, IL-5, IL-6, IL-10, IL-12, IL-18, MHC, CD80, CD86 e IL- 15 incluyendo
IL-15 que tiene la secuencia sefial delecionada e incluyendo opcionalmente el péptido sefial de IgE. Otros genes que
pueden ser utiles incluyen aquellos que codifican: MCP-1, MIP-1a, MIP-1p, IL-8, RANTES, L-selectina, P-selectina,
E-selectina, CD34, GlyCAM-1, MadCAM-1, LFA-1, VLA-1, Mac-1, p150.95, PECAM, ICAM-1, ICAM-2, ICAM-3, CD2,
LFA-3, M-CSF, G-CSF, IL-4, formas mutantes de IL-18, CD40, CD40L, factor de crecimiento vascular, IL-7, factor de
crecimiento de nervios, factor de crecimiento del endotelio vascular, Fas, receptor de TNF, Flt, Apo-1, p55, WSL-1,
DR3, TRAMP, Apo-3, AIR, LARD, NGRF, DR4, DR5, KILLER, TRAIL-R2, TRICK2, DR6, Caspasa ICE, Fos, c-jun,
Sp-1, Ap-1, Ap-2, p38, p65Rel, MyD88, IRAK, TRAFB6, kB, NIK inactiva, SAP K, SAP-1, JNK, genes de respuesta a
interferon, NFkB, Bax, TRAIL, TRAILrec, TRAILrecDRC5, TRAILR3, TRAIL-R4, RANK, ligando de RANK, Ox40,
ligando de Ox40, NKG2D, MICA, MICB, NKG2A, NKG2B, NKG2C, NKG2E, NKG2F, TAP1, TAP2 y fragmentos
funcionales de los mismos.

Puede afiadirse un elemento adicional que sirve como diana para de destruccién celular si es deseable eliminar
células que reciben la construccion genética por cualquier razén. Puede incluirse un gen de la timidina quinasa (tk)
de herpes en una forma expresable en la construccion genética. El farmaco gangcyclovir puede administrarse al
individuo y ese farmaco causara la eliminacion selectiva de cualquier célula que produzca tk, por tanto,
proporcionando el medio para la destruccion selectiva de células con la construccion genética.
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Para maximizar la produccion de proteina, pueden seleccionarse secuencias reguladoras que seran muy adecuadas
para la expresion génica en las células a las que se administra la construccion. Ademas, pueden seleccionarse
codones que se transcriben de forma mas eficaz en la célula. Un experto en la materia puede producir
construcciones de ADN que son funcionales en las células.

En algunas realizaciones, pueden proporcionarse construcciones génicas en que las secuencias codificantes para
las proteinas descritas en este documento estan ligadas al péptido sefal de IgE. En algunas realizaciones, las
proteinas descritas en este documento se ligan al péptido sefial de IgE.

En algunas realizaciones para las cuales se usa la proteina como por ejemplo, un experto en la materia puede,
usando técnicas bien conocidas, producir y aislar proteinas de la invencion usando técnicas bien conocidas. En
algunas realizaciones para las cuales se usa la proteina, por ejemplo, un experto en la materia puede, usando
técnicas bien conocidas, insertar moléculas de ADN que codifican una proteina de la invenciéon en un vector de
expresion disponible en el mercado para su uso en sistema expresion bien conocidos. Por ejemplo, el plasmido
disponible en el mercado pSE420 (Invitrogen, San Diego, Calif.) puede usarse para la produccién de proteinas en E.
coli. El plasmido disponible en el mercado pYES2 (Invitrogen, San Diego, Calif.) puede usarse, por ejemplo, para la
producciéon en cepas de levadura de S. cerevisiae. El sistema de expresion de baculovirus completo MAXBAC™
disponible en el mercado (Invitrogen, San Diego, Calif.) puede usarse, por ejemplo, para la produccion en células de
insecto. El plasmido disponible en el mercado pcDNA | o pcDNAS3 (Invitrogen, San Diego, Calif.) puede usarse, por
ejemplo, para la produccion en células de mamifero tales como células de ovario de hamster chino. Un experto en la
materia puede usar estos vectores y sistemas de expresion comerciales u otros para producir proteinas por técnicas
rutinarias y materiales de partida facilmente disponibles. (Véase, por ejemplo, Sambrook et al., Molecular Cloning a
Laboratory Manual, Segunda Ed. Cold Spring Harbor Press (1989).) Por tanto, las proteinas deseadas pueden
prepararse tanto en sistemas procariotas como eucariotas, produciendo un espectro de formas procesadas de la
proteina.

Un experto en la materia puede usar otros vectores y sistemas de expresion disponibles en el mercado o producir
vectores usando métodos bien conocidos y materiales de partida facilmente disponibles. Los sistemas de expresion
que contienen las secuencias de control necesarias, tales como promotores y sefiales de poliadenilacién, y
preferiblemente potenciadores, estan facilmente disponibles y son conocidos en la técnica para una diversidad de
hospedadores. Véase, por ejemplo, Sambrook et al., Molecular Cloning a Laboratory Manual, Segunda Ed. Cold
Spring Harbor Press (1989). Las construcciones genéticas incluyen la secuencia codificante de la proteina unida de
forma funcional a un promotor que es funcional en la linea celular a la que se transfectan las construcciones.
Ejemplos de promotores constitutivos incluyen promotores de citomegalovirus o SV40. Ejemplos de promotores
inducibles incluyen promotores del virus de la leucemia mamaria de ratén o de la metalotioneina. Los expertos en la
materia pueden producir facilmente construcciones genéticas Utiles para su transfeccion con células con ADN que
codifica la proteina de la invencién a partir de materiales de partida facilmente disponibles. El vector de expresion
que incluye el ADN que codifica la proteina se usa para transformar el hospedador compatible que después se
cultiva y mantiene en condiciones donde tiene lugar la expresion del ADN foraneo.

La proteina producida se recupera del cultivo, lisando las células o a partir del medio de cultivo segun lo apropiado y
lo conocido por los expertos en la materia. Un experto en la materia puede aislar, usando técnicas bien conocidas, la
proteina que se produce usando dichos sistemas de expresion. Los métodos de purificacion de la proteina a partir
de fuentes naturales usando anticuerpos que se unen especificamente a una proteina especifica como se ha
descrito anteriormente pueden aplicarse igualmente para purificar la proteina producida por metodologia de ADN
recombinante.

Ademas de producir proteinas por técnicas recombinantes, también pueden emplearse sintetizadores automatizados
de péptidos para producir la proteina aislada, esencialmente pura. Dichas técnicas son bien conocidas para los
expertos en la materia y son Utiles si son derivados que tienen sustituciones no proporcionados en la produccion de
proteina codificada por ADN.

Las moléculas de acido nucleico pueden suministrase usando cualquiera de las varias tecnologias bien conocidas
incluyendo inyeccion de ADN (también mencionada como vacunacion de ADN), vectores recombinantes tales como
adenovirus recombinantes, virus asociados a adenovirus recombinante y vaccinia recombinante.

Las vias de administracion incluyen, aunque sin limitacion, intramuscular, intranasal, intraperitoneal, intradérmica,
subcutanea, intravenosa, intraarterial, intraocular y oral, asi como topica, transdérmica, por inhalacién o por
supositorio o al tejido de la mucosa tal como lavado al tejido vaginal, rectal, uretral, bucal o sublingual. Las vias
preferidas de administracion incluyen inyeccion intramuscular, intraperitoneal, intradérmica y subcutanea. Las
construcciones genéticas pueden administrarse por medios que incluyen, aunque sin limitacion, jeringas
tradicionales, dispositivos de inyeccion sin aguja o "pistolas génicas por bombardeo de microproyectiles".

En algunas realizaciones, la molécula de acido nucleico se suministra a las células junto con la administracion de un

potenciador de funcién polinucleotidica o un agente facilitador de vacuna genética. Los potenciadores de funcion
polinucleotidica se describen en los documentos de Estados Unidos con nimero de serie 5.593.972, 5.962.428 y la
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solicitud internacional con numero de serie PCT/US94/00899 presentada el 26 de enero de 1994. Los agentes
facilitadores de vacuna genética se describen en el documento de Estados Unidos con ndmero de serie 021.579
presentado el 1 de abril de 1994. Los coagentes que se administran junto con las moléculas de acido nucleico
pueden administrase como una mezcla con la molécula de acido nucleico o administrase por separado
simultaneamente, antes o después de la administracion de las moléculas de acido nucleico. Ademas, también
pueden usarse otros agentes que pueden funcionar como agentes de transfeccion y/o agentes de replicacion y/o
agentes inflamatorios y que pueden coadministrarse con un GVF, incluyendo factores de crecimiento, citoquinas y
linfoquinas tales como interferén-a, interferon-gamma, GM-CSF, factor de crecimiento derivado de plaquetas
(PDGF), TNF, factor de crecimiento epidérmico (EGF), IL-1, IL-2, IL-4, IL-6, IL-10, IL-12 e IL-15 asi como factor de
crecimiento de fibroblastos, agentes tensioactivos tales como complejos inmunoestimuladores (ISCOM), adyuvante
incompleto de Freund, analogos de LPS incluyendo monofosforil lipido A (WL), muramil péptidos, analogos de
quinona y vesiculas tales como escualeno y escualano, y acido hialurénico, administrados junto con la construccion
genética. En algunas realizaciones, puede usarse una proteina inmunomoduladora como GVF. En algunas
realizaciones, la molécula de &acido nucleico se proporciona en asociacion con PLG para potenciar el
suministro/captacion.

Las composiciones farmacéuticas de acuerdo con la presente invencion comprenden aproximadamente 1
nanogramo a aproximadamente 2000 microgramos de ADN. En algunas realizaciones preferidas, las composiciones
farmacéuticas de acuerdo con la presente invencidon comprenden de aproximadamente 5 nanogramos a
aproximadamente 1000 microgramos de ADN. En algunas realizaciones preferidas, las composiciones
farmacéuticas contienen de aproximadamente 10 nanogramos a aproximadamente 800 microgramos de ADN. En
algunas realizaciones preferidas, las composiciones farmacéuticas contienen de aproximadamente 0,1 a
aproximadamente 500 microgramos de ADN. En algunas realizaciones preferidas, las composiciones farmacéuticas
contienen de aproximadamente 1 a aproximadamente 350 microgramos de ADN. En algunas realizaciones
preferidas, las composiciones farmacéuticas contienen de aproximadamente 25 a aproximadamente 250
microgramos de ADN. En algunas realizaciones preferidas, las composiciones farmacéuticas contienen de
aproximadamente 100 a aproximadamente 200 microgramos de ADN.

Las composiciones farmacéuticas de acuerdo con la presente invencién se formulan de acuerdo con el modo de
administraciéon a usarse. En casos donde las composiciones farmacéuticas son composiciones farmacéuticas
inyectables, son estériles, libres de pirégenos y libres de particulados. Se usa preferiblemente una formulacion
isotonica. En lineas generales, los aditivos para isotonicidad pueden incluir cloruro sédico, dextrosa, manitol, sorbitol
y lactosa. En algunos casos, se prefieren soluciones isoténicas tales como solucion salina tamponada con fosfato.
Los estabilizantes incluyen gelatina y albumina. En algunas realizaciones, se afiade un agente de vasoconstriccion a
la formulacién.

De acuerdo con algunas realizaciones de la invencion, se proporcionan composiciones de la invencion para su uso
en métodos de induccién de respuestas inmunitarias. La vacuna puede ser una vacuna atenuada viva, basada en
proteina, una vacuna celular, una vacuna recombinante o una vacuna de acido nucleico o ADN. En algunas
realizaciones, los métodos de induccion de una respuesta inmunitaria en individuos contra un inmundgeno,
incluyendo métodos de induccién de respuestas inmunitarias en la mucosa, comprenden administrar al individuo una
o mas de la proteina CTACK, la proteina TECK, la proteina MEC y fragmentos funcionales de las mismas o
secuencias codificantes expresables de las mismas en combinacién con una molécula de acido nucleico aislada que
codifica la proteina de la invencién y/o una vacuna recombinante que codifica la proteina de la invencion y/o una
vacuna de subunidad de la proteina de la invencion y/o una vacuna atenuada viva y/o una vacuna inactivada. La una
o mas de la proteina CTACK, la proteina TECK, la proteina MEC y fragmentos funcionales de las mismas pueden
administrarse antes de, de forma simultaneamente con, o después de la administracion de la molécula de acido
nucleico aislada que codifica un inmundgeno; y/o una vacuna recombinante que codifica un inmunégeno y/o una
vacuna de subunidad que comprende un inmundgeno y/o una vacuna atenuada viva y/o vacuna inactivada. En
algunas realizaciones, se administra una molécula de acido nucleico aislada que codifica una o mas proteinas
seleccionadas del grupo que consiste en: CTACK, TECK, MEC y fragmentos funcionales de las mismas al individuo.

Ejemplos

Ejemplo comparativo 1

Materiales y métodos

Secuencias de envuelta de subtipo B de VIH-1. Para generar la secuencia de envuelta consenso de subtipo B de
VIH-1, se seleccionaron cuarenta y dos secuencias génicas de envuelta de subtipo B recogidas de once paises de
GenBank para evitar la desviacion de muestreo. Cada secuencia presenta un paciente diferente. Todas las
secuencias usadas son no recombinantes.

Alineacion multiple. El procedimiento de alineacion aplicado en el estudio filogenético incluia la aplicacion de Clustal

X (version 1.81) (Thompson, J. D., et al. 1997. The ClustalX windows interface: flexible strategies for multiple
sequence alignment aided by quality analysis tools. Nucleic Acids Research 25:4876-4882). Los parametros de

10



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2589013 T3

alineacion por pares se ajustaron a la programacion dinamica "lenta-precisa”, usando 10 como la penalizacién por
abertura de hueco y 0,1 como la penalizaciéon por extension de hueco. Los parametros de alineacion mdltiple
incluian una penalizacién por extension de hueco igual a 0,2.

Construccion de secuencia consenso de envuelta subtipo B de VIH-1. La secuencia de nucledtidos consenso de
envuelta de subtipo B de VIH-1 se obtuvo después de realizar alineacion multiple y ajuste manual final minoritario.
Se usaron secuencias deducidas de aminoacidos para guiar la introduccién de los huecos de alineaciéon de modo
que se insertaran entre codones. La secuencia consenso de aminoacidos se obtuvo traduciendo la secuencia
consenso de nucledtidos.

Arbol filogenético. Se empled el método de unién adyacente (NJ) para la construccién de arboles filogenéticos de
aminoacidos usando el programa PAUP* 4.0b10 (Swofford, D. L. 1999. PAUP* 4.0: phylogenetic analysis using
parsimony (* y otros métodos), version 4.0b2a. Sinauer Associates, Inc., Sunderland, Mass.). Se usaron dos
secuencias adicionales de subtipo D (K03454 y AAA44873) y dos secuencias de subtipo C (AAD12103 y AAD12112)
como un grupo externo para arraigamiento (Kuiken, C., B. T. Korber, y R. W. Shafer. 2003. HIV sequence
databases. AIDS Rev. 5:52-61).

Modificaciones de la secuencia consenso de envuelta de subtipo B de VIH-1. Se realizaron varias modificaciones
después de obtener la secuencia de envuelta consenso de subtipo B de VIH-1: se acortaron las regiones V1 y V2
altamente variables, se designo el bucle V3 para utilizacion de CCRS5, se retir6 la region de cola citoplasmatica del
extremo C-terminal, se afiadié una secuencia lider y una secuencia Kozak cadena arriba al extremo N-terminal, se
realizé optimizacion de codones y optimizacion de ARN usando GeneOptimizerTM (GENEART, Alemania).

Inmunoégenos de envuelta. El gen que codifica la glucoproteina de envuelta consenso de transmision prematura de
subtipo B de VIH-1 modificada (EY2E1-B) se sintetizé y se verificd la secuencia por GENEART. La EY2E1-B
sintetizada se digiri6 con BamHI y Notl, se clond en el vector de expresion pVAX (Invitrogen) bajo el control del
promotor inmediato temprano de citomegalovirus y esta construccion se llamoé pEY2E1-B.

Se genero el inmundégeno de subtipo B primario (EK2P-B) a partir de un gen de envuelta gp140 de aislado 6101 de
subtipo B primario, con sesgo de codones humanos que fue una donaciéon de M. Sidhm (Wyeth). Basicamente, el
gen de envuelta 6101 optimizado se muté retirando la secuencia lider nativa y la cola citoplasmatica. Entonces, se
introdujo la secuencia lider de IgE y la secuencia Kozak disefiando cebadores especificos directos e inversos: Env-
F: 5-GTCGCTCCGCTAGCTTGTGGGTCACAGTCTATTATGGGGTACC-3' (SEQ ID NO: 13) Env-R: 5-
GGTCGGATCCTTACTCCACCACTCTCCTTTTTGCC-3' (SEQ ID NO: 14). El producto de PCR purificado se clon6
en el vector plasmidico pVAX que también se linealizé con EcoR1 y Xbal. Esta construccién se llamé pEK2P-B.

Expresion in vivo y reactividad de EY2E1-B con anticuerpos monoclonales. Se transfectaron células de
rabdomiosarcoma humano (RD) (2 x 10°) en placas de 60 mm con 3 pg de los plasmidos pEY2E1-B y pEK2P-B
usando el reactivo de transfeccion FUGENE 6 (Roche, Alemania), respectivamente. Cuarenta y ocho horas después
de la transfeccion, las células se lavaron tres veces con 1 x PBS y se lisaron en 150 pl de tampédn de lisis (Cell
Signaling Technology). Los lisados proteicos totales (50 ug) se fraccionaron en un gel de SDS-PAGE se transfirieron
a una membrana de PVDF (Amersham). Se realizaron analisis de inmunotransferencia, con un anticuerpo
monoclonal especifico de envuelta 2G12 (NIH AIDS Research and Reference Reagent Program, Rockville, MD,
EE.UU.) y un anticuerpo monoclonal antiactina (Sigma-Aldrich) y se visualizaron con anticuerpo de cabra anti-IgG
humana conjugado con HRP (Sigma-Aldrich) usando un sistema de analisis de transferencia de Western ECLTM
(Amersham). Se us6 actina como control de carga para transferencia de Western.

Para detectar la reactividad de EY2E1-B con anticuerpos monoclonales, se inmunoprecipitaron los lisados proteicos
totales procedente de la transfeccion (100 ug) con 5 ug de anticuerpos monoclonales especificos de envuelta
incluyendo 2G12, 4G10 y ID6 (NIH AIDS Research and Reference Reagent Program, Rockville, MD, EE.UU.). Se
uso6 la misma cantidad de lisados proteicos totales procedentes de células transfectadas con vector vacio pVAX
como control negativo. Las proteinas inmunoprecipitadas se fraccionaron en un gel de SDS-PAGE y se detectaron
por transferencia de Western descrito como anteriormente.

Ensayo inmunofluorescente indirecto. Se realizé un ensayo inmunofluorescente indirecto para confirmar la expresion
de los genes EY2E1-B y EK2P-B. Se sembraron células de rabdomiosarcoma humano (RD) en portaobjetos de
camara de cultivo tisular (BD Biosciences), a una densidad para obtener una confluencia del 60-70 % el siguiente
dia en medio DMEM completo con FBS al 10 % (GIBCO) y se permitié que se adhirieran durante una noche. El
siguiente dia las células se transfectaron con pEY2E1-B, pEK2P-B y el plasmido de control pVAX (1 pg/pocillo)
usando reactivo de transfeccion FUGENE 6 (Roche) de acuerdo con las instrucciones del fabricante. Cuarenta y
ocho horas después de la transfeccion, las células se lavaron dos veces con 1 x PBS frio y se fijaron en portaobjetos
usando metanol durante 15 min. Después de la retirada de los disolventes residuales de los portaobjetos, las células
se incubaron con anticuerpo monoclonal anti-env de VIH-1 de ratén F105 (NIH AIDS Research and Reference
Reagent Program, Rockville, MD, EE.UU.) durante 90 min. Los portaobjetos después se incubaron con anticuerpo
secundario conjugado con TRITC (Sigma-Aldrich) durante 45 min. Se afiadié clorhidrato de 4',6-diamido-2-fenilindol
(Sigma-Aldrich) a la solucién de anticuerpo secundario para tefir con contraste los nucleos para mostrar los nucleos
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de la cantidad total de células disponibles en el campo dado. Los portaobjetos se montaron con medio de montaje
que contenia reactivo antiempafiamiento (Molecular Probes). Las imagenes se analizaron usando el programa
Phase 3 Pro para microscopia fluorescente (Media Cybernetics).

Determinacion de anticuerpo especifico de envuelta. La medicion de anticuerpos IgG especificos para envuelta se
realizd por ELISA (ensayo inmunoabsorbente ligado a enzimas) en ratones tanto inmunizados como de control. Se
recubrieron placas Nunc-ImmunoTM (Nalge Nunc International, Rochester, NY) con 1 ug/ml de glucoproteina 1I1B de
VIH-1 recombinante de clado B soluble gp160 (Immuno Diagnostics, MA), proteina de envuelta primaria de clado
A/E de VIG-1 93TH975 gp120 y proteina de envuelta primario de clado C de VIH-1 96ZM651 gp120 (NIH AIDS
Research and Reference Reagent Program, Rockville, MD, EE.UU.), respectivamente, y se incubaron durante una
noche a temperatura ambiente. Después de lavarlas, las placas se bloquearon con BSA al 3 % en PBST (1 x PBS +
Tween-20 al 0,05 %) durante 1 h a 37 °C. Después, las placas se lavaron de nuevo y se incubaron con el suero de
raton especifico, se diluyeron con BSA al 3 % en PBST durante una noche a 4 °C, después por incubacién con una
dilucion de 1/10.000 de anticuerpo de cabra anti-IgG de ratdn conjugado con HRP (Jackson ImmunoResearch, West
Grove, PA) durante 1 h a 37 °C. La reaccioén se revel6 con el sustrato TMB (3, 3 o, 5, 5 o - tetrametilbencidina)
(Sigma-Aldrich). La reaccion se detuvo con 100 pl de acido sulfurico 2,5 M por pocillo y las placas se leyeron en el
lector de placa EL808 (Biotech Instrument Inc.) a DO de 450 nm.

Inmunizacién de ratones. Se adquirieron ratones BalB/C hembra de 4-6 semanas de edad del Jackson Laboratory,
Bar Harbor, ME. Las parejas reproductoras de ratones transgénicos B6.Cg-Tg (HLA-A/H2-D)2Enge/J se adquirieron
del Jackson Laboratory y se cruzaron por la Dra. Michelle Kutzler en nuestro laboratorio. Estos ratones transgénicos
expresan un gen MHC de clase | hibrido entre especies, AAD, que contiene los dominios alfa-1 y alfa-2 del gen HLA-
A2.1 humano y los dominios transmembrana y citoplasmatico alfa-3 del gen H-2Dd de ratén, bajo la direccion del
promotor humano de HLA-A2.1. La expresion del domino alfa-3 de ratén potencia la respuesta inmunitaria en este
sistema. En comparacion con HLA-A2.1 no modificado, la molécula MHC de Clase | quimérica HLA-A2.1/H2-Dd
mediaba una seleccion positiva eficaz de células T de ratdn para proporcionar un repertorio mas completo de células
T capaz de reconocer péptidos presentados por moléculas de Clase | HLA-A2.1. Los epitopos peptidicos
presentados y reconocidos por células T de raton en el contexto de la molécula de Clase | HLA-A2.1 son los mismos
que los presentados en seres humanos HLA-A2.1+. Los ratones transgénicos hembra de 4-6 semanas de edad se
usaron para un estudio adicional descrito a continuacién. Su cuidado fue de acuerdo con las directrices del National
Institutes of Health y el University of Pennsylvania Institutional Care and Use Committee (IACUC). Cada raton se
inmunizoé por via intramuscular tres veces, cada una de 100 ug de ADN a intervalos bisemanales. Hay tres ratones
en cada grupo y el grupo de control se vacuné con ADN de pVAX. Los ratones se sacrificaron una semana después
de la tercera inmunizacion y se retiraron los bazos de forma aséptica. Las células esplénicas se recogieron y
resuspendieron en tampén de lisis de RBC para retirar los eritrocitos. Después de la lisis, los esplenocitos del mismo
grupo se combinaron y resuspendieron en medio RPMI 1640 con FBS al 10 %. Las células se contaron y prepararon
para el analisis.

Ensayo ELISpot de IFN-y. Se usaron placas Multiscreen™ de 96 pocillos IP de alta unién a proteinas (Millipore,
Bedford, MA, EE.UU.). Las placas se recubrieron con mAb contra IFN-y de ratéon (R&D Systems, Minneapolis, MN)
diluido en 1XPBS, durante una noche a 4 °C. Las placas se lavaron tres veces con PBS y después de bloquearon
durante 2 h a temperatura ambiente con 1XPBS suplementado con BSA al 1% y sacarosa al 5 %. Se afhadieron
esplenocitos de ratones por triplicado en una cantidad de entrada de células de 2 x 10° células por pocillo
resuspendidas en medio de cultivo completo (RPMI 1640 suplementado con FBS al 10 % y antibidticos). Se
obtuvieron seis conjuntos de péptidos que contenia cada uno 15 restos de aminoacidos solapantes por 11
aminoacidos que representan las secuencias consenso proteicas completas de subtipo B, subtipo C, grupo M de
VIH-1 y la secuencias proteicas completas de MN de VIH-1 (un aislado de subtipo B), C.UY.01.TRA3011 y
C.ZA.01.J54Ma de VIH-1 (dos aislados de subtipo C) de envuelta del NIH AIDS Research and Reference Reagent
Program. Cada conjunto de péptidos env se combind a una concentracion de 2 pg/ml/péptido en 4 combinaciones
como antigenos para estimulacion especifica de la liberacion de IFN-y. Se usé Concavalina A (Sigma-Aldrich, St.
Louis, MO), a 5 g/ml, y medio de cultivo completo como control positivo y negativo, respectivamente. Las placas se
lavaron cuatro veces después de una incubacion de 24 h a 37 °C, en una incubadora con atmésfera de CO; al 5 %.
Después, se afiadié un anticuerpo de deteccion biotinilado anti-IFN-y de ratén, y las placas se incubaron durante una
noche a 4 °C. Las placas se lavaron, y se hizo un seguimiento del desarrollo de color de acuerdo con las
instrucciones del fabricante (ELISPOT Blue Color Module, R&D Systems, Minneapolis, MN). Las placas se secaron
al aire y se contaron las manchas usando un sistema lector automatizado ELISPOT (CTL Analyzers, Cleveland, OHg
con el software ImmnunoSpot®. La cantidad promedio de células formadoras de manchas (SFC) se ajustd a 1 x 10

esplenocitos para la presentacion de datos. El ensayo ELISpot se repitid tres veces en tres experimentos diferentes.

Estudio de reduccion de células T CD8+. Se redujeron los linfocitos CD8 de los esplenocitos usando perlas
inmunomagnéticas recubiertas con anticuerpo contra CD8 (Dynal Biotech Inc., Lake Success, NY) siguiendo las
instrucciones del fabricante. Después de la reduccion de las células T CD8+, se realizo el ensayo ELISpot de IFN-y
como se ha descrito anteriormente.

Estudio de mapeo de epitopos. Para mapear los epitopos reactivos, se combinaron dos conjuntos de péptidos que
contenian 15 restos de aminoacidos solapantes por 11 aminoacidos que representan las proteinas completas de
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envuelta del subtipo B consenso de VIH-1 y MN de VIH-1 en 29 combinaciones de 14-15 péptidos por combinacion,
respectivamente, y se realizé el ensayo ELISpot de IFN-y como se ha descrito anteriormente. Estos diferentes
conjuntos de 29 estimuladores combinados se usaron en un ensayo de matriz que facilita el mapeo de epitopos.

Andlisis estadistico. Se uso6 el ensayo t de Student para muestras relacionadas para la comparacion de la respuesta
inmunitaria celular entre ratones inmunizados con pEY2E1-B y pEK2P-B. En este estudio, p<0,05 se ha considerado
estadisticamente significativo.

Resultados

Construccion y disefio de un novedoso gen de envuelta basado en consenso de transmision prematura de subtipo B.
La secuencia consenso de subtipo B de VIH-1 se generd a partir de 42 secuencias de subtipo B recuperadas de
GenBank. Como se resume en la Fig. 1, se realizaron varias modificaciones después de generar la secuencia
consenso. En resumen, para producir una version CCR5 trépica de envuelta de VIH-1 que imitara los virus
transmitidos por via mucosa, se disefiaron seis aminoacidos importantes en el bucle V3 de acuerdo con las
secuencias de aislados de transmisién prematura. Ademas, también se detectaron diez aminoacidos en el bucle V1
y un aminoacido en el bucle V2 a partir de la secuencia consenso. Se fusioné una secuencia lider altamente eficaz
en fase cadena arriba del codén de inicio para facilitar la expresion. EI dominio transmembrana se mantuvo intacto
para facilitar la expresion superficial y el sitio de escisiéon se mantuvo intacto para obtener un plegamiento apropiado
y la escision por proteinasa del hospedador de la proteina de envuelta. La cola citoplasmatica se retird para evitar el
reciclado de la envuelta y para promover una expresion mas estable y altamente superficial (Berlioz-Torrent, C., et
al. 1999. Interactions of the cytoplasmic domains of human and simian retroviral transmembrane proteins with
components of the clathrin adaptor complexes modulate intracellular and cell surface expression of envelope
glycoproteins. J. Virol. 73:1350-1359; Bultmann, A., et al., 2001. Identification of two sequences in the cytoplamic tail
of the human immunodeficiency virus type 1 envelope glycoprotein that inhibit cell surface expression. J. Virol.
75:5263-5276). Ademas, para obtener un mayor nivel de expresion, se adapté el uso de codones de este gen a la
desviacién de codones de los genes de Homo sapiens (Andre, S., et al. B. 1998. Increased immune response
elicited by DNA vaccination with a synthetic gp120 sequence with optimized codon usage. J Virol 72:1497-503; Deml,
L., et al. 2001. Multiple effects of codon usage optimization on expression and immunogenicity of DNA candidate
vaccines encoding the human immunodeficiency virus type 1 gag protein. J. Virol. 75:10991-11001). Ademas,
también se realizé optimizacion del ARN (Schneider, R., et al., 1997. Inactivation of the human immunodeficiency
virus type 1 inhibitory elements allows Rev-independent expression of Gag and Gag/protease and particle formation.
J. Virol. 71:4892-4903): se evitaron regiones de un contenido muy alto (>80 %) o muy bajo (<30 %) de GC y los
motivos de secuencia de accion en cis tales como cajas TATA internas, sitios chi y sitios de entrada al ribosoma. El
gen EY2E1-B sintético modificado por ingenieria se construyd y era de 2734 pb de longitud. El gen EY2E1-B se
subclond en pVAX en las sitios BamHI y Notl para estudio adicional.

Andlisis filogenético. Para evaluar la distribucion de la distancia desde una secuencia de subtipo B de envuelta
muestreada de forma aleatoria con la secuencia EY2E1-B, se realiz6 un andlisis filogenético. Como se muestra en la
Fig. 2, hubo una cercania relativa observada de la secuencia EY2E1-B a todas las secuencias muestreadas. La
secuencia EY2E1-B, en comparacién con la secuencia EK2P-B del aislado primario, tiene distribuciones
comparables de valores de similitud (Tabla 1). El valor del porcentaje de similitud promedio para EY2E1-B fue del
85,7 %, mientras que fue del 79,4 % para EK2P-B.

Tabla 1
Valores de porcentaje de similitud promedio| Intervalo de valores de porcentaje de similitud
EY2E1-B 85,7 92,1-79,6
EK2P-B 79,4 86,3-73,9

Tabla 1. El promedio y el intervalo de valores de porcentaje de similitud entre los candidatos potenciales de vacuna
de envuelta y una alineacion de las secuencias de envuelta de subtipo B.

Expresion in vivo y determinacion antigénica de EY2E1-B. Para ensayar la expresion in vivo de pEY2E1-B y pEK2P-
B, se transfectaron células RD con estos plasmidos como se describe en la seccion de materiales y métodos. Se
extrajeron las proteinas totales de los lisados celulares después de la transfeccion y se inmunotransfirieron con el
anticuerpo monoclonal especifico de envuelta 2G12 mencionado en la secciéon de materiales y métodos para
detectar la expresion de pEY2E1-B. Los resultados de transferencia de Western indicaron que estas dos
construcciones expresaban la proteina de envuelta (Fig. 3A). La proteina de envuelta detectada era de
aproximadamente 120 kDa. La Tabla 2 muestra una comparacion de pEY2E1-B y pEK2P-B.

Tabla 2
Consenso/Primaria | Transmision prematura | Codones-optimizados [ ARN-optimizado | IgELS | Cola citoplasmatica
EY2E1-B Consenso Si Si Si Si No
EK2P-B Primaria No Si Si Si No
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Para determinar los epitopos antigénicos, las proteinas de envuelta expresadas a partir de los lisados celulares RD
se inmunoprecipitaron con tres anticuerpos diferentes especificos de gp120 2G12, 4G10 e ID6. Después de la
inmunoprecipitacion, se realizé transferencia de Western para detectar las proteinas inmunoprecipitadas. Nuestros
resultados mostraron que el inmundégeno sintético podia unirse a los anticuerpos 2G12 e ID6, pero no a 4G10. Como
el anticuerpo 2G12 neutraliza una amplia diversidad de aislados primarios y reacciona con un epitopo
conformacional y dependiente de carbohidratos gp120, y el anticuerpo ID6 se une a gp120 y gp160 y esta dirigido
contra los primeros 204 aa de gp120, nuestros resultados sugerian que el inmundgeno sintético modificado por
ingenieria EY2E1-B podria ser capaz de plegarse en una conformacion relativamente nativa y conservar algunos
epitopos antigénicos nativos. Ademas, como el anticuerpo 4G10 es un anticuerpo monoclonal contra LAI/BRU V3 de
VIH-1 que reconoce LAI gp160, una cepa adaptada a la linea de células T, nuestros datos también sugerian que
esta envuelta sintética no utilizaria el correceptor CXCRA4.

Para confirmar adicionalmente la expresién y determinar los epitopos antigénicos, se realizd un ensayo
inmunofluorescente indirecto usando células RD transfectadas. Se observé alta expresion especifica al microscopio
fluorescente en las células transfectadas con pEY2E1-B y pEK2P-B. El anticuerpo monoclonal contra env de VIH-1
F105 que reacciona con un epitopo discontinuo o conformacional de gp120 se us6 en este ensayo. Como se indica
en la Fig. 3B, las células transfectadas que expresaban proteinas Env mostraban la fluorescencia tipica de
rodamina, sugiriendo de nuevo que la proteina sintética expresaba y tenia una conformacion relativamente nativa.
Como control, no se detectd la expresion en células RD transfectadas con pVAX.

Induccidon de respuesta humoral. Para determinar si el inmunégeno sintético podria provocar una respuesta de
anticuerpo especifica de envuelta de mayor titulo, se recogieron sueros de ratones BalB/C inmunizados con pVAX,
pEY2E1-B y pEK2P-B y se realizé ELISA. Como se muestra en la Fig. 4A, se observo un nivel relativamente mayor
de respuestas de anticuerpos especificos de envuelta de clado B con sueros recogidos de ratones inmunizados con
PEY2E1-B en comparacién con los de ratones inmunizados con pEK2P-B. En contraste, los ratones con vector en
solitario no desarrollaban respuestas de anticuerpos especificas. Sin embargo, no hubo ninguna respuesta
detectable de anticuerpos contra proteinas de clado A/E y clado C tanto en ratones a los que se han inyectado
pEY2E1-B como pEK2P-B (Fig. 4B y 4C), lo que indica que, aunque el inmunégeno basado en consenso sintético
tiene una conformacion relativamente nativa y conserva epitopos antigénicos nativos, puede no ser capaz de inducir
amplias respuestas inmunitarias de anticuerpos de clado cruzado.

Respuestas inmunitarias celulares fuertes y amplias medidas por ELISpot. Los ratones BalB/C se inmunizaron con
pEY2E1-B y pEK2P-B y se realizé analisis ELISpot para determinar la cantidad de células secretoras de IFN-y
especificas de antigeno en respuesta a cuatro combinaciones de péptidos de proteina de subtipo B consenso de
VIH-1 (Fig. 5A). La magnitud de la respuesta medida por la cantidad de unidades formadoras de manchas (SFU) por
millén de células varié de 27,5 a 520 en ratones vacunados con pEY2E1-B. En comparacion, esplenocitos de
ratones vacunados con pEK2P-B solamente mostraron el intervalo de manchas de 2 a 237,5 (p<0,05). La frecuencia
aditiva de SFU/por millén de esplenocitos para las cuatro combinaciones en ratones inmunizados con pEY2E1-B fue
de 1976,25 + 260, aunque la cantidad de SFU/por millén de células en ratones inmunizados con pEK2P-B fue de
519 + 45. Las células de ratones inmunizados con vector pVAX se usaron como control negativo, que muestra
solamente 60 + 5 SFU/por milléon de esplenocitos para combinaciones de péptidos de envuelta B consenso (p <
0,05). Se observaron resultados similares en tres estudios diferentes. Por lo tanto, la construccion pEY2E1-B es
hasta cuatro veces mas potente en dirigir respuestas inmunitarias mediadas por células. También se determiné si los
linfocitos CD8+ eran responsables de la secreciéon de IFN-y detectada en ratones BalB/C inmunizados con pEY2E1-
B. Como se muestra en la Fig. 5B, la cantidad de SFU/por millon de células se redujo hasta 127,5 + 11 después de
la reduccion CD8+, lo que indica que hubo aproximadamente un 90 % de disminucién en las frecuencias de células
productoras de IFN-y observadas por ELISpot reducido en células T CD8+. La produccién de IFN-y inducida por
pEY2E1-B esta mediada principalmente por células T CD8+.

Ademas, para modelar las respuestas inmunitarias de células T humanas contra antigenos presentados por HLA-A2
e identificar esos antigenos, se realizé el mismo ensayo ELISpot mencionado anteriormente usando ratones
transgénicos HLA-A2.1/H2-Dd. Como se muestra en la Fig. 5C, la frecuencia aditiva de SFU/por millon de
esplenocitos para las cuatro combinaciones de ratones transgénicos inmunizados con pEY2E1-B fue de 2362 + 257,
aunque la cantidad de SFU/por millén de células en ratones transgénicos inmunizados con pEK2P-B fue solamente
de 493 + 57. Estos resultados indicaron que la construccion pEY2E1-B es hasta cuatro veces mas potente en dirigir
las respuestas inmunitarias mediadas por células en los ratones transgénicos. Los datos de ELISpot después de la
reduccion de CD8 sugirieron que la produccién de IFN-y inducida por pEY2E1-B esta principalmente mediada por
células CD8+ (Fig. 5D).

Ademas, se puso interés en detallar adicionalmente las respuestas inmunitarias celulares que se observaron en el
ensayo ELISpot. Por consiguiente, se realizé un conjunto adicional de ensayo ELISpot contra bibliotecas de péptidos
que abarcaban la proteina de envuelta de subtipo B consenso. Se us6 un conjunto completo de péptidos de 15
mondémeros solapados por 11 aminoacidos, que comprendian la proteina de envuelta consenso de subtipo B, para
realiza este estudio de mapeo. El estudio ilustré que no habia un epitopo dominante claro inducido por la envuelta
sintética. Sin embargo, el analisis ELISpot de IFN-y de esplenocitos derivados de los ratones BalB/C vacunados con
PEY2E1-B reveld que habia 18 combinaciones de las 29 combinaciones que mostraban mas de 50 manchas,
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aunque hubo solamente seis combinaciones en ratones BalB/C vacunados con pEK2P-B (Fig. 5E). Estos resultados
ilustraron que hay un aumento significativo en la amplitud y magnitud de respuestas inmunitarias celulares inducidas
por el inmunégeno EY2E1-B.

Respuestas inmunitarias celulares de reactividad cruzada fuertes inducidas por pEY2E1-B. Para determinar si el
inmunogeno EY2E1-B podia inducir respuestas inmunitarias celulares amplias y de reactividad cruzada, se realizd
ELISpot de IFN-y tanto en ratones BalB/C como en ratones transgénicos HLA-A2 usando péptidos de envuelta de
grupo M de VIH-1, subtipo C consenso, MN de VIH-1 (aislado de subtipo B), C.UY.01.TRA3011 y C.ZA.01.J54Ma de
VIH-1 (dos aislados de subtipo C). Estos ensayos determinaran adicionalmente si los resultados observados en la
Fig. 5A, C y E en solitario estan relacionados con las dianas peptidicas o se deben realmente al aumento en la
amplitud inmunitaria. Como se muestra en la Fig. 6A, la cantidad aditiva de SFU/por millén de esplenocitos contra
cuatro combinaciones de péptidos de envuelta MN de VIH-1 en ratones BalB/C vacunados con pEY2E1-B fue de
1855 + 215,8, que era aproximadamente dos veces mayor que la de ratones BalB/C inmunizados con pEK2P-B
(SFU/por millén de esplenocitos era de 700 + 168,2), lo que indica que pEY2E1-B tenia reactividad cruzada mas
fuerte que pEK2P-B dentro del subtipo B. Las cantidades de manchas de IFN-y en respuesta a estimulaciéon con
cuatro combinaciones de péptidos de envuelta consenso de grupo M (Fig. 6B) y subtipo C (Fig. 6C) de VIH en
ratones BalB/C inmunizados con pEY2E1-B fueron de 1150 + 191,3 y 715 + 116,1, respectivamente. En
comparacion con las cantidades de manchas contra péptidos del grupo M y subtipo C que fueron de 635 + 152,3 y
345 + 82,3 en ratones BalB/C vacunados con pEK2P-B, estos datos ilustran que las respuestas inmunitarias del
clado cruzado provocadas por pEY2E1-B son aproximadamente un 45 % mas fuertes que las inducidas por pEK2P-
B en ratones BalB/C.

De forma importante, se observaron respuestas inmunitarias celulares de reactividad cruzada mucho mas fuertes
inducidas por pEY2E1-B en ratones transgénicos (Fig. 6F-J). La cantidad aditiva de SFU/por millén de esplenocitos
contra cuatro combinaciones de péptidos de envuelta MN de VIH-1 en ratones transgénicos vacunados con
pEY2E1-B fue de 1087 + 153, que era aproximadamente tres veces mayor que la de ratones HLA-A2 inmunizados
con pEK2P-B (SFU/por millén de esplenocitos fue de 316 + 63) (Fig. 6F), lo que indica que pEY2E1-B también podia
provocar reactividad cruzada mas fuerte que pEK2P-B dentro del subtipo B en ratones transgénicos. Las cantidades
de manchas de IFN-y en respuesta a estimulacién con cuatro combinaciones de péptidos de envuelta consenso de
grupo M (Fig. 6G) y subtipo C (Fig. 6H) de VIH en ratones transgénicos inmunizados con pEY2E1-B fueron de 2116
+ 216y 893 + 154, respectivamente. En comparacion con las cantidades de manchas contra péptidos del grupo M y
el subtipo C que fueron de 473 + 50 y 266 + 55 en ratones transgénicos vacunados con pEK2P-B, estos datos
indicaron que las respuestas inmunitarias de clado cruzado provocadas por pEY2E1-B son aproximadamente tres a
cuatro veces mas fuertes que las inducidas por pEK2P-B en ratones transgénicos. Ademas, se usaron dos conjuntos
de péptidos de aislado de subtipo C que deben servir como control riguroso para evaluar la amplitud y reactividad
cruzada conseguida por otro péptido, para determinar adicionalmente las respuestas inmunitarias de clado C
cruzado. Aunque no hubo demasiadas diferencias en la reactividad cruzada contra estos dos conjuntos de aislados
de subtipo C provocada por pEY2E1-B y pEK2P-B en ratones BalB/C (Fig. 6D y E), la reactividad de clado cruzado
contra estos dos conjuntos de aislados de subtipo C inducida por pEY2E1-B es aproximadamente tres veces mas
fuerte que la inducida por pEK2P-B (Fig. 6l y J). Las cantidades de manchas contra los péptidos C.ZA.01.J54Ma y
C.UY.01.TRA3011 fueron de 1080 + 206 y 890 + 150 en ratones transgénicos vacunados con pEY2E1-B, mientras
que las cantidades fueron solamente de 305 + 38 y 310 + 62 en ratones transgénicos vacunados con pEK2P-B.

Finalmente, se determiné si también habia un aumento en la amplitud de las respuestas inmunitarias celulares de
reactividad cruzada contra dianas especificas de subtipo inducidas por el inmunégeno EY2E1-B detallando las
respuestas inmunitarias celulares contra MN de VIH-1 observadas anteriormente tanto en ratones BalB/C como en
ratones transgénicos HLA-A2. Se realizé un ensayo de mapeo de epitopos contra la biblioteca de péptidos que
abarcan la proteina de envuelta MN de subtipo B. Los resultados sugirieron que no habia un epitopo dominante
claro inducido por la envuelta sintética en ambas cepas de ratones. Sin embargo, el analisis ELISpot de IFN-y de
esplenocitos derivados de los ratones BalB/C vacunados con pEY2E1-B revelé que habia 14 combinaciones de las
29 combinaciones que mostraban mas de 50 manchas, mientras que habia solamente 9 combinaciones en ratones
BalB/C vacunados con pEK2P-B (Fig. 7A). Asimismo, en ratones transgénicos, hubo 18 combinaciones de 29
combinaciones que mostraban mas de 50 manchas en ratones transgénicos inmunizados con pEY2E1-B, mientras
que habia solamente 6 combinaciones en ratones transgénicos vacunados con pEK2P-B (Fig. 7B). Estos datos
indicaron que hay un aumento significativo en la amplitud y magnitud de las respuestas inmunitarias celulares de
reactividad cruzada inducidas por el inmunégeno EY2E1-B tanto en ratones BalB/C como en ratones transgénicos
HLA-A2.

Analisis

Los esfuerzos mundiales por vacunas de ADN de VIH-1 se han guiado por el principio de que respuestas de células
T especificas de VIH pueden proporcionar alguna contribucidon a la proteccion contra la infeccion o control de la
replicacion posinfeccion. Las vacunas de ADN pueden impactar sobre la replicacién virica, aunque en general no
son tan potentes en la induccién inmunitaria como los vectores viricos vivos atenuados (Almond, N., ef al.. 1995.
Protection by attenuated simian immunodeficiency virus in macaques against challenge with virus-infected cells.
Lancet 345:1342-1344; Berman, P. W., ef al. 1996. Protection of MN-rgp120-immunized chimpanzees from
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heterologous infection with a primary isolate of human immunodeficiency virus type 1. J Infect Dis 173:52-9; Boyer,
J., et al. 1997. Protection of chimpanzees from high-dose heterologous HIV-1 challenge by DNA vaccination. Nat
Med 3:526-532; Daniel, M. C., et al. 1992. Protective effects of a live attenuated SIV vaccine with a deletion in the nef
gene. Science 258:1938-1941). Las estrategias dirigidas a mejorar la amplitud y magnitud de las respuestas
inmunitarias celulares por lo tanto son importantes. La presente invencidon proporciona un novedoso antigeno
usando varias caracteristicas de inmunégenos que se han presentado en la bibliografia como enfoques separados,
pero no se han ensamblado juntos previamente en una modalidad de vacuna. Como demostracion conceptual, se
desarrollé un inmunoégeno de envuelta sintético basado en consenso modificado por ingenieria y se comparé con un
inmunogeno de secuencia primeria optimizado para la induccion de respuestas inmunitarias mediadas por células.
Los datos de expresion mostraron que este nuevo gen de envuelta modificado por ingenieria podia expresarse de
forma eficaz en lineas celulares de mamifero, aunque los niveles de expresion de estos dos inmundgenos eran muy
similares (Fig. 3A). Se observo en los estudios de inmunogenicidad que las respuestas inmunitarias celulares
inducidas por este inmundgeno funcional mostraban diversidad y magnitud aumentadas en comparacién con la
vacuna de envuelta primaria. Los datos de mapeo de epitopos obtenidos tanto en ratones BalB/C como en ratones
transgénicos HLA-A2 demostraron que esta mejora de diversidad y magnitud se mantenia a través de estos
haplotipos. Para confirmar adicionalmente este hallazgo, también se desarroll6 un inmundgeno de envuelta de
subtipo C basado en consenso y se comparé con un inmundégeno de subtipo C primario, de nuevo el inmundégeno de
envuelta de subtipo C basado en consenso sintético mostraba diversidad y magnitud potenciadas de respuestas
inmunitarias celulares en comparacion con el inmunégeno C primario (datos no publicados).

Desde el punto de vista de la estrategia de disefio de vacunas, la homologia de secuencia entre el candidato de
vacuna y el virus infeccioso o desafiante puede ser una consideracion importante. Un enfoque eficaz para minimizar
el grado de falta de similitud de secuencia entre una cepa de vacuna y virus en circulaciéon contemporaneos es crear
secuencias artificiales que sean "centrales" a estos virus. Una estrategia para disefiar dicha secuencia es usar una
secuencia consenso derivada del aminoacido mas comun en cada posicién en una alineacion. Es este estudio se
desarrollé una vacuna de envuelta de subtipo B basada en consenso y se creyd que este inmundgeno sintético
tendria mayor reactividad cruzada. Nuestros resultados mostraron que habia una diversidad de respuestas
inmunitarias celulares inducidas por la vacuna pEY2E1-B. Los resultados de mapeo de péptidos tanto en ratones
BalB/C como en ratones transgénicos también indicaron que el inmunégeno EY2E1-B ampliaba las respuestas
inmunitarias. Ademas, los resultados del estudio de respuestas inmunitarias celulares de reactividad cruzada
indicaron que pEY2E1-B podia provocar respuestas inmunitarias celulares de reactividad cruzada significativamente
mas fuertes y mas amplias. Por lo tanto, los inmundgenos de envuelta consenso artificiales contienen mas epitopos
conservados que los encontrados en cualquier aislado natural individual e inducen respuestas CTL de clado cruzado
mas amplias.

Una secuencia consenso tedricamente tiene ventajas y desventajas. Como una secuencia consenso se genera
basandose en aislados contemporaneos, puede estar genéticamente mas cerca de las cepas viricas en circulacion
actual que cualquier aislado de virus natural dado. Sin embargo, como la secuenciacion global generalmente se
realiza con virus muestreados durante infecciones crénicas en lugar de virus muestreados durante una infeccion
aguda, el desarrollo de una respuesta de vacuna consenso sobre epitopos para los que la mayor parte ha escapado
puede ser una desventaja. Para minimizar esta desventaja, una estrategia util para el disefio de vacunas seria tomar
en cuenta secuencias de transmision prematura. Las proteinas de envuelta estan entre las proteinas de VIH mas
dificiles de construir de forma artificial porque las regiones hipervariables en el gen de envuelta de VIH-1
evolucionan por insercion rapida y delecion y no por mutacion puntual. La diferencia de las regiones hipervariables
en la longitud hace dificil generar las secuencias consenso de estas regiones. Recientemente Gao ef al. (Gao, F., et
al. 2005. Antigenicity and immunogenicity of a synthetic human immunodeficiency virus type 1 group m consensus
envelope glycoprotein. J Virol 79:1154-63) generaron una secuencia de envuelta consenso de grupo M, sin
embargo, las secuencias no consenso de las correspondientes regiones de una cepa recombinante CRF08 BC se
usaron en estas regiones variables. Los estudios han indicado que virus del subtipo C que codifican glucoproteinas
de envuelta con regiones V1, V2 y V4 mas cortas se transmiten en los receptores con una frecuencia
significativamente mayor que lo que se esperaria por probabilidad. Las secuencias de envuelta de subtipo A de
infeccion prematura también tienen secuencias de bucle V1 y V2 mas cortas significativas y menos sitios de
glucosilacion potencial ligada a N (Chohan, B., D. et al. 2005. Selection for Human Immunodeficiency Virus Type 1
envelope glycosylation variants with shorter VI-V2 loop sequences occurs during transmission of certain genetic
subtypes and may impact viral RNA levels. J. Virol. 79:6528-6531). En contraste, las variantes de subtipo B recién
transmitidas no tenian bucles V1 y V2 mas cortos. Sin embargo, puede sr importante observar que los casos de
infeccion de subtipo B eran principalmente el resultado de transmisién homosexual o habito de inyeccion de drogas.
Ademas, los estudios han sugerido que una posible consecuencia funcional de tener una region V1, V2 compacta es
aumentar la exposicion del dominio de unidon a CD4, y entonces potenciar la susceptibilidad a neutralizacion
(Edwards, T. G., ef al. 2001. Relationships between CD4 independence, neutralization sensitivity, and exposure of a
CD4-induced epitope in a Human Immunodeficiency Virus type 1 envelope protein. J. Virol. 75:5230-5239;
Kolchinsky, P., et al. 2001. Increased neutralization sensitivity of CD4-independent Human Immunodeficiency Virus
variants. J. Virol. 75:2041-2050; Pickora, C., et al. 2005. Identification of two N-linked glycosylation sites within the
core of the Simian Immunodeficiency virus glycoprotein whose removal enhances sensitivity to soluble CD4. J. Virol.
79:12575-12583; Puffer, B. A., et al., 2002. CD4 independent of Simian Immunodeficiency Virus Envs is associated
with macrophage tropism, neutralization sensitivity, and attenuated pathogenicity. J. Virol. 76:2595-2605). Se
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acortaron las regiones V1 'y V2 cuando se genero la secuencia consenso de subtipo B.

La fase prematura de infeccion de VIH-1 esta dominada por virus no inductores de sincitios (NSI), que se replican
lentamente y usan CCR5 como su correceptor principal. Los virus inductores de sincitios (Sl), que surgen en
aproximadamente el 50 % de los individuos infectados que preceden a una disminucion acelerada de células CD4 y
un curso clinico progresivo de infeccién, usan CXCR4 como correceptor principal. Se ha demostrado un uso
diferencial de correceptores de las variantes de VIH para todos los subtipos. Los virus del subtipo C parecen ser
diferentes de la mayoria de otros subtipos porque se ha presentado frecuentemente una subrepresentacion de
CXCR4 usando variantes de VIH en el subtipo C. Por lo tanto, la utilizaciéon de CCR5 debe ser una consideracion
crucial para un disefio de vacuna. Los informes previos mostraron que la regién V3 de gp120 desempefia un papel
importante en la utilizacion de correceptor. Seis restos en el bucle V3 se han identificado como criticos para la
interaccion con CCRS5: arginina307, lisina314, isoleucina316, arginina322, fenilalanina324 y alanina337. Sin
embargo, basandose en las secuencias de los transmisores prematuros de subtipo C, el resto en la posicion 322
debe ser glutamina en lugar de arginina. En resumen, basandose en los estudios previos que muestran restos
importantes para la utilizacion de CCR5 y las secuencias de transmisores prematuros, se disefié el inmundgeno de
envuelta consenso de subtipo B que podria dirigir respuestas inmunitarias que en teoria pueden abordar la
utilizacién del correceptor CCR5.

Para maximizar la reactividad cruzada potencial, se ha creado una secuencia de envuelta consenso de grupo M de
VIH-1. Sin embargo, es posible que las vacunas consenso de envuelta especificas de subtipo puedan representar un
compromiso para la similitud de secuencia global del antigeno de la vacuna respecto a los virus en circulacion al
menos a nivel de respuestas inmunitarias celulares. Los estudios han demostrado que habia altas tasas de
seleccion identificadas en regiones diferentes de proteinas de envuelta de subtipo B y C. Esto puede estar causado
por una diferente presién inmunitaria en diferentes regiones de la proteina de envuelta en el subtipo B y C. Por lo
tanto, puede haber ventajas en el uso de una vacuna de envuelta especifica de subtipo, ya que las respuestas
inmunitarias contra la vacuna y el virus en circulacion compartirian dominios antigénicos. Se necesitan mas
experimentos que comparen las vacunas de envuelta de grupo M y especificas de subtipo para aclarar
adicionalmente esta cuestion.

Otra cuestion importante acerca del uso de una secuencia consenso es que su secuencia puede asociar
polimorfismos en combinaciones no encontradas en cualquier virus natural, provocando por tanto potencialmente
conformaciones proteicas inapropiadas. Los estudios previos han indicado que un inmundgeno consenso de grupo
M podria plegarse en conformacién nativa, conservar los epitopos antigénicos de envuelta y provocar una respuesta
débil de anticuerpos neutralizantes. Basandose en los hechos de que la proteina sintética podria unirse a los
anticuerpos 2G12, ID6 y F105, creemos que el pEY2E1-B puede tener conformaciones estructurales algo nativas.
De forma importante, nuestros datos también demostraron que el inmunégeno EY2E1-B podria inducir un anticuerpo
especifico de envuelta de subtipo B de mayor titulo, lo que indica que este inmundgeno sintético puede conservar
también mas epitopos de Clase Il. Seran importantes mas estudios en esta area.

Con la generacion de nuevas estrategias de vacuna contra VIH-1 también existe una demanda creciente para
predecir la eficacia de esas vacunas en seres humanos usando modelos preclinicos. En nuestro estudio, se usaron
ratones transgénicos HLA-A2 para estudiar las respuestas inmunitarias celulares provocadas por el inmunégeno
sintético. Los estudios han demostrado que esta cepa transgénica es un modelo preclinico importante para el disefio
y ensayo de vacunas para enfermedades infecciosas que implican estimulaciéon 6ptima de células T citoliticas CD8+
humanas. En este modelo los resultados indicaron que EY2E1-B podia provocar respuestas inmunitarias celulares
mas amplias y mas fuertes en comparacion con EK2P-B, lo que sugiere que esta nueva vacuna puede tener mayor
potencial para inducir respuestas celulares restringidas a EK2P-B. Se estan planeando estudios adicionales de este
inmunogeno en primates no humanos.

Tomados en conjunto, nuestros resultados sugieren que EY2E1-B podria servir como inmundgeno que aumenta
tanto la magnitud como la amplitud de las respuestas CTL como casete de vacuna de ADN. En términos mas
generales esta construccion puede ser util en otras plataformas para la induccion de respuestas inmunitarias
celulares mas fuertes y mas amplias contra cepas de VIH en enfoques de vector no de ADN.

Ejemplo comparativo 2 desarrollo de una novedosa vacuna de ADN de envuelta de clado C de VIH-1 modificada por
ingenieria que potencia la diversidad y amplitud de la respuesta inmunitaria celular provocada

Las respuestas CTL especificas de VIH-1 fuertes tienen un papel importante en el tratamiento de la carga virica
durante infeccion aguda y asintomatica. Sin embargo, los recientes estudios sobre inmunégenos consenso no han
sido capaces de demostrar, de forma notable, respuestas inmunitarias celulares mejoradas. Aqui se ensaya un
novedoso inmunoégeno de envuelta basado en consenso de clado C modificado por ingenieria para una respuesta
inmunitaria celular mejorada. La novedosa vacuna (pEY3E1-C) se cred a partir de la secuencia de envuelta
consenso de Clado C de VIH-1. Se realizaron varias modificaciones incluyendo el acortamiento de las regiones V1 'y
V2 altamente variables basandose en la secuencia de transmisiéon prematura, la retencién del bucle V3 para la
utilizacion de CCR5 la retirada de la region de cola citoplasmatica desde el extremo C-terminal para evitar el
reciclado de la envuelta y la retencién del sitio de escision y TMD para el apropiado plegamiento. Ademas, se afiadio

17



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

ES 2589013 T3

una secuencia lider IgE al extremo N-terminal. Esta vacuna de ADN consenso también tiene ARN optimizado y
codones optimizados. Se estudio la respuesta inmunitaria celular en ratones BalB/C mediante ELISpot y ensayos de
mapeo de epitopos. Cuando se estudid® como vacuna de ADN, en comparacion con pEK3P-C (derivada de un
aislado primario de env de Clado C), nuestra construccion (pEY3E1-C) sera mas eficaz en dirigir una respuesta
inmunitaria celular. pEY3E1-C provoco una respuesta inmunitaria celular mayor en magnitud que pEK3P-C cuando
se estimulaba por péptidos de Clado C consenso. Adicionalmente, el inmundgeno consenso provocaba un aumento
en la magnitud de la respuesta inmunitaria celular cuando se estimulaba por otros dos conjuntos de péptidos de
aislado primario también de Clado C. Ademas de la magnitud aumentada, la amplitud potenciada de la respuesta
CTL se soportaba por la capacidad de pEY3E1-C de inducir al menos 15 de 29 combinaciones de péptidos
fuertemente reactivos (que tienen mas de 50 manchas/por millon de esplenocitos), mientras que pEK3P-C
solamente inducia 3 de 29 combinaciones y 9 de 29 combinaciones con fuerte reactividad en respuesta a dos
conjuntos de péptidos de aislado primario, que se seleccionaron por su singularidad y capacidad de servir como
control riguroso para evaluar la amplitud. Ademas, pEY3E1-C provocaba una respuesta inmunitaria celular de Clado
Cruzado mas fuerte cuando se estimulaba con péptidos de Clado B. El inmunégeno consenso pEY3E1-C potencia
tanto la magnitud como la amplitud de las respuestas CTL como un casete de vacuna de ADN, lo que sugiere que el
potencial para inmundgenos consenso para servir como antigeno componente en un coctel de vacuna contra VIH
merece examen adicional.

Con amplia diversidad genética, mutacion rapida y recombinacion de las cepas existentes, la dificultad de generar
una vacuna eficaz es tremenda. Una vacuna de ADN candidata derivada de un aislado individual puede no ser
capaz de provocar la reactividad cruzada necesaria para la proteccién contra las diversas cepas en circulaciéon de
VIH-1.

Adicionalmente, se ha informado de que las vacunas de ADN que expresan la glucoproteina de envuelta de VIH-1
no son muy inmunogénicas.

Hemos usado una estrategia multifase para aumentar la potencia de la respuesta CTL provocada por la vacuna de
ADN para proporcionar posiblemente proteccién contra cepas en circulacion del virus.

Los estudios recientes han demostrado que un inmundgeno consenso puede superar el obstaculo de diversidad
creado por el virus VIH-1 de rapida evolucion.

Derdeyn et al., descubrieron que una region V1-V4 mas corta es caracteristica de virus de subtipo C de transmision
prematura y nuestra construccion se ha disefiado para aportar esta caracteristica que podria ser util en producir una
respuesta inmunitaria resultante de virus transmitidos de forma prematura.

Ademas, los niveles de expresion de nuestra vacuna de ADN se han potenciado por optimizacion de codones,
optimizacion de ARN y la adicion de una secuencia lider de inmunoglobulina.

Las respuestas CTL especificas de VIH-1 han demostrado ser importantes en el control de la carga virica durante
infeccion aguda y asintomatica y el desarrollo de SIDA, por tanto, los siguientes datos de centran en las respuestas
CTL provocadas por nuestro novedoso inmundégeno.

La Figura 13 representa el disefio de inmundégeno para el desarrollo de una novedosa Vacuna de ADN de Envuelta
de clado C de VIH-1 modificada por ingenieria que potencia la diversidad y amplitud de las respuestas inmunitarias
celulares provocadas.

La Figura 14 muestra relaciones filogenéticas: Se incluyeron treinta y seis secuencias de envuelta de subtipo C de
VIH-1, EY3E1-C, EK3P-C, dos secuencias de subtipo B, una de subtipo A y una de subtipo D (grupo externo) en el
analisis filogenético. Las secuencias de envuelta de subtipo C que representan una amplia muestra de diversidad
eran de 12 paises.

La Tabla 3 muestra el promedio e intervalo de valores de porcentaje de similitud entre vacunas de envuelta
potenciales candidatas y una alineacién de secuencias de envuelta de subtipo C.

Tabla 3
Promedio de Valores de % de Similitud|Intervalo de % de Valores de Similitud
pEY3E1-C 85,3 82,7-93,1
pEK3P-C 87,4 83,6-90,2

Se inmunizaron tres grupos de tres ratones BalB/C con 100 yg de ADN 3 veces con dos semanas entre las
inmunizaciones. En la séptima semana, se recogieron los bazos para estudios celulares.

Como se muestra en la Figura 15, Paneles A y B, se provoco una respuesta celular fuerte por pEY3E1-C.
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La Figura 16 muestra respuestas celulares fuertes y amplias provocadas por pEY3E1-C. Cuando se estimulaban con
29 combinaciones de péptidos env C Consenso: los ratones vacunados con pEY3E1-C provocaban mas de 50
manchas/millén de esplenocitos de las 23 combinaciones; los ratones vacunados con pEK3P-C provocaban mas de
50 manchas /millén de esplenocitos de 2 combinaciones.

La Figura 17, Paneles A-D, muestra fuertes respuestas celulares de reactividad cruzada provocadas por pEY3E1-C
dentro del mismo clado.

La Figura 18, Paneles A y B, muestra respuestas celulares de reactividad cruzada fuertes y amplias provocadas por
pEY3E1-C. El Panel A muestra datos de ELISpot de IFN-y especifico de env de subtipo C (Uruguay). Cuando se
estimulaban con 28 combinaciones de péptidos env de Clado C (Uruguay): los ratones vacunados con pEY3E1-C
provocaban mas de 50 manchas/milléon de esplenocitos de 12 combinaciones; los ratones vacunados con pEK3P-C
provocaban mas de 50 manchas/millén de esplenocitos de 3 combinaciones. El Panel B muestra datos de ELISpot
de IFN-y especifico de env de subtipo C (Sudafrica), cuando se estimulaban con 29 combinaciones de péptidos env
de Clado C (Sudafrica): los ratones vacunados con pEY3E1-C provocaban mas de 50 manchas/millon de
esplenocitos de 13 combinaciones; los ratones vacunados con pEK3P-C provocaban mas de 50 manchas/millén de
esplenocitos de 5 combinaciones.

La Figura 19 Paneles A-F, muestra fuertes respuestas celulares de reactividad cruzada provocadas por pEY3E1-C
entre clados.

Existe un aumento significativo en la amplitud y magnitud de las respuestas inmunitarias celulares inducidas por el
inmunogeno EOC. La reactividad de clado cruzado mas amplia aparece como un beneficio adicional de este
inmunogeno.

Ejemplo comparativo 3: Eficacia de una novedosa vacuna de ADN de HPV-16 modificada por ingenieria que codifica
una proteina de fusiéon E6/E7

El inmunoégeno se ha disefiado para expresarse como una poliproteina mediante la cual las secuencias E6 y E7
estan separadas por un sitio de escision proteolitica. La poliproteina también se expresa con una secuencia lider de
IgE. El disefio de poliproteina incluye deleciones o mutaciones en la secuencia E6 que son importantes para la union
de p53 y la degradacion y mutaciones en el sitio de union de Rb en la proteina E7. La Figura 23 proporciona una
ilustracion del disefio de inmundégeno.

Se insertaron secuencias codificantes que codifican la poliproteina en el vector pVAX para producir el plasmido
p1667. La Figura 24 muestra mapas de pVAX 'y p1667.

Se inmortalizaron células de tumor TC1 con E7 de HPV-16 y se transformaron con el oncogén c-Ha-ras. Estas
células expresan bajos niveles de E7 y son muy tumorigénicas.

En el estudio de inmunogenicidad en ratones, se administré a 3 ratones por grupo de ratones C57BL6 100 ug de
ADN/por raton. Los grupos incluian 1) control al que se administré vector de control pVAX y 2) ensayo al que se
administré6 p1667. Los ratones se vacunaron en los dias 0, 14 y 28. En el dia 35, se sacrifico a los ratones y se
realizé ELISpot (centrado en CMI).

Los datos para las respuestas inmunitarias celulares inducidas por el inmundgeno de ADN p1667 se muestran en la
Figura 25. Los péptidos E6 y E7 consenso de HPV-16 (37, 15 mondmeros solapantes por 9 aa) se usaron en dos
combinaciones - combinacién 1: 18 péptidos; combinacion 2: 19 péptidos. Los Paneles A y C muestran datos de
esplenocitos totales. Los Paneles B y D muestran datos de muestras con reduccioén de CD8.

La Figura 26 muestra resultados de mapeo de epitopos inmunodominantes. Se indica dos secuencias.

En experimentos profilacticos en ratones, se administré6 a 5 ratones por grupo de ratones C57BL6 100 ug de
ADN/por ratén. Los grupos incluian 1) virgen (inyectado con PBS), 2) control a los que se administré vector de
control pVAX y 3) ensayo a los que se administré p1667. Los ratones se vacunaron en los dias 0, 14 y 28. En el dia
35, los ratones se expusieron con células TC1 y después de ello se hicieron mediciones del tamafio del tumor. Los
resultados se muestran en la Figura 27. También se muestran los datos de un grupo en que se coadministré la
construccion de IL-15.

En los experimentos de regresion tumoral en ratones, se administré a 5 ratones/por grupo de ratones C57BL6 100
pg de ADN/por raton. Los grupos incluian 1) virgen (inyectado con PBS), 2) control a los que se administré vector de
control pVAX y 3) ensayo a los que se administré p1667. Los ratones se expusieron con 5 x 10* células TC1 en el
dia 0. A los ratones se les administré vacunas de ADN en los dias 3, 10 y 17. Los tumores se midieron empezando
en el dia 8. Los resultados se muestran en la Figura 28. También se muestran los datos de un grupo en que se
coadministro la construccion de IL-15.
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Se determind el nivel de linfocitos positivos a Tetramero E7 en los bazos. La Figura 29 muestra los datos como el
porcentaje de linfocitos positivos a Tetramero E7. La vacuna de ADN p1667 induce la activacion de células T CD8+
especificas de E7 que son CD62L" dentro de los bazos.

Se determind el nivel de linfocitos positivos a Tetramero E7 en los tumores. La Figura 30 muestra los datos como el
porcentaje de linfocitos positivos a Tetramero E7. La vacuna de ADN p1667 induce la activacion de células T CD8+
especificas de E7 que son CD62L" dentro de los tumores.

Se emprendié6 un estudio de proteccion por vacuna de ADN EG6/E7 en ratones transgénicos. Se hizo una
comparacion entre virgenes, pVAX, p1667, p1667 + IL-15 y E7/HisB. Los datos se muestran en la Figura 31. p1667
y p1667 + IL-15 protegieron completamente.

Los datos presentados en este documento apoyan las siguientes conclusiones. La construccion p1667 induce una
fuerte respuesta inmunitaria celular capaz de inducir linfocitos CD8+ especificos de E7 que median las elevadas
respuestas de IFN-y. Se han identificado epitopos de HPV-16 tanto dominantes como subdominantes novedosos
contra los que se generan CTL especificos de antigeno después de la administracién de la construccion de ADN. La
construccion p1667 es capaz de prevenir el crecimiento del tumor y causar la regresion de tumores tanto en ratones
C57/BL6 como transgénicos. La vacuna de ADN p1667 muestra gran potencial para una novedosa estrategia
terapéutica para abordar cancer asociado a HPV microscopico.

Ejemplo comparativo 4

Pueden administrarse secuencias de acido nucleico que codifican secuencias consenso de Env de VIH como
vacunas de ADN en combinacién con secuencias de acido nucleico que codifican otras diversas proteinas de VIH
tales como Gag, Pol, Gag/Pol, Nef, Vif, y Vpr usando, por ejemplo, tecnologia de electroporacion para suministro
intramuscular o intradérmico. Construcciones de vacuna contra VIH multivalentes/polivalentes pueden proporcionar
respuestas inmunitarias potenciadas y ser particularmente Utiles. En algunas realizaciones, se proporcionan
adicionalmente secuencias codificantes de IL-12. La publicacién de solicitud de patente de Estados Unidos n.°
20070106062, que se incorpora en este documento por referencia, describe una vacuna de ADN de Vif de VIH. La
publicacion de solicitud de patente de Estados Unidos n° 20040106100, que se incorpora en este documento por
referencia, describe vacunas contra VIH que comprenden proteinas accesorias de VIH, asi como las secuencias de
dichas proteinas que pueden usarse para preparar construcciones adicionales de vacuna. Las patentes de Estados
Unidos 6.468.982, 5.817.637, y 5.593.972, que se incorporan en este documento como referencia describen
vacunas de ADN que incluyen construcciones de gag de VIH, pol de VIH y gag/pol de VIH. La electroporacion se
describe en la patente de Estados Unidos n. 7.245.963, que se incorpora por referencia. La solicitud PCT
PCT/US97/19502, que se incorpora en este documento por referencia, describe construcciones de IL-12. La
publicacién de solicitud de Estados Unidos n.° 20070041941 que se incorpora en este documento por referencia,
describe construcciones que codifican IL-15.

Ejemplo comparativo 5

Se inmunizaron IM por via intramuscular dos grupos de macacos tres veces con construcciones plasmidicas
optimizadas de gag y env con o sin plasmido de IL-12. Se usé la misma estrategia de inmunizacion para dos grupos
adicionales pero los plasmidos se suministraron con o sin electroporacion in vivo.

Se determinaron las respuestas celulares por ELISpot de IFN-y después de cada inmunizaciéon y cinco meses
después para las respuestas de memoria. Durante todo el estudio, se evaluaron las respuestas humorales por
ELISA de p24 recombinante y gp160. Se determind la capacidad proliferativa de células T especificas de antigeno
por tinciébn con CFSE. Se hizo tincion de citoquinas intracelulares para caracterizar adicionalmente las
caracteristicas funcionales de la respuesta de células T inducida.

El plasmido de IL-12 potencid las respuestas celulares contra nuestras construcciones optimizadas. Sin embargo, el
uso de electroporacion para potenciar el suministro de plasmidos fue capaz de mejorar tanto la respuesta celular
como la humoral en comparacién con inmunizacion IM con el plasmido de IL-12. La combinacién de plasmido de IL-
12 y electroporacién provocé las mejores respuestas inmunitarias, tanto primarias como de memoria, medidas por
una diversidad de parametros.

Se compararon las construcciones de ADN optimizadas que codifican gag y env de VIH en macacos rhesus en
presencia o ausencia de plasmido de IL-12 como adyuvante de ADN. IL-12 podia aumentar sustancialmente las
respuestas de células T 5 veces en un formato de ELISpot cuantitativo que provocaba respuestas de células T de
memoria sustancialmente mejores. Sin embargo, el ADN suministrado EP fue mas eficaz en generar respuestas de
células T y de memoria que eran 2 veces mayores en comparacion con la vacuna de ADN con adyuvante IL-12 IM.
Las mejores respuestas se observaron en el brazo de combinacién de EP + adyuvante de IL-12. Las respuestas de
memoria en este brazo fueron 10 veces mayores que el ADN IM en solitario y casi 2 veces mayores que EP solo.
También se observé expansion inmunitaria 4 veces mejor por CFSE en el bazo EP + IL-12 en comparacion con EP
solo. La presencia de células T polifuncionales también sugirié6 que el bazo de ADN + citoquina + EP es el mas
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eficaz.
Materiales y métodos
Animales:

Se alojaron macacos rhesus (Macaca mulatta) en BIOQUAL, Inc. (Rockville, MD), de acuerdo con las normas de la
American Association for Accreditation of Laboratory Animal Care. Se permiti6 que los animales se aclimataran
durante al menos 30 dias en cuarentena antes de cualquier experimentacion.

Inmunizacion:

Se inmunizaron cinco macacos rhesus en las semanas, 0, 4 y 11 con 1,0 mg de pGag4Y y pEY2E1-B. El ADN en
cada punto temporal de inmunizacidon se suministré en dos sitios de inyeccion, uno en cada musculo cuadriceps.
Tres de los macacos se sometieron a electroporacion después de inyeccion IM. Otro grupo de cinco macacos se
inmunizé en las semanas 0, 4 y 8 con 1,0 mg de pGag4Y, pEY2E1-B, y WLV104. De los cinco animales, dos
animales recibieron la inmunizacién por inyeccion IM y tres animales se sometieron a electroporacion después de
inyeccion IM. Todos los procedimientos de electroporacion se realizaron usando el dispositivo de corriente constante
Cellectra™ (VGX Immune Therapeutics Division of VGX Pharmaceuticals, The Woodlands, TX). Las condiciones de
electroporacion fueron 0,5 Amperios, 3 pulsos, 52 ms de longitud de pulso con 1 s entre pulsos. Este dispositivo
controlado por software se disefié para medir la resistencia tisular inmediatamente antes del suministro del plasmido
y la generacion de pulsos de onda cuadrada de corriente constante, eliminando el riesgo de suministro fuera del
tejido muscular y la potencial pérdida de plasmido.

Recogida de sangre:

Los animales se exanguinaron cada dos semanas mientras dur6 el estudio. Se recogieron 10 ml de sangre en tubos
EDTA. Se aislaron las PBMC por centrifugacion convencional en Ficoll-hypaque y después se resuspendieron en
medio de cultivo completo (RPMI 1640 con 2 mM/L L-glutamina suplementada con suero bovino fetal inactivado por
calor al 10%, 100 Ul/ml de penicilina, 100 pyg/ml de estreptomicina, y 55 uM/l de B-mercaptoetanol.) Las RBC se
lisaron con tampon de lisis ACK (Cambrex Bio Science, East Rutherford, NJ).

Plasmidos y productos plasmidicos:

Gag4Y contiene un casete de expresion que codifica una secuencia consenso de la proteina gag de VIH de clados
A, B, C, y D con varias modificaciones que incluyen: la adicion de una secuencia kozak, una secuencia lider de IgE
sustituida, optimizacion de codones y ARN para la expresion en células de mamifero (la SEQ ID NO: 11 describe la
secuencia consenso de Gag de VIH.). El gen Gag4Y se subcloné en el vector de expresion, pVax, para estudio
adicional. pEY-2E1-B contiene un casete de expresion que codifica una secuencia consenso de la envuelta de VIH
de clado B. (La SEQ ID NO: 3 describe la secuencia consenso de Env de VIH.) WLV104M es un plasmido que
codifica un gen de IL-12 de rhesus. Los plasmidos se produjeron en Aldevron (Fargo, ND), y se reformularon en
VGX Immune Therapeutics (The Woodlands, TX), en agua estéril para inyeccion con sal sodica de poli-L-glutamato
0,1% de bajo peso molecular.

CFSE de PBMC crioconservadas

Las PBMC crioconservadas se descongelaron rapidamente en un bafio de agua a 37 °C y se lavaron con medio
completo. Las células se incubaron durante una noche en una incubadora a 37 °C y se obtuvieron los recuentos
celulares el siguiente dia. Las células se sedimentaron y se resuspendieron en un 1 ml de CFDA SE (Molecular
Probes, Eugene, OR) en PBS (dilucion 1:2000). Las células se incubaron a 37 °C durante 10 min. Las células se
lavaron con medio completo y se resuspendieron hasta una concentracion de 1x10° células/100 ul y se sembraron
en placas de fondo redondo de 96 pocillos con 100 ul de 2 pg/ml de p24 o gp120 de VIH-1 recombinante
(ImmunoDiagnostics, Woburn, MA) mas combinaciones de péptidos. Se usaron 5 pyg/ml de Concavalina A (positivo)
y medio completo (negativo) como controles. Los cultivos se incubaron durante 5 dias. Las células primero se
tineron con colorante violeta Vivid, un marcador celular de vida/muerte, durante 15 min en hielo. Las células se
lavaron una vez con PBS. Las células después se tifieron usando anticuerpo anti-CD3 humano-PE (clone SP34-2)
(BD Pharmingen) y anticuerpo anti-CD4 humano-PerCP (clone L200), anticuerpo anti-CD8 humano-APC (SKI)
durante 1 hora a 4 °C. Las células después se lavaron dos veces con PBS y se fijaron con paraformaldehido al 1 %.
Los datos se recogieron usando un citometro de flujo LSRII (BD Biosciences, Franklin Lakes, NJ). Los datos de
citometria de flujo se analizaron usando el software FlowJo (Tree Star, Ashland, OR), sincronizado sobre linfocitos
CD3+. Se recogieron de treinta a cincuenta mil linfocitos CD3+ por muestra.

Ensayo inmunoabsorbente ligado a enzimas (ELISA):

Se recubrieron placas de 96 pocillos durante una noche con 100 ng/pocillo de p24 o gp120 de VIH-1 llIB
recombinante (ImmunoDiagnostics) para determinar las respuestas contra gag y env de VIH respectivamente. Las
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placas recubiertas con 100 ng/pocillo de albumina sérica bovina sirvieron como control negativo. Las placas se
bloquearon con BSA al 3 %-PBST durante 1 hora a 37 °C. Las placas después se incubaron con diluciones de suero
en serie de factor cuatro durante 1 hora a 37 °C. Después se anadié anticuerpo de cabra anti-lgG de mono
conjugado con peroxidasa de rabano rusticano a una dilucién 1:10.000 (MP Biomedicals, Aurora, OH) a las placas y
se incubaron durante 1 hora a 37 °C. Se uso6 tetrametilbenzidina (R&D systems, Minneapolis, MN) para revelar las
placas y las reacciones se detuvieron con H.SO4 2N. Después se midieron las densidades opticas (DO).

Se definieron los titulos de punto final de IgG como el reciproco de la dilucion de suero que provocaba valores de
DO que eran mayores de dos veces el valor promedio de DO de los pocillos de BSA.

Ensayo de inmunotransferencia ligado a enzimas (ELISpot)

Se determinaron las respuestas especificas de antigeno restando la cantidad de manchas en los pocillos de control
negativo de los pocillos que contenian péptidos. Los resultados se muestran como el valor medio (manchas por
millén de esplenocitos) obtenidos para pocillos triplicados.

1. Tincién de citoquinas intracelulares
Reactivos de anticuerpo

Se obtuvieron anticuerpos conjugados directamente de los siguientes: BD Biosciences (San Jose, CA): IL-2 (PE),
CD3 (Pacific Blue), IFN-y (PE-Cy7), y TNF-a (Alexa Fluor 700), CD8 (APC) y CD4 (PerCP).

Estimulacion celular y tincion

Se re-suspendieron PBMC hasta 1 x 10° células/100 ul en RPMI completo y se sembraron en placas de 96 pocillos
con péptidos estimulantes, 100 ul de diluciones 1:200. Se incluyd un control no estimulado y positivo (enterotoxina B
de Staphylococcus, 1 pg/ml; Sigma-Aldrich) en cada ensayo. Las células se incubaron durante 5 horas a 37 °C.
Después de la incubacion, las células se lavaron (PBS) y se tifieron con anticuerpos superficiales. Las células se
lavaron y se fijaron usando el kit Cytofix/Cytoperm (BD PharMingen, San Diego, CA) de acuerdo con las
instrucciones. Después de la fijacion, las células se lavaron dos veces en el tampén perm y se tifieron con
anticuerpos contra marcadores intracelulares. Después de la tincion, las células se lavaron, se fijaron (PBS que
contenia paraformaldehido al 1 %) y se almacenaron a 4 °C hasta el andlisis.

Citometria de flujo

Las células se analizaron en un citémetro de flujo LSR 1l modificado (BD Immunocytometry Systems, San Jose, CA).
Se recogieron cincuenta mil eventos CD3+ por muestra. El analisis de datos se realizé usando FlowJo version 8.4.1
(TreeStar, San Carlos, CA). La sincronizacion inicial usé un diagrama de area de dispersion directa (FSC-A) frente a
la altura (FSC-H) para eliminar los dobletes. Los eventos se sometieron a una sincronizacion de linfocitos por un
diagrama de FSC-A frente a SSC. Después de esto, los eventos se sincronizaron secuencialmente sobre eventos
CD3+, CD8+ y CD4- frente a IFN-y para justificar la regulacion negativa. Después de la identificacion de células T
CD8+, se hizo una sincronizacién para cada funciéon respectiva usando combinaciones que proporcionaban
separacion o6ptima. Después de crearse las sincronizaciones para cada funcién, se usé una plataforma de
sincronizacién Boolean para crear la serie completa de posibles combinaciones, equiparando a 8 patrones de
respuesta cuando se ensayaban 3 funciones. Los datos se presentan después de la correccion de fondo. Los
umbrales para respuestas positivas fueron 10 eventos o 0,05 %.

Andlisis estadistico

Los datos se analizaron usando el software Prism Graphpad, y se expresan como medias + ETM.

Resultados

Analisis ELISpot

La induccién de respuesta inmunitaria celular se evalué después de cada inmunizacion por ELISpot de IFNy.
Después de una unica inmunizacién (Figura 1), el grupo que recibio ADN plasmidico por inyeccion IM en solitario
presentaba respuestas celulares débiles (74 + 29 SFU/10 PBMC). La co-inmunizacion con plasmido de IL-12 rhesus
provoco una respuesta mayor (136 + 51,4 SFU/10° PBMC). El grupo sometido a electroporaC|on (EP) obtuvo una
respuesta promedio que era seis veces mayor que la del grupo IM (482 + 181 SFU/10° PBMC). La combinacién de
CO-| |nmun|zaC|on de IL-12 con EP duplicé adicionalmente la cantidad de células productoras de IFNy (1030 + 494
SFU/10° PBMC).

Después de dos inmunizaciones (Flgura 1), los grupos IM e IM + IL-12 obtuvieron un aumento moderado en los
recuentos ELISpot (104 + 67,9 SFU/10° PBMC y 223 + 76,6 SFU/10° PBMC, respectivamente). El grupo EP obtuvo
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respuestas que eran casi cuatro veces mayores (1924 + 417 SFU/10° PBMC) que la inmunizacion preV|a y el grupo
EP + IL-12 habia duplicado de nuevo la cantidad de células productoras de IFNy (2819 + 872 SFU/10° PBMC) en
comparacion con el brazo EP en solitario.

Después de la tercera inmunizacion (Figura 1), la cantidad de células espeC|f|cas de antigeno en el grupo EP era
mas de un log mayor que la del grupo IM (5300 + 3781y 370 + 110 SFU/10° PBMC, respectivamente). El grupo IM +
IL-12 también obtuvo un drastico aumento en las respuestas celulares con los recuentos ELISpot que eran casi un
log mayor que la inmunizacién previa (2042 + 311 SFU/10° PBMC). Como con las otras dos inmunizaciones, el
grupo EP + IL-12 fue el mas potente de todos los grupos de vacunacion (7228 + 2227 SFU/10° PBMC).

Induccion de respuestas contra envuelta de reactividad cruzada

Una vacuna satisfactoria contra VIH requerira la induccién de respuestas inmunitarias de reactividad cruzada. A este
respecto, fue interesante observar si EP + IL-12 podia mejorar la mejorar la magnitud de reactividad cruzada para
bibliotecas de péptidos divergentes. Se compararon las respuestas CTL de reactividad cruzada inducidas por el
antigeno env usando una biblioteca de péptidos a partir de un grupo M consenso. Se observé reactividad cruzada en
todos los grupos. Sin embargo, los resultados presentaron las mismas diferencias de magnitud observadas en el
analisis ELISpot de subtipo B (Figura 2). Después de las 3 |nmun|zaC|ones el grupo IM obtuvo la respuesta mas
baja contra los péptidos de envuelta de grupo M (222 + ETM SFU/10° PBMC). La adicién de IL-12 duplicé la
respuesta (540 + ETM SFU/10° PBMC). Se indujeron mayores respuestas de envuelta de grupo M con EP (830
ETM SFU/10° PBMC), que se potencié adicionalmente con co-inyeccién con IL-12 (1238 + ETM SFU/10° PBMC).

1. Respuestas de células T de memoria

Una cuestion importante es ser capaces de mejorar la generacion de respuestas de memoria con la plataforma de
ADN. Se realiz6 analisis ELISpot 5 meses después de la ultima vacunacion de ADN (Figura 3). En los grupos IM, la
adicion del plasmldo de IL-12 provocd un aumento casi 10 veces en las células de memoria (751 + 11,1y 78,6 +
16,9 SFU/10° PBMC). Esta claro que IL-12 puede impactar positivamente sobre este importante fenotipo de células
T. La cantidad de células productoras de IFNy especificas de antigeno fue sustancial en el grupo EP también, sin
embargo el adyuvante IL-12 + EP provoco la respuesta de memoria mas robusta (1231 + 523,5 y 3795 + 1336
SFU/10° PBMC respectivamente), una respuesta que muestra que la tecnologia combinada dirige respuestas de
memoria de células T muy fuertes.

Respuestas inmunitarias humorales contra vacunas de ADN

Una debilidad de la tecnologia de vacuna de ADN IM recae en su incapacidad de inducir claras respuestas de
anticuerpos en primates no humanos y en estudios clinicos en seres humanos. Se evalu6 la capacidad de cada
grupo de inducir titulos de anticuerpos especificos para gag y env de VIH-1 contra antigenos p24 y gp160
recombinantes en un formato ELISA. Para ambos antigenos, los grupos IM e IM + IL-12 no mostraron titulos
significativos de anticuerpos (titulo de punto final <1:50). Los grupos sometidos a electroporacion mostraron titulos
drasticamente mayores de anticuerpos contra gag que eran capaces de unirse a p24 recombinante. Aunque tanto
los grupos EP como EP + IL-12 obtuvieron titulos similares de punto final en la semana 12 (22.400 y 12.800
respectivamente), el grupo EP + IL-12 generd una respuesta de anticuerpos mas eficaz. Esa respuesta aparecio de
forma mas prematura en el esquema de inmunizacién y se elevo hasta el nivel maximo lo mas rapidamente. Las
respuestas de anticuerpos contra env también reflejaron los resultados observados con el antigeno gag, aunque con
titulos de punto final inferiores.

Proliferacion de células T CD4+ y CD8+

Habiendo observado respuestas ELISpot sustanciales, a continuacién se examinaron parametros adicionales de
inmunidad celular. Se examind la capacidad de células T CD4+ y CD8+ especificas de gag de proliferar in vitro
después de estimulacién con péptido entre los diferentes brazos de inmunizaciéon. Las muestras crioconservadas,
recogidas dos semanas después de la inmunizacién final, se estimularon y analizaron por ensayo CFSE. La
respuesta CD4+ promedio aumentd de forma similar a lo observado en el ensayo ELISpot. Por comparacion, la
induccion de proliferacion CD8 fue mucho mas drastica en magnitud. Se observd que IL-12 aumentaba la
proliferacion de células T CD8+ sobre IM en solitario y EP fue sustancialmente mayor. El grupo EP + IL-12 obtuvo el
mayor porcentaje de células CD8+ que eran capaces de proliferar después de estimulacion in vitro (2,51 + ETM % y
4,88 + ETM %, respectivamente). Se observaron obvias de proliferacion de células T CD8 en el brazo EP + IL-12, lo
que demuestra el potente potencial proliferativo de esta inmunizacién combinada.

Respuestas de células T CD8+ polifuncionales
Aunque se ha observado claramente la induccidon de una robusta respuesta efectora de IFNy después de co-
inmunizacién con EP e IL-12, se quiso caracterizar adicionalmente las funciones de las respuestas de células T

CD8+ especificas de antigeno en los diversos brazos. Las muestras recogidas tres meses después de la
inmunizacion final se estimularon con péptidos gag y se tifieron para produccion de citoquinas intracelulares de
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IFNy, TNFa e IL-2. De todos los grupos, solamente un animal en IM + IL-12 y un animal en el grupo de solamente
EP obtuvo una respuesta detectable de IFNy. Sin embargo, dos de los tres animales en el grupo inmunizado con EP
+ IL-12 obtuvo células T CD8+ productoras de IFNy especificas de gag. El respondedor IM + [L-12 obtuvo un
pequefio porcentaje de células polifuncionales que se tefiian para las tres citoquinas asi como una poblaciéon que
habia perdido su capacidad de producir IL-2. El respondedor EP obtuvo respuestas polifuncionales ligeramente
mayores que estaban comprendidas de cuatro poblaciones diferentes. La respuesta mas drastica se observé en el
segundo animal EP + IL-12. Mas del 2 % de estas células T CD8+ eran capaces de producir las tres citoquinas y el 2
% era capaz de producir tanto IFNy como TNFa. Claramente, la cantidad de animales en cada grupo es baja y
requiere estudios adicionales en primates para confirmar estos resultados, sin embargo, colectivamente las
tendencias observadas parecen claras y prometedoras.

Analisis

IL-12 como adyuvante de vacuna de ADN mejoré las respuestas ELISpot varias veces sobre el plasmido en solitario.
Ademas, la proliferacion se potencié claramente. El grupo EP mostré una respuesta promedio mayor que cualquier
grupo IM en solitario o el brazo IM + IL-12 que mostré una respuesta ELISpot combinada que era 3 veces mayor que
el grupo IM + IL-12. Las mejores respuestas ELISpot se observaron en el brazo EP + IL-12, que estaba 4 veces
sobre el brazo IM + IL-12 y 19 veces sobre IM en solitario.

Después de cada inmunizacioén, se determin6 la magnitud de la respuesta especifica de antigeno por ELISpot de
IFNy. Después de una Unica inmunizacion, todos los animales en los grupos EP y EP + IL-12 no solamente obtenian
respuestas detectables, tenian promedios que eran mayores que los observados en el grupo IM después de tres
inmunizaciones. Después de dos inmunizaciones, las respuestas de IFNy en los grupos EP y EP + IL-12 eran
comparables con las respuestas que se habian presentado en estudios usando vectores viricos. Se observaron
respuestas de memoria sustanciales en los grupos IM + IL-12 y EP cinco meses después de la tltima inmunizacion.

La inmunizacion IM, con o sin IL-12, no provoca una cantidad significativa de anticuerpos. La electroporacion era
capaz de potenciar las respuestas inmunitarias humorales como se habia informado previamente. Todos los
animales en los grupos sometidos a electroporacion se seroconvirtieron. Aunque los grupos EP y EP + IL-12
obtuvieron titulos similares de punto final después de tres inmunizaciones, la cinética de la induccion de anticuerpos
fue ligeramente mas rapida en el grupo EP + IL-12.
La capacidad proliferativa de células T CD8 parece potenciarse con EP y plasmido de IL-12. Estos datos apoyan la
expansion de memoria observada en el ensayo ELISpot donde la expansion de células T especificas de antigeno es
probablemente un resultado del potencial proliferativo potenciado del brazo EP + IL-12.
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<223> Construccion de secuencia de ADN de envoltura consenso de subtipo A

25

<400> 1
ggatccatgg actggacctyg gattetgtte ctggtggoeg cegeocacecag agtgoacage 60
agagtgatgg geatccageg gaattgecag cacctgtgga gatggggeac catgatectg 120
ggcatgatca tcatctgetce tgccgccgag aacctgtggg tgaccgtgta ctacggoegtg 180
cctgtgtgga aggacgccga gaccaccoctg tteotgeogeoca gocgacgocaa ggcectacgat 240
accgaagtgce acaatgtgtg ggccaccecac goctgogtge ctaccgatcc caaccocccadg 300
gagatcaace tggagaacgt gaccgaggag ttcaacatgt ggaagaacaa catggtggag 360
cagatgcaca cegacatcat cagectgtgg gaccagagee tgaagecttg cgtgaagetg 429
accoctetgt gegtgaccet gaactgeage aacgtgaacg tgaccaccaa catcatgaag 480
ggcgagatca agaactgcag cttcaacatg accaccocgage tgogggacaa gaagcagaaa 540
gtgtacagce tgttctacaa gectggacgtg gtgcagatca acaagagcaa cagcagcagc 800
cagtaccgge tgatcaactg caacaccagc gccatcaccc aggcctgecc caaagtgage 660
ttegageeoca teocecaterca ctactgogee cotgeocgget teogocateoct gaagtgeaag 720
gacaaggagt ttaacggceac cggoccctge aagaatgtga geaccogtgea ghtgeacecac 780
ggcatcaage cogtggtgte cacccagetg ctgotgaacg geagoctgge cgaggaggaa 840
gtgatgatcc ggagcgagaa catcaccaac aacgccaaga acatcatcgt gcagcetgacce 200
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aageccogtga agatcaattg cacccggcce aacaacaaca cocggaagag catcagaatc 860
ggecocctggee aggecttcecta cgecacegge gacatcatcg gogatatcag gocaggeccac 1020
tgcaatgtga gocoggaccga gtggaacgag accctgcaga aagtggccaa gcagetgegg 1080
aagtacttea acaacaagac catdatettd accaacagea goggegycag actgagaate 1140
accacdeaca geotteaattg tggdggegag ttettetact geaataccte cggectgtte 1200
aacagcacct ggaacggeaa cggdacdcaag aagaagaaca geaccgagag caacgacace 1260
atcaccctge cctgocggat caagcagatc atcaatatgt ggoagagggt gggcocaggec 1320
atgtacgcce ctoccatcea gggegtgate agatgeogaga gcaacatcac cggoctgetg 1380
ctgaccagag atggoggega caacaacagce aagaacgaga ccttcagace tggcocggegga 1440
gacatgaggy acaactggeg gagegagetyg tacaagtaca aagtggtgaa gatcgagece 1500
ctgggegtgy coccocacdeaa ggodaagaga agagtaggtgg agegggagaa gagagetgtyg 1560
ggcatdggeyg Cogtgttodt gggettocty ggagoegedyg gaageacdat gggagesgee 1620
agcatcacce tgaccgtgca ggccagacag ctgctgageg gcattgtgeca gcocagcagagce 1680
aacctgctga gagccatcga ggcccagcag cacctgcectga agctgacagt gtggggeatc 1740
aaacagctge aggecegegt getggeoegtg gagagatacc tgaaggacca geagetgetg 1800
ggcatetggy goetgeagegy caagotgate tgoaccacda acgtgocctyg gaatageage 1860
tggageaaca agagccagag cgagatctgg gacaacatga cctggetgea ghgggacaag 1320
gagatcagea actacacega tatcatctac aacctgateg aggagagoca gaaccageag 1980
gagaagaacyg agcaggatct gctggeocctg gacaagtggy ccaacctgtyg gaactggtte 2040
gacatcagca actggetgtg gtacatcaag atcttcatca tgattgtggg cggectgatce 2100
ggcctgagaa tcgtgbttege cgtgectgtet ghtgtgacteg ag 2142

<210> 2

<211>709

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Construccién de secuencia de proteina de envoltura consenso de subtipo A

<400> 2

Met Asp Trp Thr Trp Ile Leu Phe Leu Val Ala Ala Ala Thr Arg Val
1 5 10 15

His Ser Arg Val Met Gly Ile Gln Arg Asn Cys Gln His Leu Trp Arg
20 25 30

Trp Gly Thr Met Ile Leu Gly Met Ile Ile Ile Cys Ser Ala Ala Glu
35 40 45
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30

tggccgecge
tgtggagatg
tgtgggtgac
goegecagega

gcgtgecctac

caccagagtg
gggcaccatg
cgtgtactac
cgecaagged

cgatcccaac

60

120

180

240

300



cctocaggaag
gtggagecaga
aagctgacce
aagggcgaga
aaggagtacg
taccggetga
gagcecatoc
aagaagttca
atcagacccyg
gtgatcegga
agcgtggaga
cetggecagy
aatatcagcc
cagttcggca
atgcacaget
agcacctgga
ctgeectgec
goooctocca
agagatggcg
atgagggaca
ggcgtggecce
atcggegeca
atgaccctga
ctgctgagag
cagctgeagg
atctggggcet
agcaacaaga
atcgacaact
aagaacgagc
atcaccaact
ctgagaatcg

gaattcgtaa

tggtgctgga
tgcacgagga
ctetgtgegt
tcaagaactg
cectgtteta
tcagectgcaa
ccatccacta
acggcacegyg
tggtgtecac
gcgagaattt
tcaactgcac
ccettetacac
gggccaagtg
acaagaccat
tcaactgtgyg
acgtgaacgg
ggatcaageca
tcagaggeca
gcaacaataa
actggcggag
ccaccaaggc
tgtttctggg
coegtgcagge
ccatcgagge
ccegegtget
gcagecggcaa
gecectggacga
acaccagcct
aggagctget
ggctgtggta
tgttegeegt

gtaagtgtca

ES 2589013 T3

gaacgtgacc
catcatcage
gaccctgaac
cagcttcaac
caagctggac
caccagegtyg
ctgegecect
cocttgoace
ccagctgetyg
caccaacaac
coggoccaac
caccggegag
gaacaacacc
cgtgttecaac
cggegagtte
gacctggaac
gatcatcaat
gatceggtge
caccaacgag
cgagetgtac
caagagaaga
ctttctggga
cagacagetyg
ccagcageac
ggcegtggag
gctgatectge
gatctgggac
gatctacace
ggagctggac
catcaagatc
gctgagecate

tatgggagag

gagaacttca
ctgtgggacc
tgocacogace
atcaccacct
gtggtgecca
atcacccagyg
gecggetteg
aatgtgagca
ctgaacggca
gccaagacca
aacaataccc
atcateggeg
ctgaagcaga
cagagcagcg
ttctactgea
aacaacaccg
atgtggcagg
agcagcaata
accgagatct
aagtacaaag
gtggtgcage
gccgccggaa
ctgageggea
ctgotgecage
agatacctga
accaccaccg
aacatgacct
ctgatcgagg
aagtgggecca
ttcatcatga
taccecectacg

ctcgactaga

31

acatgtggaa
agagcctgaa
tgagoggcga
ccatccggga
tocgacaacga
cctgeocccaa
ccatcoctgaa
cogtgeagtg
gooctggocga
tecateogtgea
ggaagagcat
atatcaggea
tcgtgaagaa
gcggcagacc
acacaaccca
agggcaacga
aggtgggcaa
tcaceggect
ttagacctgg
tggtgaagat
gyggagaagag
gcaccatggg
toegtgeagea
tgacagtgtyg
aggaccagea
tgccetggaa
ggatggagtg
agagccagaa
gcctgtggaa
ttgtgggegy
acgtgcccga

ctggacagecc

gaacaacatg
gecttgegtyg
gaagatggag
caaagtgcag
caacaccage
agtgagcttce
gtgcaacgac
cacccacgge
ggaagaagtyg
gctgaacgag
ccacatcgge
ggcccactge
gctgegggag
tagaategtg
getgttcaac
caccatecacc
ggccatgtac
goetgetgace
cggcggagac
cgagecectyg
agctgtggge
agccgccage
goagaacaac
gggcatcaaqg
gctgetggga
cgccagcetgg
ggagcgggag
ccagcaggag
ctggttegac
cctgategge
ttacgecctga

aatgacgggt

360

420

480

540

600

660

720

780

840

900

960

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1380

1440

1500

1560

1620

1680

1740

1800

1860

1920

1980

2040

2100

2160

2220



aagagagtga
caatgacggg
gagggatgtyg
cocggatgatg
cgaggtaagt
gagagtgaca
atgacgggta
gggatgtgte

ggatgatgte

cattteteac
taatagtgac
tettttgttt
tettggecte
aagtgtcata
tttctcacta
atagtgacaa
ttttgttttt

ttggectetyg

ES 2589013 T3

taacctaaga
aagaaatgta
tttataatta
tgtttgctac
tgggagaget
acctaagaca
gaaatgtate
tataattaaa

tttgetgegy

caggagggcc

teactecaac
aaaagggtga
cggtatcgat
cgactagact
ggagggecgt
actccaaccet
aagggtgaca

cege

gtcaaageta
ctaagacagyg
catgtecgga
gttaacgtcg
ggacagccaa
caaagctact
aagacaggeyg

tgtecggage

ctgectaate
cgeagectec
geegtgetge
accccgggcet
tgacgggtaa
gcctaatcca
cageetecga

egtgetgece

2280

2340

2400

2460

2520

2580

2640

2700

2734

<210> 4

<211>715

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Construccién de secuencia de proteina de envoltura consenso de subtipo B

<400> 4

Met Asp Trp Thr Ile Leu Phe Leu Val Ala Ala Ala Thr Arg Val

His Ser Arg Val Lys Gly Ile Arg Lys Asn Tyr Gln His Leu

20 25 30

Trp Arg

Trp Gly Thr Met Leu Leu Gly Met Leu Met Ile Cys Ser Ala Ala Glu

35 40 45

Lys Leu Trp Val Thr Val Tyr Tyr Gly Val Fro Val Glu Ala

50 55 60

Trp Lys

Thr Thr Thr Leu Phe Cys Ala Ser Asp Ala Lys Ala Tyr Asp Thr Glu
65 70 75 80

Val His Asn Val Trp Ala Thr His Ala Cys Val Pro Thr Asp Pro Asn

Gln Glu val

100

Val Glu Asn Val Thr

105

Glu Asn Phe Asn Met

110

Pro Leu

Trp

Asn Asn Met
115

Val Glu Gln Met

120

Ile Ile

125

Lys His Glu Asp Ser Leu Trp

Asp Gln Ser Leu lys Pro Cys Val Lys Leu Thr Pro Leu Cys Val Thr

32



Leu

145

Lys

Lys

Asp

Gln

Ala

225

Gly

Ile

Glu

Thr

Pro

305

Phe

Asn

Lys

Ser

130

Asn

Asn

Glu

Asn

Ala

210

Pro

Thr

Arg

Glu

Ile

290

Asn

Tyr

Ile

Leu

Gly
370

Cys

Cys

Tyr

Thr

195

Cys

Ala

Gly

Pro

Glu

275

Ile

Asn

Thr

Ser

Arg

355

Gly

Thr

Ser

Ala

180

Ser

Pro

Gly

Pro

Val

260

Val

Val

Asn

Thr

Arg

340

Glu

Arg

Asp

Phe

165

Len

Tyr

Lys

Phe

Cys

245

val

val

Gln

Thr

Gly

325

Ala

Gln

Pro

ES 2589013 T3

Leu

150

Asn

Phe

Arg

Val

Ala

230

Thr

Ser

Ile

Leu

Arg

310

Glu

Lys

Phe

Arg

135

Ser

Ile

Tyr

Leu

Ser

215

Ile

Asn

Thr

Arg

Asn

295

Lys

Ile

Trp

Gly

Ile
375

Gly

Thr

Lys

Ile

200

Phe

Leu

vVal

Gln

Ser

280

Glu

Ser

Ile

Asn

Asn

360

val

33

Glu

Thr

Leu

185

Ser

Glu

Lys

Ser

Leu

265

Glu

Sar

Ile

Gly

Asn

345

Lys

Met

Lys

Ser

170

Asp

Cys

Pro

Cys

Thr

250

Leu

Asn

val

His

Asp

330

Thr

Thr

His

Met

155

Ile

Val

Asn

Ile

Asn

235

Val

Leu

Phe

Glu

Ile

315

Ile

Leu

Ile

Ser

140

Glu

Arg

vVal

Thr

Pro

220

Asp

Gln

Asn

Thr

Ile

300

Gly

aArg

Lys

val

Phe
380

Lys

Asp

Pro

Ser

205

Ile

Lys

Cys

Gly

Asn

285

Asn

Pro

Gln

Gln

Phe

365

AsSn

Gly

Lys

Ile

190

Val

His

Lys

Thr

Ser

270

Asn

Cys

Gly

Ala

Ile

350

Asn

Cys

Glu

Val

175

Asp

Ile

Tyr

Phe

His

255

Leu

Ala

Thr

Gln

His

335

Val

Gln

Gly

Ile

160

Gln

Asn

Thr

Cys

Asn

240

Gly

Ala

Lys

Arg

Ala

320

Cys

Lys

Ser

Gly



Glu

385

val

Leu

Lys

Asn

Asn
465

Trp

Gly

Gly

Gln

545

Ile

Gln

Gln

Thr

Trp
625

Phe

Asn

Pro

Ala

Ile

450

Glu

Arg

Val

Ala

Ser

530

Leu

Glu

Leu

Leu

val

610

Asp

Phe

Gly

Cys

Met

435

Thr

Thr

Ser

Ala

val

515

Thr

Leu

Ala

Gln

Leu

595

Pro

Asn

Tyr

Thr

Arg

420

Tyr

Gly

Glu

Glu

Pro

500

Gly

Met

Ser

Gln

Ala

580

Gly

Trp

Met

Cys

Trp

405

Ile

Ala

Leu

Ile

Leu

485

Thr

Ile

Gly

Gly

Gln

565

Arg

Ile

Asn

Thr

ES 2589013 T3

Asn

390

Asn

Lys

Pro

Leu

Phe

470

Tyr

Lys

Gly

Ala

Ile

550

His

val

Trp

Ala

Trp
630

Thr

Asn

Gln

Pro

Leu

455

Arg

Lys

Ala

Ala

Ala

535

Val

Leu

Leu

Gly

Ser

615

Met

Thr

Asn

Ile

Ile

440

Thr

Pro

Tyr

Lys

Met

520

Ser

Gln

Leu

Ala

Cys

600

Trp

Glu

34

Gln

Thr

Ile

425

Arg

Arg

Gly

Lys

Arg

505

Phe

Met

Gln

Gln

Val

585

Ser

Ser

Trp

Leu

Glu

410

Asn

Gly

Asp

Gly

Val

490

Arg

Leu

Thr

Gln

Leu

570

Glu

Gly

Asn

Glu

Phe

395

Gly

Met

Gln

Gly

Gly

475

Val

Val

Gly

Len

Asn

555

Thr

Arg

Lys

Lys

Arg
635

Asn

Asn

Trp

Ile

Gly

460

Asp

Lys

Val

Phe

Thr

540

Asn

Val

Tyr

Leu

Ser

620

Glu

Ser

Asp

Gln

Arg

445

Asn

Met

Ile

Gln

Leu

525

vVal

Leu

Trp

Leu

Ile

605

Leu

Ile

Thr

Thr

Glu

430

Cys

Asn

Arg

Glu

Arg

510

Gly

Gln

Leu

Gly

Lys

580

Cys

Asp

Asp

Trp

Ile

415

val

Ser

Asn

Asp

Pro

495

Glu

Ala

Ala

Arg

Ile

375

Asp

Thr

Glu

Asn

Asn

400

Thr

Gly

Ser

Thr

Asn

480

Leu

Lys

Ala

Ala

560

Lys

Gln

Thr

Ile

Tyr
640



10

Thr Ser Leu Ile

Tyr

ES 2589013 T3

Thr Leu

645

Glu Gln

660

Lys Asn

Phe
675

Asn Trp Asp

Met Ile

690

val Gly

Ser Ile Pro

705

Tyr

<210>5

<211> 2140

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

Glu

Ile

Gly

Tyr

Leu Leu

Thr

Asn

Ile
695

Leu

Asp Val

710

Ile Glu Glu

650

Glu Leu

665

Asp

Trp Leu Trp

680

Gly Leu

Pro Asp Tyr

Arg

Ser Gln

Lys Trp

Tyr Ile

Asn

Ala

Lys

Gln Gln

655

Ser Leu

670

Ile Phe

685

Ile Val

700

Ala
715

<223> Construccién de secuencia de ADN de envoltura consenso de subtipo C

<400> 5

ggatccgeca ccatggattg

cacagcagag tgcggggcat

gggttctgga tgctgatgat
ggcegtgectyg tgtggaagga
tacgagaccg aggtgcacaa

cotcaggaga tggtgotgga

gtggaccaga tgcacgagga

aagctgaccc ctctgtgogt

atgaaggagg agatcaagaa
cagaaggtgt acgecctgtt
ageaacgact accggctgat
gtgtectteg acccecatcce

tgcaacaaca agaccttcaa

acccacggca tcaagcctgt
gaggagatta tcatccggag
ctgaatgaga gcgtggagat

agaateggee ctggecagac

gacctggatt
cctgagaaat
ctgcaacgtyg
ggccaagace
tgtgtgggee
gaacgtgacce
catcatcagc
gaccctgaac
ctgcagctte
ctaceggetyg
caactgeaace
catccactat
cggcaccgge
ggtgtccacc
cgagaacctg
cgtgtgtace

cttttacgee

ctgttoctgg
tgccagcagt
atgggcaacc
accctgttet
acccacgect
gagaacttea
ctgtgggace
tgccggaaca
aacatcacca
gacatcgtge
accagogaca
tgtgececty
cocctgcaata
cagctgetge
accaacaacg
cggcccaaca

aceggagaca

35

tggcocgeoege
ggtggatcty
tgtgggtgac
gtgecagega
gtgtgeccac
acatgtggaa
agagcctgaa
acgtgaacaa
ccgagetgog
coctgaacga
teoacccagge
coggetacge
atgtgagcac
tgaatggcag
ccaagaccat
acaatacecg

teatcggega

Phe

Ala val

cacaagagtg

gggoattctg
cgtgtactac
tgecaaggee
cgatcccaacg
gaacgacatg
gocttgegtg
caacaacacc
ggacaagaag
gaagaacaac
ctgteceaag
catcctgaag
cgtgcagtgt
coctggcocgag
cattgtgocac
gaagagcate

tatcaggcag

Glu

Trp

Tle

Leu

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
200
960

1020
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gcccactgeca atatcagoga ggagaagtgg aacaagaccce tgcagcgggt gtccgagaag 1080
ctgaaggage acttccccaa taagaccatc aagttegecce ctagcagecgg cggcagactyg 1140
gagatcacca cccacagett caactgcagg ggcgagttct tctactgcaa taccagcaag 1200
ctgttcaaca gcacctacat gcccaacage accaacaata ccaacaccac catcaccctg 1260
ccctgeegga tcaagecagat catcaatatg tggcaggaag tgggcagage catghtacgee 1320
cctecccatcg agggcaacat cacctgcaag tccaacatca cecggectgct getgacaaga 1380
gatggeggeca agaacgacac caatgacace gagacctteca gacctggegg cggagacatg 1440
agggacaact ggeggagega getgtacaag tacaaggtgg tggagatcaa gectectggge 1500
gtggceccta ccaaggecaa gaggagagtyg gtggagaggg agaagagage cgtgggeate 1560
ggcgecgtgt ttctgggett tctgggagec geocggatceta caatgggage cgocageoate 1620
acactgaccg tgcaggccag acagcetgetg agoggeatcg tgcagcagca gagcaatctyg 1680
ctgagagcca togaggcoccca gcagcacatg ctgcagetga cagtgtgggg catcaagcag 1740
ctgeagacca gagtgetgge catecgagege tacctgaagg atcagcaget getgggeate 1800
tggggetgta geggcaaget gatcetgtace acegeegtge cttggaatag cagetggage 1860
aacaagagcce aggaggacat ctgggacaac atgacctgga tgcagtggga coegggagate 1920
agcaactaca ccgacaccat ctacaggetg ctggaggaca gcocagaacca gcaggagaag 1980
aacgagaagyg acctgctgge cctggacage tggaagaace tgtggaactg gttegacatce 2040
accaactggc tgtggtacat caagatcttc atcatgattg tgggcggocct gatceggeetyg 2100
agaatecatet tegeecgtget gageatctga tagoggeege 2140

<210>6

<211>705

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Construccién de secuencia de proteina de envoltura consenso de subtipo C

<400> 6

Met Asp Trp Thr Trp Ile Leu Phe Leu Val Ala Ala Ala Thr Arg Val
1 5 10 15

His Ser Arg Val Arg Gly Ile Leu Arg Asn Cys Gln Gln Trp Trp Ile
20 25 30

Trp Gly Ile Leu Gly Phe Trp Met Leu Met Ile Cys Asn Val Met Gly
35 40 45

Asn Leu Trp Val Thr vVal Tyr Tyr Gly Val Pro Val Trp Lys Glu Ala

36



Lys

65

Val

Pro

Lys

Asp

Leu

145

Ile

Gln

Glu

Ala

His

225

Thr

Thr

Ser

Asn

50

Thr

His

Gln

Asn

Gln

130

Asn

Lys

Lys

Lys

Ile

210

Tyr

Phe

His

Leu

Ala
290

Thr

Asn

Glu

Asp

115

Ser

Cys

Asn

Val

Asn

195

Thr

Cys

Asn

Gly

Ala

275

Lys

Leu

Val

Met

100

Met

Leu

Arg

Cys

Tyr

180

Asn

Gln

Ala

Gly

Ile

260

Glu

Thr

Phe

Trp

85

val

Val

Lys

Asn

Ser

165

Ala

Ser

Ala

Pro

Thr

245

Lys

Glu

Ile

ES 2589013 T3

Cys

70

Ala

Leu

Asp

Pro

Asn

150

Phe

Leu

Asn

Cys

Ala

230

Gly

Pro

Glu

Ile

55

Ala

Thr

Glu

Gln

Cys

135

Val

Asn

Phe

Asp

Pro

215

Gly

Pro

Val

Ile

Val
2595

Ser

His

Asn

Met

120

val

Asn

Ile

Tyr

Tyr

200

Lys

Tyr

Cys

vVal

Ile

280

His

37

Asp

Ala

Val

105

His

Lys

Asn

Thr

Arg

185

Arg

val

Ala

Asn

Ser

265

Ile

Leu

Ala

Cys

a0

Thr

Glu

Leu

Asn

Thr

170

Leu

Leu

Ser

Ile

Asn

250

Thr

Arg

Asn

Lys

75

Val

Glu

Asp

Thr

Asn

155

Glu

Asp

Ile

Phe

Leu

235

Val

Gln

Ser

Glu

60

Ala

Pro

Asn

Ile

Pro

140

Thr

Leu

Ile

Asn

Asp

220

Lys

Ser

Leu

Glu

Ser
300

Tyr

Thr

Phe

Ile

125

Leu

Met

Arg

val

Cys

205

Pro

Cys

Thr

Leu

Asn

285

vVal

Glu

Asp

Asn

110

Ser

Cys

Lys

Asp

Pro

190

Asn

Ile

Asn

Val

Leu

270

Leu

Glu

Thr

Pro

95

Leu

vVal

Glu

Lys

175

Leu

Thr

Pro

Asn

Gln

255

Asn

Thr

Ile

Glu

80

Asn

Trp

Trp

Thr

Glu

160

Lys

Asn

Ser

Ile

Lys

240

Cys

Gly

Asn

vVal



Cys

305

Gly

Ala

val

Ala

Cys

385

Thr

Pro

Ala

Ile

Asp

465

Arg

val

Ala

Ser

Leu
545

Thr

Gln

His

Ser

Pro

370

Arg

Tyr

Cys

Met

Thr

450

Thr

Ser

Ala

Val

Thr

530

Leu

Arg

Thr

Cys

Glu

355

Ser

Gly

Met

Arg

Tyr

435

Gly

Glu

Glu

Pro

Gly

515

Met

Ser

Pro

Phe

Asn

340

Lys

Ser

Glu

Pro

Ile

420

Ala

Leu

Thr

Leu

Thr

500

Ile

Gly

Gly

Asn

Tyr

325

Ile

Leu

Gly

Phe

Agn

405

Lys

Pro

Leu

Phe

Tyr

485

Lys

Gly

Ala

Ile

ES 2589013 T3

Asn

310

Ala

Ser

Lys

Gly

Fhe

3590

Ser

Gln

Pro

Leu

Arg

470

Lys

Ala

Ala

Ala

val
550

Asn

Thr

Glu

Glu

Arg

375

Tyr

Thr

Ile

Ile

Thr

455

Pro

Tyr

Lys

Val

Ser

535

Gln

Thr

Gly

Glu

His

360

Leu

Cys

Asn

Ile

Glu

440

Arg

Gly

Lys

Arg

Phe

520

Ile

Gln

38

Arg

Asp

Lys

345

Phe

Glu

Asn

Agn

Asn

425

Gly

Asp

Gly

val

Arg

505

Leu

Thr

Gln

Lys

Ile
330

Trp

Pro

Ile

Thr

Thr

410

Met

Asn

Gly

Gly

val

490

val

Gly

Leu

Ser

Ser

315

Ile

Asn

Asn

Thr

Ser

395

Agsn

Trp

Ile

Gly

Asp

475

Glu

val

Phe

Thr

Asn

555

Ile

Gly

Lys

Lys

Thr

380

Lys

Thr

Gln

Thr

Lys

460

Met

Ile

Glu

Leu

val

540

Leu

Arg

Asp

Thr

Thr

365

His

Leu

Thr

Glu

Cys

445

Agn

Arg

Lys

Arg

Gly

525

Gln

Leu

Ile

Ile

Leu

350

Ile

Ser

Phe

Ile

Val

430

Lys

Asp

Asp

Pro

Glu

510

Ala

Ala

Arg

Gly

Arg

335

Gln

Lys

Phe

Asn

Thr

415

Gly

Ser

Thr

Asn

Leu

4%5

Lys

Ala

Arg

Ala

Pro

320

Gln

Arg

Phe

Asn

Ser

400

Leun

Arg

Asn

Agn

Trp

480

Gly

Arg

Gly

Gln

Ile
560



10

Glu Ala

Leu Gln

Leu Leu

Val Pro

610

Asp Asn

625

Asp Thr

Asn Glu

Trp Phe

Ile Val

690

Ile
705

Gln Gln

His

ES 2589013 T3

Met Leu

565

Thr Arg

580

Gly Ile

595

Trp Asn

Met

Thr

Ile Tyr

vVal

Trp

Ser

Trp

Arg

Leu Ala

Gly Cys

Gln

Ile

Ser

Thr
570

Leu

Glu
585

Arg

Gly Lys

600

Ser Trp

615

Met
630

Gln

Leu Leu

645

Lys Asp

660

Asp Ile

675

Gly Gly

Leu

Thr

Leu

Leu Ala

Asn Trp

Ser

Trp

Glu

Leu

Leu

Asn Lys

Asp

Arg

Ser
650

Asp

Asp Ser

665

Trp Tyr

680

Ile Gly

695

Leu

Arg Ile

Val Trp

Leu

Tyr

Leu Ile

Gly

Lys

Cys

Ile Lys

575

Asp Gln

590

Thr Thr

605

Gln
620

Ser

Glu
635

Ile
Gln Asn
Lys

Trp

Ile Lys

Glu

Ser

Gln

Asn

Ile

Asp Ile

Asn Tyr

Gln Glu

655

Leu
670

Trp

Phe Ile

685

Ile Phe

700

Ala

Val Leu

<210>7

<211> 2089

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Construccion de secuencia de ADN de envoltura consenso de subtipo D

<400> 7

gggcatcaag
gatgacetge
gaaggaagcc
ccacaatatc
gctggagaac
cgaggacate

gtgegtgace

cggaattace
agegtggeeyg
accaccacce
tgggccacce
gtgaccgaga
atcageetgt

ctgaactgea

agcacetgty
agaacetgty
tgttetgege
acgcctgegk
acttcaacat
gggaccagag

ccgacggeat

gaagtgggge
ggtgacegty
cagcgatgee
gcctaccgat
gtggaagaac
cctgaagect

gaggaacgac

39

accatgetge
tactacggeg
aagagctaca
cccaacccte
aacatggtgyg
tgegtgaage

accaacgata

tgggeatget
tgectgtgtyg
agaccgaggc
aggagatcga
agcagatgca
tgaccectet

ccaacgtgac

Gln

Gln

Ala

Trp

Thr

640

Lys

Asn

Met

Ser

60
120
180
240
300
360

420



ES 2589013 T3

catggaggag ggcgagatga agaactgcag cttcaacatc accaccgaag tgogggacaa 480
gaagaagcag gtgcacgcoccoe tgttctacaa gectggacgtg gtgcccateg acgacaacaa 540
caccaacaac agcaactacc ggctgatcaa ctgcaacacc agcgccatca cccaggectg 500
ccccaaagtg accttcgage ccatccecceat ccactactge gecectgecg geottegecat 660
cctgaagtge aaggataaga agttcaacgg caccggeccec tgcaagaatg tgagceaccogt 720
geagtgcace cacggcatcea gacccgtggt gtecacccag ctgetgetga acggeageet 780
ggccgaggag gagatcatca tocggagcga gaacctgacc aacaacgcca agatcatcat 840
tgtgcagctg aacgagagcg tgaccatcaa ttgcacccgg ccctacaaca atacccggaa 900
gcgeatceooc atcggectgg gocaggoctt ctacaccacc agaggcatca toggcogacat 960
cagacaggece cactgraata tcageoggage cgagtggaat aagacectge ageaggtgge 1020
caagaagcty ggcegacctge tgaacaagac caccatcatc ttcaagecta gcageggegg 1080
cagacctaga atcaccaccc acagcttcaa ttgtggegge gagttettcet actgeaatac 1140
cagccggetg ttcaacagca cctggagcaa gaacagcacc agcaactcca ccaaggagaa 1200
caacaccatc accectgecct goeoggatcaa gcagatcatce aatatgtgge agggaghtggg 1260
caaggccatyg tacgcccecte ccatcgaggy cctgatcaag tgcagcageca acatcaccgg 1320
cetgetgetyg accagagatg geggagecaa caacteccac aacgagaccet tcagacetgg 1380
cggceggagac atgagggaca actggeggag cgagcectgtac aagtacaaag tggtgaagat 1440
cgagceccctg ggegtggecec ccaccagage caagagaaga gtggtggage gggagaagag 1500
agccatogga ctgggogeca tgttoctggy cttoctggga gocgocggaa gcaccatggg 1560
agcocgcocage ctgaccctga cogtgcagge cagacagetg ctgagoggea tcogtgcagea 1620
gcagaacaac ctgctgagag ccattgaggce ccagcagecac ctgctgcage tgacagtgtg 1680
gggcattaag cagetgeagg ccaggattet ggecgtggag cgetaccetga aggatcagea 1740
getgetggga atetgggget geageggeaa gceacatetge accaccacceg tgecttggaa 1800
tageagetgg agcaacaaga gectggacga gatcetggaac aacatgaccet ggatggagtg 1860
ggagagggag atcgacaact acaccggcecct gatctacagce ctgatcgagg agagccagac 1920
ccagcaggag aagaacgagc aggagctgct ggagctggac aagtgggcca goctgtggaa 1980
ctggttcagc atcacccagt ggctgtggta catcaagatc ttcatcatga ttgtgggecgg 2040
cctgatcegge ctgagaateg tgttegeegt getgagectg tgactegag 2089

<210> 8

<211>714

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Construccién de secuencia de proteina de envoltura consenso de subtipo D

<400> 8

40



Met

His

Trp

Asn

Thr

63

Ala

Pro

Lys

Asp

Leu

145

Thr

Glu

Asp

Leu

Thr
225

Asp

Ser

Gly

Leu

50

Thr

His

Gln

Asn

Gln

130

Asn

Met

val

Val

Ile

210

Phe

Trp

Arg

Thr

35

Trp

Thr

Asn

Glu

Asn

115

Ser

Cys

Glu

Arg

Val

155

Asn

Glu

Thr

Val

20

Met

Val

Leu

Ile

Ile

100

Met

Leu

Thr

Glu

Asp

180

Pro

Cys

Pro

Arg

Leu

Thr

Phe

Trp

85

Glu

Val

Lys

Asp

Gly

165

Lys

Ile

Asn

Ile

ES 2589013 T3

Tle

Gly

Leu

Val

Cys

70

Ala

Leu

Glu

Pro

Gly

150

Glu

Lys

Asp

Thr

Pro
230

Leu

Ile

Gly

Tyr

55

Ala

Thr

Glu

Gln

Cys

135

Met

Met

Lys

Asp

Ser

215

Ile

Phe

Lys

Met

40

Tyr

Ser

His

Asn

Met

120

Val

Arg

Lys

Gln

Asn

200

Ala

His

41

Leu

Arg

25

Leu

Gly

Asp

Ala

Val

105

His

Lys

Asn

Asn

Val

185

Asn

Ile

Tyr

Val

10

Asn

Met

val

Ala

Cys

90

Thr

Glu

Leu

Asp

Cys

170

His

Thr

Thr

Cys

Ala

Tyr

Thr

Pro

Lys

75

val

Glu

Asp

Thr

Thr

155

Ser

Ala

Asn

Gln

Ala
235

Ala

Gln

Cys

Val

60

Ser

Pro

Asn

Tle

Pro

140

Asn

Phe

Leu

Asgsn

Ala

220

Pro

Ala

His

Ser
45

Trp

Tyr

Thr

Phe

Tle

125

Leu

Asp

Asn

Phe

Ser

205

Cys

Ala

Thr

Leu

30

Val

Lys

Lys

Asp

Asn

1190

Ser

Cys

Thr

Tle

Tyr

190

Asgsn

Pro

Gly

Arg

15

Trp

Ala

Glu

Thr

Pro

95

Met

Leu

Val

Asn

Thr

175

Lys

Tyr

Lys

Phe

vVal

Lys

Glu

Ala

Glu

80

Asn

Trp

Trp

Thr

Val

16Q

Thr

Leu

Arg

Val

Ala
240



Ile

Asn

Thr

Arg

Asn

305

Lys

Ile

Trp

Asn

Ile

385

Thr

Ser

Ile

Ile

Thr

465

Gly

Leu

val

Gln

Ser

290

Glu

Arg

Ile

Asgn

Lys

370

Thr

Ser

Thr

Ile

Glu

450

Arg

Gly

Lys

Ser

Leu

275

Glu

Ser

Ile

Gly

Lys

355

Thr

Thr

Arg

Lys

Asn

435

Gly

Asp

Gly

Cys

Thr

260

Leu

Asn

val

Pro

Asp

340

Thr

Thr

His

Leun

Glu

420

Met

Leu

Gly

Asp

Lys

245

val

Leu

Leu

Thr

Ile

325

Ile

Leu

Ile

Ser

Phe

405

Asn

Trp

Ile

Gly

Met

ES 2589013 T3

Asp

Gln

Asn

Thr

Ile

310

Gly

Arg

Gln

Ile

Phe

3580

Asn

Asn

Gln

Lys

Ala

470

Arg

Lys

Cys

Gly

Asn

295

Asn

Leu

Gln

Gln

Phe

375

Asn

Ser

Thr

Gly

Cys

455

Asn

Asp

Lys

Thr

Ser

280

Asn

Cys

Gly

Ala

Val

360

Lys

Cys

Thr

Ile

Val

440

Ser

Asn

Asn

42

Phe

His

265

Leu

Ala

Thr

Gln

His

345

Ala

Pro

Gly

Trp

Thr

425

Gly

Ser

Ser

Trp

Asn

250

Gly

Ala

Lys

Arg

Ala

330

Cys

Lys

Ser

Gly

Ser

410

Leu

Lys

Asn

His

Arg

Gly

Ile

Glu

Ile

Pro

315

Phe

Asn

Lys

Ser

Glu

385

Lys

Pro

Ala

Ile

Asn

475

Ser

Thr

Arg

Glu

Ile

300

Tyr

Tyr

Ile

Leu

Gly

380

Phe

Asn

Cys

Met

Thr

460

Glu

Glu

Gly

Pro

Glu

285

Ile

Asn

Thr

Ser

Gly

365

Gly

Phe

Ser

Arg

Tyr

445

Gly

Thr

Leun

Pro

Val

270

Tle

Val

Asn

Thr

Gly

330

Asp

Arg

Tyr

Thr

Ile

430

Ala

Leu

Phe

Tyr

Cys

255

Val

Ile

Gln

Thr

Arg

335

Ala

Leu

Pro

Cys

Ser

415

Lys

Pro

Leu

Arg

Lys

Lys

Ser

Ile

Leu

aArg

320

Gly

Glu

Leu

Arg

Asn

400

Asn

Gln

Pro

Leu

Pro

480

Tyr



Lys

Arg

Phe

Leu

545

Gln

Gln

val

Ser

Ser

625

Trp

Glu

Leu

Leu

Leu
705

<210>9
<211> 1049
<212> ADN

<213> Secuencia artificial

Val

Arg

Leu

530

Thr

Gln

Leu

Glu

Gly

610

Asn

Glu

Glu

Asp

Trp

690

Arg

Val

Val

515

Gly

Leu

Asn

Thr

Arg

595

Lys

Lys

Arg

Ser

Lys

675

Tyr

Ile

Lys

500

Val

Phe

Thr

Asn

val

580

Tyr

His

Ser

Glu

Gln
660

Trp

Ile

Val

485

Ile

Glu

Leu

Val

Leu

565

Trp

Leu

Ile

Leu

Ile

645

Thr

Ala

Lys

Phe

ES 2589013 T3

Glu

Arg

Gly

Gln

550

Leu

Gly

Lys

Cys

Asp

630

Asp

Gln

Ser

Ile

Ala
710

Pro

Glu

Ala

535

Ala

Arg

Ile

Asp

Thr

615

Glu

Asn

Gln

Leu

Phe

695

Val

Leu

Lys

520

Ala

Arg

Ala

Lys

Gln

600

Thr

Ile

Tyr

Glu

Trp
680

Ile

Leu

43

Gly

505

Arg

Gly

Gln

Ile

Gln

585

Gln

Thr

Trp

Thr

Lys

665

Asn

Met

Ser

490

Val

Ala

Ser

Leu

Glu

570

Leu

Leu

Val

Asn

Gly

650

Asn

Trp

Ile

Len

Ala

Ile

Thr

Leu

555

Ala

Gln

Leu

Pro

Asn

635

Leu

Glu

Phe

Val

Pro

Gly

Met

540

Ser

Gln

Ala

Gly

Trp

620

Met

Tle

Gln

Ser

Gly
700

Thr

Leu

525

Gly

Gly

Gln

Arg

Ile

605

Asn

Thr

Tyr

Glu

Ile

685

Gly

Arg

510

Gly

Ala

Ile

His

Ile
590

Trp

Ser

Trp

Ser

Leu

670

Thr

Leu

495

Ala

Ala

Ala

Val

Leu

575

Leu

Gly

Ser

Met

Leu

655

Leu

Gln

Tle

Lys

Met

Ser

Gln

560

Leu

Ala

Cys

Trp

Glu

64Q

Tle

Glu

Trp

Gly
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15

20

<220>

<§§g> Construccién de secuencia de ADN de Nef-Rev consenso de subtipo B

<400> 9
ggatocgcoca ccoatggactg gacctggatt ctgttoctgg tggocogetge caccagagtg 60
cacagcagcea agagaagcegt ggtgggttgg cctacagtge gggagaggat gagaagagcece 120
gagccetgoeg ccegatggagt gggogecgtg tcetagagate tggagaagcea cggegcecate 180
accagcagca ataccgcocege caacaatgec gactgegect ggetggagge ccaggaggaqg 240
gaggaagtgg gcttccctgt gagagocccag gtggccctga gagccatgac ctacaaggcc 300
gcocgtggate tgagccactt cctgaaggag aagggcggec tggagggect gatctacage 360
cagaagcggce aggacatcct ggatctgtgg gtgtaccaca cccagggcecta ctteocccgac 420
tggcagaatt acaccectgg ccctggeate agatacccete tgaccettegg ctggtgette 480
aagctggtge ctgtggagec tgagaaagtg gaggaggcca acgagggcga gaacaattcet 540
goegeccaee ctatgagecot goacggeaty gacgatcecg agagggaagt getggtgtag 600
aagttcgaca gcaggctgge cttcocaccac atggccagayg agctgcacce cgagtactac 660
aaggactgcc ggggcaggaa gagaagaagc gccggcagaa gocggcgacag cgacgaggag 720
ctgctgaaaa cagtgcgget gatcaagttc ctgtaccaga gcaaccctcc tcoccagoccco 780
gagggeacea gacaggceccg gagaaaccgy aggaggeggt ggagagagag geagoeggeag B840
atecagaagea tecagoegagtg gattetgage acctacetgg geagaceoge cgagoeccogtg 900
cecctgeage tgeecceccot ggagagacty accctggact geaacgagga ctgeggeace 960
agcggcacce agggagtggg cagocecccag atcctggtgg agagccctgce cgtgctggag 1020
agcggeacca aggagtgaty agoggocge 10498

<210>10

<211> 341

<212> PRT

ES 2589013 T3

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Construccién de secuencia de proteina de Nef-Rev consenso de subtipo B

<400> 10

Met Asp Trp Thr Trp Ile Leu Phe Leu Val Ala Ala Ala Thr Arg Val
1 5 10 15

His Ser Ser Llys Arg Ser Val Val Gly Trp Pro Thr Val Arg Glu Arg
20 25 30

Met Arg Arg Ala Glu Pro Ala Ala Asp Gly Val Gly Ala Val Ser Arg
35 4an 45

44



Asp

Asn

65

Phe

Ala

Leu

Hisg

Gly

145

val

Ala

Val

aArg

aArg

225

val

Glu

Arg

Leu

Leu

50

Ala

Pro

Val

Ile

Thr

130

Ile

Glu

Ala

Leu

Glu

210

Ser

Arg

Gly

Gln

Gly
230

Glu

Asp

Val

Asp

Tyr

115

Gln

Arg

Proc

Hisg

Val

195

Leu

Ala

Leu

Thr

Arg

275

Arg

Lys

Cys

Arg

Leu

100

Ser

Gly

Tyr

Glu

Pro

180

Trp

His

Gly

Ile

Arg

260

Gln

Pro

His

Ala

Ala

B5

Ser

Gln

Tyr

Pro

Lys

165

Met

Lys

Pro

Lys

245

Gln

Ile

Ala

ES 2589013 T3

Gly

Trp

70

Gln

His

Lys

Phe

Leu

150

Val

Ser

Phe

Glu

Ser

230

Phe

Ala

Arg

Glu

Ala

55

Leu

val

Fhe

Arg

Pro

135

Thr

Glu

Leu

Asp

Tyr

215

Gly

Leu

Arg

Ser

Pro
295

Ile

Glu

Ala

Leun

Gln

120

Asp

Phe

Glu

His

Ser

200

Tyr

Asp

Tyr

Arg

Ile

280

Val

45

Thr

Ala

Leu

Lys

105

Asp

Trp

Gly

Ala

Gly

185

Arg

lys

Ser

Gln

Asn

265

Ser

Pro

Ser

Gln

Arg

g0

Glu

Ile

Gln

Trp

Asn

170

Met

Leu

Asp

Asp

Ser

250

Arg

Glu

Leu

Ser

Glu

15

Ala

Lys

Leu

Asn

Cys

155

Glu

Asp

Ala

Cys

Glu

235

Asn

Arg

Trp

Gln

AsSn

60

Glu

Met

Gly

Asp

Tyr

140

FPhe

Gly

Asp

Phe

Arg

220

Glu

Pro

Arg

Ile

Leu
300

Thr

Glu

Thr

Gly

Leu

125

Thr

Lys

Glu

Pro

His

205

Gly

Leu

Pro

Arg

Leu

285

Pro

Ala

Glu

Tyr

Leu
110

Trp

Pro

Leu

Asn

Glu

190

His

Arg

Leu

Pro

Trp

270

Ser

Pro

Ala

val

Lys

95

Glu

val

Gly

Val

Asn

175

Arg

Met

lys

Lys

Ser

255

Arg

Thr

Leu

Asn

Gly

80

Ala

Gly

Tyr

Pro

Pro

160

Ser

Glu

Ala

Arg

Thr

240

Pro

Glu

Tyr

Glu



10

ES 2589013 T3

Arg Leu Thr Leu Asp Cys Asn Glu Asp Cys Gly Thr Ser Gly Thr Gln
305 310 315 320

Gly Val Gly Ser Pr¢ Gln Ile Leu Val Glu Ser Pro Ala Val Leu Glu
325 330 335

Ser Gly Thr Lys Glu

46

340

<210> 11

<211> 1863

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Secuencia de ADN consenso Gag de construccion de subtipo A, B, Cy D

<400> 11
ggatcogeca ccatggactg gacctggatt ctgtttoctgg tcgoccgecge cacaagagty 60
cacageggeg ccagagocag cgtgoctgtoe ggoggeoaage tggacgeoctg ggagaagate 120
agactgaggc ctggeggcaa gaagaagtac cggctgaagc accttgtgtg ggccagcaga 180
gagcetggaga gattegecct gaatectgge ctgetggaga ccagogaggg ctgtaageag 240
atcatcggcec agctgcagcoc cgccctgcag accggcagcey aggagctgag aagcctgtac 300
aacaccgtgg ccaccctgta ctgcgtgcac gagaagatcg aggtgaagga caccaaggag 360
gocctggaca agatcgagga ggagcagaac aagagcaagc agaaggcocca gcaggceogoc 420
goecgacaceyg goaacageag ccaggtgtoe cagaactace ccategtgea gaatetgeag 480
ggocagatgg tgcacocagge catcageocee agaacoctga atgectgggt gaaggtgate 540
gaggagaagg c<cttcageoe tgaggtgate cotatgttcea gogecctgag <gagggogee 600
acacctcagg acctgaacac catgctgaac acagtggggg gcoccaccagge cgcocatgeag 660
atgctgaagg ataccatcaa cgaggaggcec gocgagtggy acagactgca ccocgtgceac 720
gceggaccta tegeccoctgg ccagatgaga gagoccagag gcagcgacat cgocggcace 780
accteocacee tgoaagagoa gateggetgg atgaccagea acccccccat cectgtggge 840
gacatctaca agoggtggat catcectggge ctgaacaaga ttgtgaggat gtacageoeoce 900
gtgtccatec tggatatcag geagggeoccce aaggagecoct tcagagacta cgtggacegg 960
ttcttcaaga ccctgagagc cgagcaggcc agccaggacg tgaagaactg gatgaccgag 1020
accctgetgg tgcagaacge caaccccgac tgtaagacca tcoctgagage cctgggocct 1080
ggcgccacce tggaggagat gatgaccgece tgccagggag tgggcggacc cggccacaag 1140
gecagagtge tggecgagge catgagocag gecaccaaca gcaacatcat gatgcagegyg 1200
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ggcaactteca gaggeceoccag gaggatcegtg aagtgcttea actgtggeaa ggagggocac 1260
atcgccagaa actgtagggce ccccaggaag aagggctget ggaagtgtgg caaagagggg 1320
caccagatga aggactgtac cgagcggcag gecaatttce tggggaagat ctggecoccage 1380
cacaagggca gacccggcaa tttectgecag agcagacctg agcccaccgce cectcoccecgec 1440
gagagctteg getteggega ggagatcace cocageccca ageaggagoc caaggacaga 1500
gagetgtace ctetggecag cotgaagage ctgtteggea acgatccoct gagecagtac 15460
coctacgacyg tgoccogatta cgectgagaa ttcogtaagta agtghbcatat gggagagetce 1620
gactagactyg gacagccaat gacgggtaag agagtgacat ttctcactaa cctaagacag 1680
gagggccgtc aaagctactg cctaatccaa tgacgggtaa tagtgacaag aaatgtatca 1740
ctecaaceta agacaggege agectecgag ggatgtgtet tttgtttttt ataattaaaa 1800
agggtgacat gteeggagee gtgetgeceg gatgatgtet tggectetgt ttgetgegge 1860
cga 1863
<210>12
<211> 524
<212> PRT
<213> Secuencia artificial
<220>
<223> Secuencia de proteina consenso Gag de construccion de subtipo A, B, Cy D
<400> 12
Met Asp Trp Thr Trp Ile Leu Phe Leu Val Ala Ala Ala Thr Arg Val
1 5 10 15
His Ser Gly Ala Arg Ala Ser Val Leu Ser Gly Gly Lys Leu Asp Ala
20 25 30
Trp Glu Lys Ile Arg Leu Arg Pro Gly Gly Lys Lys Lys Tyr Arg Leu
35 40 45
Lys His Leu Val Trp Ala Ser Arg Glu Leu Glu Arg Phe Ala Leu Asn
50 55 60
Pro Gly Leu Leu Glu Thr Ser Glu Gly Cys Lys Gln Ile Ile Gly Gln
65 70 75 80
Leu Gln Proe Ala Leu Gln Thr Gly Ser Glu Glu Leu Arg Ser Leu Tyr
85 S0 95
Asn Thr Val Ala Thr Leu Tyr Cys Val His Glu Lys Ile Glu Val Lys
100 105 110
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Asp

Lys

vVal

145

His

Glu

Ser

Gly

Glu

225

Ala

Thr

Ile

Lys

Gly

305

Leu

Thr

Ala

Thr

Gln

130

Ser

Gln

Glu

Glu

Gly

210

Ala

Pro

Ser

Pro

Ile

230

Pro

Arg

Leu

Leu

Lys

115

Lys

Gln

Ala

Lys

Gly

195

His

Ala

Gly

Thr

Val

275

val

Lys

Ala

Leu

Gly
355

Glu

Ala

Asn

Ile

Ala

180

Ala

Gln

Glu

Gln

Leu

260

Gly

Arg

Glu

Glu

Val

340

Pro

Ala

Gln

Tyr

Ser

165

Phe

Thr

Ala

Trp

Met

245

Gln

Asp

Met

Pro

Gln

325

Gln

Gly

ES 2589013 T3

Leu

Gln

Pro

150

Pro

Ser

Pro

Ala

Asp

230

Arg

Glu

Ile

Tyr

Phe

310

Ala

Asn

Ala

Asp

Ala

135

Ile

Arg

Pro

Gln

Met

215

Arg

Glu

Gln

Tyr

Ser

295

Arg

Ser

Ala

Thr

Lys

120

Ala

Val

Thr

Glu

Asp

200

Gln

Leu

Pro

Ile

Lys

280

Pro

Asp

Gln

Asn

Leu

360

48

Ile

Ala

Gln

Leu

Val

185

Leu

Met

His

Arg

Gly

265

Arg

val

Tyr

Asp

Pro

345

Glu

Glu

Asp

Asn

Asn

170

Ile

Asn

Leu

Pro

Gly

250

Trp

Trp

Ser

Val

Val

330

Asp

Glu

Glu

Thr

Leu

155

Ala

Pro

Thr

Lys

vVal

235

Ser

Met

Ile

Ile

Asp

315

Lys

Cys

Met

Glu

Gly

140

Gln

Trp

Met

Met

Asp

220

His

Asp

Thr

Ile

Leu

300

aArqg

Asn

Lys

Met

Gln

125

Asn

Gly

val

Phe

Leu

205

Thr

Ala

Ile

Ser

Leu

285

Asp

Phe

Trp

Thr

Thr
365

Asn

Ser

Gln

Lys

Ser

120

Asn

Ile

Gly

Ala

Asn

270

Gly

Ile

Phe

Met

Ile

350

Ala

Lys

Ser

Met

Val

175

Ala

Thr

Asn

Pro

Gly

255

Pro

Leu

Arg

Lys

Thr

335

Leu

Cys

Ser

Gln

Val

160

Ile

Leu

Val

Glu

Ile

240

Thr

Pro

Asn

Gln

Thr

320

Glu

Arg

Gln



ES 2589013 T3

Gly val Gly Gly Pro Gly His Lys Ala Arg Val Leu Ala Glu Ala Met
370 375 380

Ser Gln Ala Thr Asn Ser Asn Ile Met Met Gln Arg Gly Asn Phe Arg
385 390 395 400

Gly Pro Arg Arg Ile Val Lys Cys Phe Asn Cys Gly Lys Glu Gly His
405 410 415

Ile Ala Arg Asn Cys Arg Ala Pro Arg Lys Lys Gly Cys Trp Lys Cys
420 425 430

Gly Lys Glu Gly His Gln Met Lys Asp Cys Thr Glu Arg Gln Ala Asn
435 440 445

Phe Leu Gly Lys Ile Trp Pro Ser His Lys Gly Arg Pro Gly Asn Phe
450 455 460

Leu Gln Ser Arg Pro Glu Pro Thr Ala Pro Pro Ala Glu Ser Phe Gly
465 470 475 4380

Phe Gly Glu Glu Ile Thr Pro Ser Pro Lys Gln Glu Pro Lys Asp Arg
485 490 495

Glu Leu Tyr Pro Leu Ala Ser Leu Lys Ser Leu Phe Gly Asn Asp Pro
500 505 510

Leu Ser Gln Tyr Pro Tyr Asp Val Pro Asp Tyr Ala
515 520

<210> 13

<211> 43

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Secuencia de cebador de IgE 1

<400> 13
gtcgctcege tagcettgtgg gtcacagtct attatggggt acc 43

<210> 14
<211>35

<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Secuencia de cebador de IgE 2

<400> 14
ggtcggatcc ttactccacc actctecttt ttgee 35

<210> 15
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10

15

20

<211> 17
<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Secuencia de lider de IgE

<400> 15

ES 2589013 T3

Met Asp Trp Thr Trp Ile Leu Phe Leu Val Ala Ala Ala Thr Arg Vval

1

His

<210> 16
<211> 692
<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

5

10

<223> Secuencia de proteina de envoltura consenso de subtipo A

<400> 16

Ser

1

Gly

Leu

Thr

His

65

Gln

Aszsn

Gln

Asn

Arg

Thr

Trp

Thr

50

Aszsn

Glu

Aszsn

Ser

Cys

Val

Met

Val

35

Leu

Val

Ile

Met

Leu

115

Ser

Met

Ile

20

Thr

Phe

Trp

Asn

Val

100

Lys

Asn

Gly

Leu

Val

Cys

Ala

Leu

85

Glu

Pro

Val

Ile

Gly

Tyr

Ala

Thr

70

Glu

Gln

Cys

Asn

Gln

Met

Tyr

Ser

53

His

Asn

Met

Val

Val

Arg

Ile

Gly

Asp

Ala

Val

His

Lys

120

Thr

50

Aszn

Ile

25

Val

Ala

Cys

Thr

Thr

105

Leu

Thr

Cys

10

Ile

Pro

Lys

Val

Glu

80

Asp

Thr

Asn

Gln

Cys

Val

Ala

Fro

75

Glu

Ile

Fro

Ile

His

Ser

Trp

Tyr

60

Thr

Phe

Ile

Leu

Met

Leu

Ala

Lys

45

Asp

Asp

Asn

Ser

Cys

125

Lys

Trp

Ala

30

Asp

Thr

Fro

Met

Leu

110

Val

Gly

15

Arg

15

Glu

Ala

Glu

Aszn

Trp

85

Trp

Thr

Glu

Trp

Aszn

Glu

Val

Fro

g0

Lys

Asp

Leu

Ile



Lys

145

Lys

Ser

Ile

Tyr

Phe

225

His

Leu

Ala

Thr

Gln

305

His

Ala

Asn

Gly

130

Asn

Val

Asn

Thr

Cys

210

Asn

Gly

Ala

Lys

Arg

290

Ala

Cys

Lys

Ser

Gly
370

Cys

Tyr

Ser

Gln

195

Ala

Gly

Ile

Glu

Asn

275

Pro

Phe

Asn

Gln

Ser

355

Glu

Ser

Ser

Ser

180

Ala

Pro

Thr

Lys

Glu

260

Ile

Asn

Tyr

Val

Leu

340

Gly

Phe

Phe

Leu

165

Ser

Cys

Ala

Gly

Pro

245

Glu

Ile

Asn

Ala

Ser

325

Arg

Gly

Phe

ES 2589013 T3

Asn

150

Phe

Gln

Prao

Gly

Pro

230

Val

val

val

Asn

Thr

310

Arg

Lys

Arqg

Tyr

135

Met

Tyr

Tyr

Lys

Phe

215

Cys

Val

Met

Gln

Thr

295

Gly

Thr

Tyr

Leu

Cys
375

Thr

Lys

Arg

val

200

Ala

Lys

Ser

Ile

Leu

2380

Arg

Asp

Glu

Phe

Arg

360

Asn

51

Thr

Leu

Leu

185

Ser

Ile

Asn

Thr

Arg

265

Thr

Lys

Ile

Trp

Asn

345

Ile

Thr

Glu

Asp

170

Ile

Phe

Len

Val

Gln

250

Ser

Lys

Ser

Ile

Asn

330

Asn

Thr

Ser

Leu

155

Val

ASn

Glu

Lys

Ser

235

Leu

Glu

Pro

Ile

Gly

315

Glu

Lys

Thr

Gly

140

Arg

val

Cys

Pro

Cys

220

Thr

Leu

Asn

Val

Arg

300

Asp

Thr

Thr

His

Leu
380

Asp

Gln

Asn

Ile

205

Lys

val

Leu

Ile

Lys

285

Ile

Ile

Leu

Ile

Ser

365

Phe

Lys

Ile

Thr

190

Pro

Asp

Gln

Asn

Thr

270

Ile

Gly

Arg

Gln

Ile

350

Phe

Asn

Lys

Asn

175

Ser

Ile

Lys

Cys

Gly

255

Asn

Asn

Pro

Gln

Lys

335

Phe

Asn

Ser

Gln

160

Lys

Ala

His

Glu

Thr

240

Ser

Asn

Cys

Gly

Ala

320

val

Thr

Cys

Thr



Trp

385

Thr

Arg

Cys

Asn

Asp

465

Proc

Glu

Ala

Ala

Arg

545

Ile

Asp

Thr

Glu

Asn
€25

Asn

Ile

Val

Glu

Asn

450

Asn

Leu

Lys

Ala

Arg

530

Ala

Lys

Gln

Thr

Ile

610

Tyr

Gly

Thr

Gly

Ser

435

Ser

Trp

Gly

Arg

Gly

515

Gln

Ile

Gln

Gln

Asn

595

Trp

Thr

Asn

Leu

Gln

420

Asn

Lys

Arg

Val

Ala

500

Ser

Leu

Glu

Leu

Leu

580

Val

Asp

Asp

Gly

Pro

405

Ala

Ile

Asn

Ser

Ala

485

vVal

Thr

Leu

Ala

Gln

565

Leu

Pro

Asn

Ile

ES 2589013 T3

Thr

390

Cys

Met

Thr

Glu

Glu

470

Pro

Gly

Met

Ser

Gln

550

Ala

Gly

Trp

Met

Ile
630

Lys

Arg

Tyr

Gly

Thr

455

Leu

Thr

Ile

Gly

Gly

535

Gln

Arg

Ile

Asn

Thr

615

Tyr

Lys

Ile

Ala

Leu

440

Phe

Tyr

Lys

Gly

Ala

520

Ile

Hisg

Val

Trp

Ser
600

Trp

Asn

52

Lys

Lys

Pro

425

Leu

Arg

Lys

Ala

Ala

505

Ala

Val

Leu

Leu

Gly

585

Ser

Leu

Leu

Asn

Gln

410

Pro

Leu

Pro

Tyr

Lys

490

val

Ser

Gln

Leu

Ala

570

Cys

Trp

Gln

Ile

Ser

395

Ile

Ile

Thr

Gly

Lys

475

Arg

Phe

Ile

Gln

Lys

555

Val

Ser

Ser

Trp

Glu
635

Thr

Ile

Gln

Arg

Gly

460

Val

Arg

Leu

Thr

Gln

540

Leu

Glu

Gly

Asn

Asp

620

Glu

Glu

Asn

Gly

Asp

445

Gly

Val

Val

Gly

Leu

525

Ser

Thr

Arg

Lys

Lys

605

Lys

Sar

Ser

val

430

Gly

Asp

Lys

val

Phe

510

Thr

Asn

val

Tyr

Leu

5%0

Ser

Glu

Gln

Asn

Trp

415

Ile

Gly

Met

Ile

Glu

495

Leu

val

Leu

Trp

Leu

575

Ile

Gln

Ile

Asn

Asp

400

Gln

Arg

Asp

aArg

Glu

480

Gly

Gln

Leu

Gly

560

Lys

Cys

Ser

Ser

Gln
640



10

Gln

Leu

Phe

Val

<210> 17

<211> 697
<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Secuencia de proteina de envoltura consenso de

<400> 17

Arg
1

Thr

Trp

Thr

Aszsn

65

Glu

Asn

Ser

Cys

Glu

Trp

Ile

Leu
690

Val

Met

Val

Leu

30

Val

Val

Met

Leu

Thr
130

Lys

Aszsn

Met

675

Ser

Lys

Leu

Thr

35

Phe

Trp

Val

Val

Lys

115

Asp

Aszsn

Trp
660

Ile

Val

Gly

Leu

20

Val

Cys

Ala

Leu

Glu

100

Pro

Leu

Glu Gln Asp Leu

645

Phe Asp Ile Ser

Val Gly Gly Leu

Ile

Gly

Tyr

Ala

Thr

Glu

85

Gln

Cys

Ser

ES 2589013 T3

Arg

Met

Tyr

Ser

His

70

Aszsn

Met

Val

Gly

Lys

Leu

Gly

Asp

35

Ala

Val

His

Lys

Glu
135

680

Asn

Met

Val

40

Ala

Cys

Thr

Glu

Leu

120

Lys

53

Leu

Asn
665

Ile

Ala
650

Trp

Gly

subtipo B

Tyr

Ile

25

Fro

Lys

Val

Glu

Asp

105

Thr

Met

Gln

10

Cys

Val

Ala

Fro

Aszn

80

Ile

Fro

Glu

Leu Asp Lys

Leu Trp Tyr

Leu Arg Ile

His

Ser

Trp

Tyr

Thr

75

Phe

Ile

Leu

Lys

Leu

Ala

Lys

Asp

60

Asp

Aszn

Ser

Cys

Gly
140

685

Trp

Ala

Glu

45

Thr

Fro

Met

Leu

Val

125

Glu

Trp

Ile

670

Val

Glu

30

Ala

Glu

Aszn

Trp

Trp

110

Thr

Ile

Ala
655

Lys

Phe

15

Lys

Thr

Val

Fro

Lys

85

Asp

Leu

Lys

Aszn

Ile

Ala

Gly

Leu

Thr

His

Gln

g0

Aszn

Gln

Aszn

Aszn



Cys

145

Tyr

Thr

Cys

Ala

Gly

225

Pro

Glu

Ile

Asn

Thr

305

Ser

Gly

Phe

Gly
385

Ser

Ala

Ser

Pro

Gly

210

Pro

Val

Val

Val

Agn

290

Thr

Arg

Glu

Arg

Tyr

370

Thr

Phe

Leu

Tyr

Lys

195

Phe

Cys

val

Val

Gln

275

Thr

Gly

Ala

Gln

Pro

355

Cys

Trp

Asn

Phe

Arg

180

Val

Ala

Thr

Ser

Ile

260

Leu

Arg

Glu

Lys

Phe

340

Arg

Asn

Asn

Ile

Tyr

165

Leu

Ser

Ile

Asn

Thr

245

Arg

Asn

Lys

Ile

Trp

325

Gly

Ile

Thr

Asn

ES 2589013 T3

Thr

150

Lys

Ile

Phe

Leu

val

230

Gln

Ser

Glu

Ser

Ile

310

Asn

Asn

Val

Thr

Asn

390

Thr

Leu

Ser

Glu

Lys

215

Ser

Leu

Glu

Ser

Ile

285

Gly

Asn

Lys

Met

Gln

375

Thr

Ser

Asp

Cys

Proc

200

Cys

Thr

Leu

Asn

val

280

Hig

Asp

Thr

Thr

His

360

Leu

Glu

54

Ile

Val

Asn

185

Ile

Asn

Val

Leu

Phe

265

Glu

Ile

Ile

Leu

Ile

345

Ser

Phe

Gly

Arg

val

170

Thr

Pro

Asp

Gln

Asn

250

Thr

Ile

Gly

Arg

Lys

330

Val

Phe

Asn

Asn

Asp

155

Pro

Ser

Ile

Lys

Cys

235

Gly

Asn

Asn

Pro

Gln

315

Gln

Phe

Asn

Ser

Asp
395

Lys

Ile

vVal

His

Lys

2290

Thr

Ser

Asn

Cys

Gly

300

Ala

Ile

Asn

Cys

Thr

380

Thr

Val

Asp

Ile

Tyr

205

Phe

His

Leu

Ala

Thr

285

Gln

His

Val

Gln

Gly

365

Trp

Ile

Gln

Asn

Thr

1530

Cys

Asn

Gly

Ala

Lys

270

Arg

Ala

Cys

Lys

Ser

350

Gly

Asn

Thr

Lys

Asp

175

Gln

Ala

Gly

Ile

Glu

255

Thr

Pro

Phe

Asn

Lys

335

Ser

Glu

val

Leu

Glu

160

Asn

Ala

Pro

Thr

Arg

240

Glu

Ile

Asn

Tyr

Ile

320

Leu

Gly

Phe

Asn

Pro
400



Cys

Met

Thr

Thr

Ser

465

Ala

Val

Thr

Leu

Ala

545

Gln

Leu

Pro

Asn

Leu

625

Glu

Arg

Tyr

Gly

Glu

450

Glu

Pro

Gly

Met

Ser

530

Gln

Ala

Gly

T'rp

Met

610

Ile

Gln

Ile

Ala

Leu

435

Ile

Leu

Thr

Ile

Gly

515

Gly

Gln

Arg

Ile

Asn

595

Thr

Tyr

Glu

Lys

Pro

420

Leu

Phe

Tyr

Lys

Gly

500

Ala

Ile

His

Val

Trp

580

Ala

Tre

Thr

Leu

Gln

405

Pro

Leu

Arg

Lys

Ala

485

Ala

Ala

vVal

Leu

Leu

565

Gly

Ser

Met

Leu

Leu
645

ES 2589013 T3

Ile

Ile

Thr

Pro

Tyr

470

Lys

Met

Ser

Gln

Leu

550

Ala

Cys

Trp

Glu

Ile

630

Glu

Ile

Arg

Arg

Gly

455

Lys

Arg

Phe

Met

Gln

535

Gln

Val

Ser

Ser

Trp

615

Glu

Leu

Asn

Gly

Asp

440

Gly

Val

Arg

Leu

Thr

520

Gln

Leu

Glu

Gly

Asn

600

Glu

Glu

Asp

55

Met

Gln

425

Gly

Gly

val

val

Gly

505

Leu

Asn

Thr

Arg

Lys

585

Lys

Arg

Ser

Lys

Trp

410

Ile

Gly

Asp

Lys

val

490

Phe

Thr

Asn

val

Tyr

570

Leu

Ser

Glu

Gln

650

Gln

Arg

Asn

Met

Ile

475

Gln

Leu

Val

Leu

Trp

555

Leu

Ile

Leu

Ile

Asn

635

Ala

Glu

Cys

Asn

Arg

460

Glu

Arg

Gly

Gln

Leu

540

Gly

Lys

Cys

Asp

Asp

620

Gln

Ser

Val

Ser

Asn

445

Asp

Pro

Glu

Ala

Ala

525

Arg

Ile

Asp

Thr

Glu

605

Asn

Gln

Leu

Gly

Ser

430

Thr

Asn

Leu

Lys

Ala

510

Arg

Ala

Lys

Gln

Thr

590

Ile

Tyr

Glu

Trp

Lys

415

Asn

Asn

Trp

Gly

Arg

435

Gly

Gln

Ile

Gln

Gln

575

Thr

T'rp

Thr

Lys

Asn

655

Ala

Ile

Glu

Arg

Val

480

aAla

Ser

Leu

Glu

Leun

560

Leu

Val

Asp

Ser

Asn
640

Trp
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ES 2589013 T3

Phe Asp Ile Thr Asn Trp Leu Trp Tyr Ile Lys Ile Phe Ile Met Ile

660

665

670

Val Gly Gly Leu Ile Gly Leu Arg Ile Val Phe Ala Val Leu Ser Ile

675

680

Tyr Pro Tyr Asp Val Pro Asp Tyr Ala

<210> 18
<211> 687
<212> PRT

<213> Secuencia artificial
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VvVal

Tyr

295

Asp

Pro

His

Glu

Asp

120

Asn

Asn

Ile

Asn

Leu

200

Pro

Gly

Trp

Trp

Ser

280

Val

val

Asp

66

Glu

Glu

105

Thr

Leu

Ala

Pro

Thr

185

Lys

Val

Ser

Ile

265

Ile

Asp

Lys

Cys

Lys

920

Glu

Gly

Gln

Trp

Met

170

Met

Asp

His

Asp

Thr

250

Ile

Leu

Arg

Asn

Lys

Ile

Gln

Asn

Gly

Val

155

Phe

Leu

Thr

Ala

Ile

235

Ser

Leu

Asp

Phe

Trp

315

Thr

Glu

Asn

Sar

Gln

140

Lys

Ser

Asn

Ile

Gly

220

Ala

Asn

Gly

Ile

Phe

300

Met

Ile

Val

Lys

Ser

125

Met

Val

Ala

Thr

Asn

205

Pro

Gly

Pro

Leu

Arg

285

Lys

Thr

Leu

Lys

Ser

110

Gln

vVal

Ile

Leu

vVal

190

Glu

Ile

Thr

Pro

Asn

270

Gln

Thr

Glu

Arg

Asp

95

Lys

Val

His

Glu

Ser

175

Gly

Glu

Ala

Thr

Ile

255

Lys

Gly

Leu

Thr

Ala

Thr

Gln

Ser

Gln

Glu

160

Glu

Gly

Ala

Pro

Ser

240

Pro

Ile

Pro

Arg

Leu

320

Leu



10

Gly

Gly

Ala

Arg

385

Arg

Glu

Gly

Ser

Glu

465

Tyr

Gln

<210> 22
<211> 818
<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

Pro

Gly

Thr

370

Arg

Asn

Gly

Lys

Arg

450

Glu

Pro

Tyr

Gly

Pro

355

Asn

Ile

Cys

His

Ile

435

Pro

Ile

Leu

Pro

Ala

340

Gly

Ser

Val

Arg

Gln

420

Trp

Glu

Thr

Ala

Tyr
500

325

Thr

His

Asn

Lys

Ala

405

Met

Pro

Pro

Pro

Ser

485

Asp

ES 2589013 T3

Leu

Lys

Ile

Cys

390

Pro

Lys

Ser

Thr

Ser

470

Leu

val

Glu

Ala

Met

375

Phe

Arg

Asp

His

Ala

455

Pro

Lys

Pro

Glu

Arg

360

Met

Asn

Lys

Cys

Lys

440

Pro

Lys

Ser

Asp

Met

345

val

Gln

Cys

Lys

Thr

425

Gly

Pro

Gln

Leu

Tyr
505

<223> Secuencia de ADN de E6-E7 de genotipo 16 de HPV

<400> 22

67

330

Met

Leu

Arg

Gly

Gly

410

Glu

Arg

Ala

Glu

Phe

490

Ala

Thr

Ala

Gly

Lys

395

Cys

Arg

Pro

Glu

Pro

475

Gly

Ala

Glu

Asn

380

Glu

Trp

Gln

Gly

Ser

460

Lys

Asn

Cys

Ala

365

Phe

Gly

Lys

Ala

Asn

445

Phe

Asp

Asp

Gln

350

Met

Arg

His

Cys

Asn

430

Phe

Gly

Arg

Pro

335

Gly

Ser

Gly

Ile

Gly

415

Phe

Leu

Phe

Glu

Leu
495

Val

Gln

Pro

Ala

400

Lys

Leu

Gln

Gly

Leu

4380

Ser



10

gaattcgcea
cacagcttce
cagaccacca
agagaggtgt
tgtgacaagt
ctgtacggea
tgtatcaact
atcaggggca
gagacccage
tacatgctgg
agceagegagy
cactacaaca
agracccacy

tgteceocatct

<210> 23
<211> 264
<212> PRT
<213> Secuencia artificial

<220>

ceoatggactg
aggaccceca

tccacgacat

acgaceoggga
gcctgaagtt
ccaccetgga
gccagaagcoc
gatggaccgg
tgagaggeeg
acctgcagec
aggaggatga
tegtgacett
tggacatcag

gctceccagaa

ES 2589013 T3

gacctggatc
dggagageggc
catcctggag

cctgtgtatce

ctacagcaag
geagcagtac
cctgoagaga
cagatgtatg
gaagagaaga
tgagaccacc
gatcgacgge
ttgotgtaag
aaccctggag

accctgatga

ctgttcctgyg
agaaagctge
tgtgtgtact
gtgtacaggyg
atcagcgagt
aacaagecooc
cacctggaca
agctgctgec
agccacggeg
gatctgtacg
coetgecggac
tgtgacageca
gatctgetga

goggccge

<223> Secuencia de proteina de E6-E7 de genotipo 16 de HPV

<400> 23

68

tggcogecgc
ctcagectgtg
gtaagcagca

acggcaatce

acoggcacta
tgtgtgacct
agaagcagcg
ggagcagcag
atacccccac
gctacggeca
aggecogagee
coccotgagact

tgggeaceoct

cacacgggtyg
taccgagectg
gctgetgagg
ctacgeegtg
ctgctacage
gctgatecgg
gttecacaac
aaccagaagg
cctgcacgag
gctgaatgac
cgacagagec
gtgegtgeag

gggeategtyg

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

818



Met

His

Cys

Tyr

Cys

65

Leu

Leu

Leu

Asp

Ser

Thr

Cys

50

Ile

Lys

Tyr

Leu

Trp

Phe

Glu

35

Lys

Vval

Phe

Gly

Ile
115

Thr

Gln

20

Leu

Gln

Tyr

Tyr

Thr

100

Arg

Trp

Asp

Gln

Gln

Arg

Ser

85

Thr

Cys

ES 2589013 T3

Ile

Pro

Thr

Leu

Asp

70

Lys

Leu

Ile

Leu

Gln

Thr

Leu

55

Gly

Ile

Glu

Asn

Phe

Glu

Ile

40

Arg

Asn

Ser

Gln

Cys
120

69

Leu

Ser

25

His

Arg

Pro

Glu

Gln

105

Gln

Val

10

Gly

Asp

Glu

Tyr

Tyr

90

Tyr

Lys

Ala

Arg

Ile

val

Ala

75

Arg

Asn

Pro

Ala

Lys

Ile

Tyr

60

Val

His

Lys

Leu

Ala

Leu

Leu

45

Asp

Cys

Tyr

Pro

Gln
125

Thr

Pro

30

Glu

Arg

Asp

Cys

Leu

110

Arg

Arg

15

Gln

Cys

Asp

Lys

Tyr

25

His

Val

Leu

Val

Leu

Cys

80

Ser

Asp

Leu
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15

20

25

Asp Lys
130

Cys Met
145

Arg Gly

Tyr Met

Gln Leu

Gly Gln
210

Cys Lys
225

Asp Ile

Cys Pro

<210> 24
<211>15
<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

Lys

Ser

Arg

Leu

Asn

195

Ala

Cys

Arg

Ile

Gln

Cys

Lys

Asp

180

Asp

Glu

Asp

Thr

Cys
260

Arg

Cys

Arg

165

Leu

Ser

Pro

Ser

Leu

245

Ser

ES 2589013 T3

Phe

Arg

150

Arg

Gln

Ser

Asp

Thr

230

Glu

Gln

His

135

Ser

Ser

Pro

Glu

Arg

215

Leu

Asp

Lys

<223> Epitopo inmunodominante de E6 de HPV

<400> 24

Asn

Ser

His

Glu

Glu

200

Ala

Arg

Leu

Pro

Ile

Arg

Gly

Thr

185

Glu

His

Leu

Leu

Arg

Thr

Asp

170

Thr

Asp

Tyr

Cys

Met
250

Gly

Arg

155

Thr

Asp

Glu

Asn

Val

235

Gly

Arg

140

Arg

Pro

Leu

Ile

Ile

220

Gln

Thr

Trp

Glu

Thr

Tyr

Asp

205

val

Ser

Leu

Thr

Thr

Leu

Gly

130

Gly

Thr

Thr

Gly

Gly

Gln

His

175

Tyr

Pro

Phe

His

Ile
255

Arg

Leu

160

Glu

Gly

Ala

Cys

Val

240

Val

Leu Cys Ile Val Tyr Arg Asp Gly Asn Pro Tyr Ala Val Cys Asp
15

1

<210> 25
<211>15
<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

5

<223> Epitopo inmunodominante de E7 de HPV

<400> 25

10

Ala Glu Pro Asp Arg Ala His Tyr Asn Ile Val Thr Phe Cys Cys
15

1

5

70

10



10

15

20

<210> 26
<211> 142
<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

ES 2589013 T3

<223> Secuencia consenso de E6 de HPV

<400> 26

Phe Gln
1

Glu Leu

Lys Gln

Val Tyr
50

Phe Tyr
65

Gly Thr

Ile Arg

Lys Gln

Ser Cys
130

<210> 27
<211> 97
<212> PRT

Asp

Gln

Gln

35

Arg

Ser

Thr

Cys

Arg

115

Cys

<213> Secuencia artificial

<220>

Pro

Thr

20

Asp

Lys

Ile
100

Phe

Arg

Gln

Thr

Leu

Gly

Ile

Glu

g5

Asn

His

Ser

Glu

Ile

Arg

Asn

Ser

70

Gln

Cys

Asn

Ser

<223> Secuencia consenso de E7 de HPV

<400> 27

Ser

His

Arg

Pro

55

Glu

Gln

Gln

Ile

Arg
135

Gly

Asp

Glu

40

Tyr

Tyr

Tyr

Lys

Arg

120

Thr

Arg

Ile

25

Val

Ala

Arg

Azn

Pro

105

Gly

Arg

Lys

10

Ile

Tyr

Val

His

Lys

90

Leu

Arg

Arg

Leu

Asgp

Cys

Tyr

75

Pro

Gln

Trp

Glu

Pro

Glu

Arg

Asp

60

Cys

Leu

Arg

Thr

Thr
140

Gln

Cys

Asgp

45

Lys

Tyr

Cys

His

Gly

125

Gln

Leu

val

30

Cys

Ser

Asp

Leu

110

Arg

Leu

Cys
15

Tyr

Cys

Leu

Leu

95

Asp

Cys

Thr

Cys

Ile

Lys

Tyr

80

Leu

Lys

Met

His Gly Asp Thr Pro Thr Leu His Glu Tyr Met Leu Asp Leu Gln Pro

1

5

10

15

Glu Thr Thr Asp Leu Tyr Gly Tyr Gly Gln Leu Asn Asp Ser Ser Glu

71



10

15

20

25

30

35

20

Glu Glu Asp Glu Ile Aszp Gly

35

Ala His Tyr Asn Ile Val Thr

30

Arg Leu Cys Val Gln Ser Thr

65

Leu Leu Met Gly Thr Leu Gly

Pro

<210> 28

<211>18

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Secuencia lider de IgE

<400> 28

85

ES 2589013 T3

70

35

25

Prc Ala Gly Gln
4an

Phe Cys Cys Llys

His Val Asp Ile
75

Ile Val Cys Pro
90

30

Ala Glu Pro

45

Cys Asp Ser

60

Arg Thr Leu

Ile Cys

Ser

Asp Arg

Thr Leu

Met Asp Trp Thr Trp Ile Leu Phe Leu Val Ala Ala Ala Thr Arg Val

1

His Ser

<210> 29

<211>7

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

5

<223> Secuencia de escision proteolitica

<400> 29

<210> 30

<211> 1766

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

10

Arg Gly Arg Lys Arg Arg Ser

1

5

<223> Secuencia de ADN de E1-E2 consenso de genotipo 1ay 1b de HCV

<400> 30

72

15



gaattegeoca
cacagetace
agcagcateg
gtgagagagy
gatggcagcc
accctgtgta
ctgttcacct
cocggocaca
accgecctgyg
ggagcccact
aaggtgcteg
agcgagacce
tteacccctyg
aacagcacceyg
taccagcaca
gatgagttcy
agaccctact
tgtggcoceg
ggageoccca
agaccaooode
gtgtgtggcg
accgactgcect
ctgaccccca
aacttcacca
goctgtaatt
teocectetge
cocgacctga
tacggagtgy

ttcctgotge

caggoccgagy

<210>31

<211> 580
<212> PRT
<213> Secuencia artificial

ccatggactg
aagtgaggaa
tgtacgaggc
gcaacagctc
tgcccaccac
gcgecatgta
tcageocccag
tcacoggeca
tggtgtecca
ggggcgtget
tggtgctget
acgtgaccgg
gogacaagea
ccctgaactg
agttcaacag
cccagggctg
gctggcacta
tgtactgctt
cctacagetg
tgggeaattyg
ccccteccty
tcagaaagca
gatgtatggt
tcttcaaagt
ggaccagggg
tgectgtecac
geaceggect
gctctagcat
tggoccgacgc

cctgatgagce

ES 2589013 T3

gacetggate
tagecagegge
cgecgacatyg
cagatgctgg
caccctgagg
tgtgggogat
aaggcactgg
cagaatggeoe
getgetgaga
ggccggeoatc
getgttegece
cggcaccgce
gaacatccag
taacgacage
cageggetge
gggccccatc
cgccccocaga
cacccctage
gggcgagaac
gtteoggetgt
tgtgategge
cccegaggec
ggactacccc
gaggatgtat
cgagagatgt
caccgagtgg
gatccacetg
cgtgtcctgy
cagagtgtgt

ggccgc

ctgttectgg
ctgtaccacyg
atcatgeaca
gtggccctga
agacacgtgg
ctgtgtggca
accgtgeagy
tgggacatga
atccctcagg
goctacttca
ggcgtggacy
ggcagaacca
ctgatcaaca
ctgaacaceg
cccgagagaa
acctacgcca
cocctgtggea
cocgtggtty
gagaccgacy
acctggatga
ggagtgggca
acctactcca
tacaggctgt
gtggggggcyg
gacetggagy
caggtgctge
caccagaaca

gccatcaagt

agctgectgt

73

tggeegetge
tgaccaacga
ceccaggoty
cccctacegt
acctgecttgt
gegtgtttet
actgtaactyg
tgatgaactg
ccategtgga
gcatggtggyg
gcagaggeayg
cagccggect
ccaacggoag
gctggetgge
tggecagetg
atggcagcgyg
tcgtgeoege
tgggecaccac
tgetggtget
acagcacegy
acaacacecct
gatgtggcag
ggcactaccce
tggagcacag
accgggatag
cttgtagett
togtggacgt
gggagtacgt

ggatgatgcet

aacacggatg
ctgctocaac
tgtgeocctgt
ggcogccaga
gggcagcgcc
tgtgggccag
ctecatctac
gagacctaca
catggtggee
caactgggcc
gaagagaagyg
tgtgggectg
ctggeacate
cggectgtte
tagacccctg
ccctgaccag
caagagcgtg
cgacagaagc
gaacaacacc
cttcaccaaa
gacctgooec
cggaccttgg
ctgtaccgtg
actggaggcec
aagegagetg
caccaccctg
geagtacctg
ggtgctgcty

gctgatcage

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
900
260

1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620
1680
1740

1766



<220>

ES 2589013 T3

<223> Secuencia de proteina de E1-E2 consenso de genotipo 1ay 1b de HCV

<400> 31

Met

1

His

Asp

His

Cys

65

Pro

Thr

Leu

Gln

Met

145

Val

Gly

Gly

Asp

Asp

Ser

Cys

Thr

50

Trp

Thr

Leu

Val

Asp

130

Ala

Ser

Ala

Aszsn

Gly
210

Trp

Tyr

Ser

35

Pro

Val

Thr

Cys

Gly

115

Cys

Trp

Gln

His

Trp
195

Thr

Gln

20

Asn

Gly

Ala

Thr

Ser

100

Gln

Asn

Asp

Leu

Trp

180

Ala

Gly

Trp

Val

Ser

Cys

Leu

Leu

85

Ala

Leu

Cys

Met

Leu

165

Gly

Lys

Arg

Ile

Ser

Val

Thr

70

Arg

Met

Phe

Ser

Met

150

Arg

Val

Val

Lys

Leu

Asn

Ile

Pro

53

Pro

Arg

Tyr

Thr

Ile

135

Met

Ile

Leu

Leu

Arg
215

Phe

Ser

Val

40

Cys

Thr

His

Val

Phe

120

Tyr

Aszsn

Pro

Ala

Val

200

Arg

74

Leu

Ser

25

Tyr

Val

Val

Val

Gly

105

Ser

Pro

Trp

Gln

Gly

185

Val

Ser

Val

10

Gly

Glu

Arg

Ala

Asp

80

Asp

Pro

Gly

Ser

Ala

170

Ile

Leu

Glu

Ala

Leu

Ala

Glu

Ala

75

Leu

Leu

Arg

His

Fro

155

Ile

Ala

Leu

Thr

Ala

Tyr

Ala

Gly

Arg

Leu

Cys

Arg

Ile

140

Thr

Val

Tyr

Leu

His
220

Ala

His

Asp

45

Aszn

Asp

Val

Gly

His

125

Thr

Thr

Asp

Phe

Phe

205

Val

Thr

Val

30

Met

Ser

Gly

Gly

Ser
110

Trp

Gly

Ala

Met

Ser

190

Ala

Thr

Arg

Thr

Ile

Ser

Ser

Ser

95

Val

Thr

His

Leu

Val

175

Met

Gly

Gly

Val

Asn

Met

Arg

Leu

80

Ala

Phe

Val

Arg

Val

160

Ala

Val

Val

Gly



Thr

225

Ala

Asn

Ala

Arg

Pro

305

Trp

Cys

Thr

Asp

Gly

385

Pro

Thr

Ser

Leu

Met

Ala

Lys

Ser

Gly

Met

290

Ile

His

Gly

Asp

Val

370

Cys

Pro

Asp

Gly

Trp

450

Tyr

Gly

Gln

Thr

Leu

275

Ala

Thr

Tyr

Pro

Arg

355

Leu

Thr

Cys

Cys

Pro

435

His

Val

Arg

Asn

Ala

260

Phe

Ser

Tyr

Ala

Val

340

Ser

Val

Trp

Val

Phe
420

Trp

Tyr

Gly

Thr

Ile

245

Leu

Tyr

Cys

Ala

Pro

325

Tyr

Gly

Leu

Met

Ile

405

Arg

Leu

Pro

Gly

ES 2589013 T3

Thr

230

Gln

Asn

Gln

Arg

Asn

310

Arg

Cys

Ala

Asgn

Asn

390

Gly

Lys

Thr

Cys

Val

Ala

Leu

Cys

His

Pro

295

Gly

Pro

Phe

Pro

Asn

375

Ser

Gly

His

Pro

Thr

455

Glu

Gly

Ile

Asn

Lys

280

Leu

Ser

Cys

Thr

Thr

360

Thr

Thr

val

Pro

Arg

440

val

His

75

Leu

Asn

Asp

2635

Phe

Asp

Gly

Gly

Pro

345

Tyr

Arg

Gly

Gly

Glu

425

Cys

Asn

Arg

val

Thr

250

Ser

Asn

Glu

Pro

Ile

330

Ser

Ser

Pro

Phe

Asn

410

Ala

Met

Phe

Leu

Gly

235

Asn

Leu

Ser

Phe

Asp

315

Val

Pra

Trp

Pro

Thr

395

Asn

Thr

Val

Thr

Glu

Leu

Gly

Asn

Ser

Ala

300

Gln

Pro

Val

Gly

Leu

380

Lys

Thr

Tyr

Asp

Ile

460

Ala

Phe

Ser

Thr

Gly

285

Gln

aArg

Ala

val

Glu

365

Gly

Val

Leu

Ser

Tyr

445

Phe

Ala

Thr

Trp

Gly

270

Cys

Gly

Pro

Llys

val

350

Asn

Asn

Cys

Thr

Arg

430

Pro

Lys

Cys

Pro

His

255

Trp

Pro

Trp

Tyr

Ser

335

Gly

Glu

Trp

Gly

Cys

415

Cys

Tyr

val

Asn

Gly

240

Ile

Leu

Glu

Gly

Cys

320

Val

Thr

Thr

Phe

Ala

400

Pro

Gly

Arg

Arg

Trp
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<210> 32

465

Thr

Ser

Phe

Asn

Ser

545

Ala

Gln

<211>192
<212> PRT
<213> Secuencia artificial

<220>

Arg

Preo

Thr

Ile

530

Trp

Asp

Ala

Gly

Leu

Thr

515

val

Ala

Ala

Glu

Glu

Leu

500

Leu

Asp

Ile

Arg

Ala
580

Arg

485

Leu

Pro

val

Lys

Val
565

ES 2589013 T3

470

Cys

Ser

Ala

Gln

Trp
550

Cys

<223> Secuencia consenso de E1 de HCV

<400> 32

Asp

Thr

Leau

Tyr

535

Glu

Ser

Leu

Thr

Ser

520

Leu

Tyr

Cys

76

Glu

Glu

505

Thr

Tyr

val

Leu

Asp
490

Trp

Gly

Gly

Val

Trp
570

475

Arg

Gln

Leu

val

Leu

555

Met

Asp

Val

Ile

Gly

540

Leu

Met

Arg

Leu

His

525

Ser

Phe

Leu

Ser

Pro

510

Leu

Ser

Leu

Leu

Glu

495

Cys

His

Ile

Leu

Tle
575

480

Leu

Ser

Gln

val

Leu

560

Ser



10

Tyr

Ser

Pro

vVal

Thr
65

Cys

Gly

Cys

Trp

Gln
145

His

Trp

<210> 33
<211> 363
<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

Gln

Asn

Gly

Ala

50

Thr

Ser

Gln

Asn

Asp

130

Leu

Trp

Ala

Val

Ser

Cys

35

Leu

Leu

Ala

Leu

Cys

115

Met

Leu

Gly

Lys

Arg

Ser

20

Val

Thr

Arg

Met

Phe

100

Ser

Met

Arg

Val

Val
180

Asn

Ile

Pro

Pro

Arg

Tyr
85

Thr

Ile

Met

Ile

Leu

165

Leu
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Ser

vVal

Cys

Thr

His

70

Val

Phe

Tyr

Asn

Pro

150

Ala

Val

<223> Secuencia consenso de E2 de HCV

<400> 33

Ser

Tyr

Val

Val

55

Val

Gly

Ser

Pro

Trp

135

Gln

Gly

Val

Gly

Glu

Arg

40

Ala

Asp

Asp

Pro

Gly

120

Ser

Ala

Ile

Leu

77

Leu

Ala

25

Glu

Ala

Leu

Leu

Arg

105

His

Pro

Ile

Ala

Leu
185

Tyr

10

Ala

Gly

Arg

Leu

Cys
80

Arg

Ile

Thr

Val

Tyr

170

Len

His

Asp

Asn

Asp

val

75

Gly

His

Thr

Thr

Asp

155

Phe

Phe

Val

Met

Ser

Gly

60

Gly

Ser

Trp

Gly

Ala

140

Met

Ser

Ala

Thr

Ile

Ser

45

Ser

Ser

Val

Thr

His

125

Leu

Val

Met

Gly

Asn

Met

30

Arg

Leu

Ala

Phe

Val

1190

Arg

val

Ala

val

Val
190

Asp

15

His

Cys

Pro

Thr

Leu
55

Gln

Met

Val

Gly

Gly

175

Asp

Cys

Thr

Trp

Thr

Leu

80

Val

Asp

Ala

Ser

Ala

16Q

Asn



Glu

Val

Thr

Ser

Aszsn

65

Glu

Pro

Thr

Gly

Asn

Leu

50

Ser

Phe

Asp

His

Leu

Gly

Aszsn

Ser

Ala

Gln

Val

Phe

20

Ser

Thr

Gly

Gln

Arg
100

Thr

Thr

Trp

Gly

Cys

Gly

85

Pro
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Gly

Pro

His

Trp

Pro

70

Trp

Tyr

Gly

Gly

Ile

Leu

53

Glu

Gly

Cys

Thr

Ala

Asn

Ala

Arg

Pro

Trp

78

Ala

Lys

25

Ser

Gly

Met

Ile

Hisg
105

Gly

10

Gln

Thr

Leu

Ala

Thr

80

Tyr

Arg

Aszn

Ala

Phe

Ser

75

Tyr

Ala

Thr

Ile

Leu

Tyr

60

Cys

Ala

Fro

Thr

Gln

Asn

Gln

Arg

Asn

Arg

Ala

Leu

30

Cys

His

Fro

Gly

Pro
110

Gly

15

Ile

Asn

Lys

Leu

Ser

85

Cys

Leu

Aszn

Asp

Phe

Asp

g0

Gly

Gly



Ile

Ser

Ser

145

Pro

Phe

Asn

Ala

Met

225

Phe

Leu

Asp

Trp

Gly

305

Gly

Val

Trp

val

Pro
130

Trp

Pro

Thr

Asn

Thr

210

val

Thr

Glu

Arg

Gln

290

Leu

Val

Leu

Met

Pro

115

val

Gly

Leu

Lys

Thr

195

Tyr

Asp

Ile

Ala

Asp

275

Val

Ile

Gly

Leu

Met
355

Ala

val

Glu

Gly

val

180

Leu

Ser

Tyr

Fhe

Ala

260

Arg

Leu

His

Ser

Phe

340

Leu

Lys

Val

Asn

Asn

165

Cys

Thr

Arg

Pro

Lys

245

Cys

Ser

Pro

Leu

Ser

325

Leu

Leu
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Ser

Gly

Glu
150

Trp

Gly

Cys

Cys

Tyr

230

val

Asn

Glu

Cys

His

310

Ile

Leu

Ile

Val

Thr

135

Thr

Phe

Ala

Pro

Gly

215

Arg

Arg

Trp

Leun

Ser

295

Gln

Val

Leu

Ser

Cys

120

Thr

Asp

Gly

Pro

Thr

200

Ser

Leu

Thr

Ser

280

Fhe

Asn

Ser

Ala

Gln
360

79

Gly

Asp

Val

Cys

Pro

185

Asp

Gly

Trp

Tyr

Arg

265

Pro

Thr

Ile

Trp

Asp

345

Ala

Pro

Arg

Leu

Thr

170

Cys

Cys

Pro

His

val

250

Gly

Leu

Thr

vVal

Ala

330

Ala

Glu

Val

Sar

Val
155

Trp

Val

Fhe

Trp

Tyr

235

Gly

Glu

Leu

Leu

Asp

315

Ile

Arg

Ala

Tyr

Gly

140

Leu

Met

Ile

Arg

Leu

220

Pro

Gly

Arg

Leu

Pro

300

Val

Lys

Val

Cys

125

Ala

Asn

Asn

Gly

Lys

205

Thr

Cys

val

Cys

Ser

285

Ala

Gln

Trp

Cys

Phe

Pro

Asn

Ser

Gly

190

His

Pro

Thr

Glu

Asp

270

Thr

Leu

Tyr

Glu

Ser
350

Thr

Thr

Thr

Thr

175

val

Pro

Arg

val

His

255

Leu

Thr

Ser

Leu

Tyr

335

Cys

Pro

Tyr

Arg

160

Gly

Gly

Glu

Cys

Asn

240

Arg

Glu

Glu

Thr

Tyr

320

Val

Leu
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<210> 34

<211> 3512

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 34
ggtaccgaat tegecaccat ggactggace tggatectgt taectggtgge egetgecaca 60
agagtgeaca goccocaggge coccaggtge agagecgtge ggageoectget geoggagecac 120
taccgggagg tgctgcccot ggcocacctto gtgeggagge tgggecctca ggggtggcegdy 180
ctggtgcaga gaggcgaccc tgccgeccttc agagecectgg tggoccagtg cctggtgtge 240
gtgcecctgygg acgccagacce tcccccoctgec gecoccctaget toccggcaggt gtoctgectg 300
aaagaactgg tggoccgggt getgeagegyg ctgtgegaga ggggegeocaa gaacgtgetg 360
gecttegget togecctgoet ggacggegoee agaggoggec ctocegagge ctteaccace 420
tecgtgagaa gotacctgoe caacaceogtyg accgacgoce tgagaggcag cggoegettgg 480
ggcctgetge tgocgcagagt gggcgacgac gtgetggtge acctgctgge cagatgegec 540
ctgttcgtge tggtogeococc cagetgegee taccaggtgt goggeccacc cctgtaccag 600
ctgggagcocg ccacccagge cagacccoct cctcacgcect coggecccag goggagactg 660
ggctgcgage gggectggaa ccacagegtyg cgggaggecyg goeghgeccet gggectgeca 720
geccctggeg ccagaagaag gggcggoage gocagcagaa gectgeccct goccaagegg 780
cocagacgeg gagoogeooe tgagocegag agaaccocceg tgggocaggg ctettgggee 840
caccctggec ggaccagagg ccccagegac cggggettct gogtggtgto ccoccgccaga 900
cccgecgagyg aagccaccte cctggaagge gococtgagoyg gcaccaggca cagcecacccc 360
agcgtgggeoc gccagcacca cgcococggaccc cccagcacct ccaggocccc caggcocctgg 1020
gacaccoett goceoccotgt gtacgeegag accaageact tectgtacag cageggogac 1080
aaagageage tgeggeoccag cttectgetg teocagectga ggoccteocet gaceggeget 1140
aggagectgg tggagaceat ctttetggge agecggecct ggatgeccgg cacocodagg 1200
cggctgecca ggotgeoccca goggtactgg cagatgagge ctcetgttoct ggaactgetg 1260
ggcaaccacg cccagtgccoce ctacggegtg ctgctgaaaa ccoccactgccc cctgagagoec 1320
gccgtgacce cagccocgecgyg agtgtgecgeoc agagagaagce ctcagggcag cgtggecgcet 1380
cccgaggaag aggacadega ccccagacge ctggtgeage tgotgeggea geacageage 1440
cettggeagg tgtacggett cgtgegggee tgectgagaa ggetggtgec cectggectg 1500
tggggcageca ggcacaacga geggoeggttt ctgoggaaca ccaagaagtt catcagectg 1560
gggaagcacg ccaagctgtc cctgcaggaa ctgacctgga agatgagogt goggggetge 1620
gectggetga gaagatcccoce tggogtggge tgogtgoctyg cocgocgagea coggctgogy 1680
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gaggaaatcc tggceccaagtt cctgcactgg ctgatgageg tgtacgtggt ggagetgetg 1740
agatcettet tetacgtgac cgagaccacce ttcoccagaaga actacctgtt cttcectacegg 1800
aagagcegtgt ggagcaaget geagagecate ggratccgge agecacctgaa gegggtgeag 18€0
ctgagagage tgtccgagge cgaagtgagg cagcaccogygy aggccagacce tgcocctgetg 1920
accagecgge tgoggttcat ccccaagcecce gacggoctgoe ggeccatcecgt gaacatggac 1980
tacgtggtgg gocgccaggac cttcooggogy gagaagogyy ccogagegget gacctogagg 2040
gtgaaggecce tgttcagcecgt gctgaactac gagecgggeca ggoggceccagg cctgetggge 2100
goecagegtge tgggoctgga cgacatccac cgggcectgge ggaccttegt getgagagtyg 2160
cgggcccagyg accecectee cgagetgtac ttegtgaagyg tggacgtgac aggegectac 2220
gacaccatcc cccaggaceg getgaccgag gtgatcgeca geatcatecaa gocecagaac 2280
acctactgeg tgoggagata cgoegtggtyg cagaaggecyg cccacggoca cgtgeggaag 2340
geccttcaaga gecacgtgag caccctgacce gacctgcage cctacatgog gcagttegtg 2400
goeccaccektge aggaaaccag ceccectgegg gatgeegtgg tgatcgagea gagecageage 2460
ctgaacgagg ccagcagcgg cctgttcgac gtgttectga gattcatgtg ccaccacgcee 2520
gtgcggatce ggggcaagag ctacgtgcag tgccagggca tcccacaggg cagcatccetg 2580
tccaccctge tgtgotccocct gtgetacgge gacatggaaa acaagctgtt cgoccggeate 2640
aggegggacy gactgetget gagactggtg gacgacttoce tgetggtgac ccocccaccetg 2700
accrcacgeeca agacctttet geggaccetg grtgegoggeyg tgeccgagta cggetgogtyg 2760
gtgaacctga gaaagaccgt ggtgaacttc cccgtggagg acgaggccecct gggoggcaca 2820
gecttegbtge agatgocctge ccatggactg ttceccttggt gegggeoctgct gcoctggacace 2880
cggacectgg aagtgcagag cgactacagce agctacgccoce ggaccagcat ccgggoctceo 2940
ctgacctteca acaggggctt caaggccgge aggaacatgc ggeggaagct gtttggegtg 3000
ctgcggctga agtgccacag cctgtttectg tacctgecagg tgaacagect gcagaccgtg 3060
tgcaccaaca tctacaagat cetgetgetg caggeoctace ggttcocacge ctgoghtgetg 3120
cagctgecet ttcaccageca ggtgbggaag aaccctacct tettectgeg ggtgatcage 3180
gacaccgeoeca goctgtgeta cagcatcoctyg aaggocaaga acgocggeat gageootggge 3240
gocaagggag ccgecggace tetgeccage gaggoegtge agtggetgtyg ccaccaggee 3300
ttteotgetga agetgaccog geaccogggtg acctacgtge coctgetggg cagooctgegy 3360
accgecocaga cccagetgte ceggaagetg cctggeacca cectgacage cctggaagece 3420
gocogecaace cogecctgec ctececgactte aagaccatcc tggactacecc ctacgacgtg 3480
cecgactacyg cctgatgage ggecgegage te 3512

<210> 35

<211> 1158

<212> PRT

<213> Homo sapiens
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<400> 35

Met

1

His

Ser

Gly

Arg

Pro

Leu

val

Pro

Thr

145

val

val

Tyr

Gly

Asp

Ser

His

Pro

50

Ala

Pro

Vval

Leu

Glu

130

Asp

Gly

Leu

Gln

Pro
210

Trp

Pro

Tyr

35

Gln

Leu

Proc

Ala

Ala

115

Ala

Ala

Asp

Val

Leu

155

Arg

Thr

Arg

20

Arg

Gly

Val

Ala

Arg

100

Phe

Phe

Leu

Asp

Ala

180

Gly

Arg

Trp

Ala

Glu

Trp

Ala

Ala

85

Val

Gly

Thr

Arg

VvVal

165

Pro

Ala

Arg

ES 2589013 T3

Ile

Pro

Val

Arg

Gln

70

Pro

Leu

Phe

Thr

Gly

150

Leu

Ser

Ala

Leu

Leu

Arg

Leu

Leu

55

Cys

Ser

Gln

Ala

Ser

135

Ser

Val

Cys

Thr

Gly
215

Phe

Cys

Pro

40

Val

Leu

Phe

Arg

Leu

120

Val

Gly

His

Ala

Gln

200

Cys

82

Leu

Arg

25

Leu

Gln

val

Arg

Leu

105

Leu

Arg

Ala

Leu

Tyr

185

Ala

Glu

Val

10

Ala

Ala

Arg

Cys

Gln

90

Cys

Asp

Ser

Trp

Leu

170

Gln

Arg

Arg

Ala

Val

Thr

Gly

val

75

val

Glu

Gly

Tyr

Gly

155

Ala

val

Pro

Ala

Ala

Arg

Phe

Asp

60

Pro

Ser

Arg

Ala

Leu

140

Leu

Arg

Cys

Pro

Trp
220

Ala

Ser

Val

45

Pro

Trp

Cys

Gly

Arg

125

Pro

Leu

Cys

Gly

Pro

205

Asn

Thr

Leu

30

Arg

Ala

Asp

Leu

Ala

119

Gly

Asn

Leu

Ala

Pro

190

His

His

Arg

15

Leu

Arg

Ala

Ala

Lys

95

Lys

Gly

Thr

Arg

Leu

175

Pro

Ala

Ser

Val

Arg

Leu

Phe

Arg

Glu

Asn

Pro

Val

Arg

16Q

Phe

Leu

Ser

val



Arg
225

Trp

Val

aAla

305

His

Prec

Gly

Pro

Ser

385

Gln

His

aArg

Gln

Leu
465

Glu

Gly

Gly

Ala

Val

230

Leu

Ala

Cys

Asp

Ser

370

Arg

Arg

Ala

Ala

Gly

450

Val

Ala

Gly

Ala

His

275

Ser

Ser

Gly

Pro

Lys

355

Leu

Pro

Tyr

Gln

Ala

435

Ser

Gln

Gly

Ser

Ala

260

Pro

Pro

Gly

Pro

Pro

340

Glu

Thr

Trp

Trp

Cys

420

Val

Val

Leu

val

Ala

245

Pro

Gly

Ala

Thr

Pro

325

val

Gln

Gly

Met

Gln

405

Pro

Thr

Ala

Leu
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Pro

230

Ser

Glu

Arg

Arg

Arg

310

Ser

Tyr

Leu

Ala

Pro

390

Met

Tyr

Pro

Ala

Arg
470

Leu

Arg

Pro

Thr

Pro

295

His

Thr

Ala

Arg

Arg

375

Gly

Arg

Gly

Ala

Pro

455

Gln

Gly

Ser

Glu

Arg

280

Ala

Ser

Ser

Glu

Pro

360

Arg

Thr

Pro

vVal

Ala

440

Glu

His

83

Leu

Leu

Arg

265

Gly

Glu

His

Arg

Thr

345

Ser

Leu

Pro

Leu

Leu

425

Gly

Glu

Ser

Pro

Pro

250

Thr

Pro

Glu

Pro

Pro

330

Lys

Fhe

val

aArg

Phe

410

Leu

val

Glu

Ser

Ala

235

Leu

Pro

Ser

Ala

Ser

315

Pro

His

Len

Glu

Arg

395

Leu

Lys

Cys

Asp

Pro
475

Pro

Pro

val

Asp

Thr

300

val

Arg

Phe

Leu

Thr

380

Leu

Glu

Thr

Ala

Thr
460

Trp

Gly

Lys

Gly

Arg

285

Ser

Gly

Pro

Leu

Ser

365

Ile

Pro

Leu

His

Arg

445

Asp

Gln

Ala

Arg

Gln

270

Gly

Leu

Arg

Trp

Tyr

350

Ser

Fhe

Arg

Leu

Cys

430

Glu

Pro

val

Arg

Pro

255

Gly

Phe

Glu

Gln

Asp

335

Ser

Leu

Leu

Leu

Gly

415

Pro

Lys

Arg

Tyr

Arg

240

Arg

Ser

Cys

Gly

His

320

Thr

Ser

Arg

Gly

Pro

400

Asn

Leu

Pro

Arg

Gly
480



Phe

Ser

Ser

Met

Cys

545

Phe

Phe

Tyr

His

Gln

625

Ile

val

Ser

Arg

Arg

705

Pro

val

Leu

Ser

530

val

Leu

Phe

Arg

Leu

610

His

Pro

Gly

Pro
630

Ala

Glu

Arg

HEis

Gly

515

Val

Pro

His

Tyr

Lys

585

Lys

Arg

Lys

Ala

Val

675

Gly

Trp

Leu

Ala

Asn

500

Lys

Arg

Ala

Trp

val

580

Ser

Arg

Glu

Pro

Arg

660

Lys

Leu

Arg

Tyr

Cys

485

Glu

His

Gly

Ala

Leu

565

Thr

Val

val

Ala

Asp

645

Thr

Ala

Lenu

Thr

Phe
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Leu

Arg

Ala

Cys

Glu

550

Met

Glu

Trp

Gln

Arg

630

Gly

Phe

Leu

Gly

Fhe

710

Val

Arg

Arg

Lys

Ala

535

His

Ser

Thr

Ser

Leu

615

Pro

Leun

Arg

Phe

Ala

695

val

Lys

Arg

Phe

Leu
520

Trp

Arg

Val

Thr

Lys

600

Arg

Ala

Arg

Arg

Ser

680

Ser

Leu

Val

84

Leu

Leu

505

Ser

Leu

Leu

Tyr

Phe

585

Leu

Glu

Leu

Pro

Glu

665

Val

Val

Arg

Asp

Val

490

aArg

Leu

aArg

aArg

Val

570

Gln

Gln

Leu

Leu

Ile

650

Lys

Leu

Leu

vVal

Val

Pro

Asn

Gln

Arg

Glu

555

Val

Lys

Ser

Ser

Thr

635

Vval

Arg

Asn

Gly

Arg

715

Thr

Pro

Thr

Glu

Ser

540

Glu

Glu

Asn

Ile

Glu

620

Ser

Asn

Ala

Tyr

Leu

700

Ala

Gly

Gly

Lys

Leu

525

Pro

Ile

Leu

Tyr

Gly

605

Ala

Arg

Met

Glu

Glu

685

Asp

Gln

Ala

Leu

Lys

510

Thr

Gly

Leu

Leu

Leu

590

Ile

Glu

Leu

Asp

Arg

670

Arg

Asp

Asp

Tyr

Trp
495

Phe

Trp

Val

Ala

Arg

575

Phe

Arg

Val

Arg

Tyr

655

Leu

Ala

Ile

Pro

Asp

Gly

Ile

Lys

Gly

Lys

560

Ser

Phe

Gln

aArg

Phe

640

Val

Thr

Arg

His

Pro

720

Thr



Ile

Gln

His

aAsp

785

Ser

Glu

His

Pro

Asp

865

Leu

Ala

Cys

Glu

Phe

945

Ser

Pro

Asn

Gly

770

Leu

Pro

Ala

Ala

Gln

850

Met

Arg

Lys

Val

Ala

930

Pro

Asp

Gln

Thr

755

His

Gln

Leu

Saer

Val

B35

Gly

Glu

Leu

Thr

Val

815

Leu

Trp

Tyr

Asp

740

Tyr

val

Pro

Ser

8z0

Ser

Asn

val

FPhe

900

Asn

Gly

Cys

Ser

725

Arg

Cys

Arg

Tyr

Asp

805

Gly

Ile

Tle

Lys

Asp

885

Leun

Leu

Gly

Gly

Ser
965
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Leu

Val

Lys

Met

790

Ala

Leu

Arg

Leu

Leu

870

Asp

Arg

Arg

Thr

Leu

950

Tyr

Thr

Arg

Ala

775

Arg

Val

Phe

Gly

Ser

855

Phe

Phe

Thr

Lys

Ala

935

Lenu

Ala

Glu

Arg

760

Phe

Gln

val

Asp

Lys

840

Thr

Ala

Leu

Leu

Thr

9290

Phe

Leu

Arg

85

Val

745

Tyr

Lys

Phe

Ile

Val

825

Ser

Leu

Gly

Leu

vVal

905

Val

Val

Asp

Thr

730

Ile

Ala

Ser

Val

Glu

810

Phe

Tyr

Leu

Ile

Val

890

Arg

Val

Gln

Thr

Ser
970

Ala

val

His

Ala

795

Gln

Leu

Val

Cys

Arg

B75

Thr

Gly

Asn

Met

Arg

955

Ile

Ser

Val

Val

780

His

Ser

Arg

Gln

Ser

860

Arg

Pro

Val

Phe

Pro

940

Thr

Arg

Ile

Gln

765

Ser

Leu

Ser

Phe

Cys

B45

Leu

Asp

His

Pro

Pro

925

Ala

Leu

Ala

Ile

750

Lys

Thr

Gln

Ser

Met

830

Gln

Cys

Gly

Leu

Glu

910

vVal

His

Glu

Ser

735

Lys

Ala

Leu

Glu

Leu

815

Cys

Gly

Tyr

Leu

Thr

895

Tyr

Glu

Gly

Val

Leu
975

Pro

Ala

Thr

Thr

800

Asn

His

Ile

Gly

Leu

880

His

Gly

Asp

Leu

Gln

960

Thr
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Phe Asn Arg Gly Phe Lysg Ala Gly Arg Asn Met Arg Arg Lyg Leu Phe
880 885 890

Gly Val Leu Arg leu lys Cys His Ser Leu Phe Leu Tyr Leu Gln V
995 1000 1005

Asn Ser Leu Gln Thr Val Cys Thr Asn Ile Tyr Lys Ile Leu Leu
1010 1015 1020

Len Gln Ala Tyr Arg Phe His Ala Cys Val Len Gln Leu Pro Phe
1025 1030 1035

His Gln Gln Val Trp Lys Asn Pro Thr Phe Phe Leu Arg Val Ile
1040 1045 1050

Ser Asp Thr Ala Ser Leu Cys Tyr Ser Ile Leu Lys Ala Lys Asn
1055 1060 1065

Ala Gly Met Ser Leu Gly Ala Lys Gly Ala Ala Gly Pro Leu Pro
1070 1075 1080

Ser Glu Ala Val Gln Trp Leu Cys His Gln Ala Phe Leu Leu Lys
1085 1090 1085

Leu Thr Arg His Arg Val Thr Tyr Val Pro Leu Leu Gly Ser Leu
1100 1105 1110

Arg Thr Ala Gln Thr Gln Leu Ser Arg lLys Leu Pro Gly Thr Thr
1115 1120 1125

Len Thr Ala Leu Glu Ala Ala Ala Asn Pro Ala Leun Pro Ser Asp
1130 1135 1140

Phe Lys Thr Ile Leu Asp Tyr Pro Tyr Asp Val Pr¢o Asp Tyr Ala
1145 1150 1155

<210> 36

<211> 1707

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Secuencia consenso de HA de gripe H5N1

<400> 36
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atggaaaaga
ateggcetace

accgtgaccc

gacggcgtga
cccatgtgeg

cccgbgaacg

ctgtecegga
cacgaggeca
cggaacgtgy
aacaacacca
gocgageaga
ctgaaccage
cggatggaat
ggcaacttea
atgaagagecg
atcaacagca
tacgtgaaga
cggcgggocg
cagggcatgg
gocegecgaca
atcatcgaca
cggoggatcg
aacgcogage
gtgaagaace
aacggetget
ggeacctacg
ggegtgaaac
agcagcctgg

agcctgeagt

<210> 37

<211> 568
<212> PRT
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Secuencia consenso de HA de gripe H5N1

tegtgetget
acgccaacaa

acgoccagga

agcccctgat
acgagttcat
acctgtgcta
tcaaccactt
geetgggegt
tgtggetgat
accaggaaga
ccaagctgta
ggctggtgee
tettetggac
tegecocega
agetggaata
gcatgecctt
gcaacaggct
cocgeecgggy
tggacgggtyg
aagagageac
agatgaacac
agaacctgaa
tgctggtget
tgtacgacaa
tegagtteta
actaccceca
tyggaaagceat
ccctggocat

gccggatctyg

ES 2589013 T3

gttegecate
cagecaccegag

catcctggaa

cctgegggac

caacgtgcco
cccoggogac
cgagaagatc
gagcageged
caagaagaac
tctgetggte
ccagaacccc
coggatcgeo
catectgaag
gtacgoctac
cgygcaactge
ccacaacatc
ggtgctggee
cetgttogge
gtacggetac
ceagaaggec
ceagttogag
caagaaaatg
gatggaaaac
agtgcggctg
ceadaagtge
gtacagegag
cggcatotac

catggtggeeo

catctag

gtgagccetgg
caggtggaca

aagacccaca

tgcagegtgg
gagtggagct
ttcaacgact
cagatcatce
tgcceatace
agcaccetace
ctgtggggca
accacctaca
acccggtcca
coccaacgatyg
aagategtga
aacaccaagt
caccccectga
accggectge
gccatcgecyg
cadcacagea
ategacggog
geegtgggee
gaagatggct
gagcggaccc
cagctgeggg
gacdaacgagt
gaageeocgge
cagatectga

ggcctgagec
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tgaagagega
ccatcatgga

acggcaagct

ccggcetgget
acatcgtgga
acgaggaact
ccaagageag
agggcaaghc
ccagcatcaa
tccaccacce
tcagegtggyg
aggtgaacgg
ccatcaactt
agaagggoga
gocagaaoas
ccatcggcga
ggaacagcce
gcttcatcoga
atgageagygg
tcaccaacaa
gggagttcaa
tcctggacgt
tggacttcca
acaacgccaa
geatggaaag
tgaageggga
geatcotacag

tgtggatgty

ccagatetge
aaaaaacgtg

gtgcgaccty

gctgggcaac

gaaggccaac
gaagcacctg
ctggtecage
cagettette
geggagetac
caacgacgcc
caccagcacc
ccagagceggc
cgagagcaac
cageaccate
catgggogec
gtgccccaag
ccagegggay
gggcggctgy
cageggetac
ggtgaacage
caacctggaa
gtggacctac
cgacagcaac
agagctggge
cgtgeggaac
ggaaatcage

cacegtggee

cagcaacggce

60

120

130

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

800

360

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1380

1440

1500

1560

1620

1680

1707
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<400> 37

88



Met

Asp

Asgp

Leu

Pro

65

Pro

Glu

Asp

Lys

Leu

145

Arg

Lys

Gly

Asn

Leu
225

Glu

Gln

Thr

Glu

50

Leu

Met

Lys

Tyr

Ile

130

Gly

Asn

Arg

Ile

Pro

210

Val

Met

Lys

Ile

Ile

35

Lys

Ile

Cys

Ala

Glu

115

Gln

Val

Val

Ser

His

195

Thr

Pro

Glu

Ile

Cys

20

Met

Thr

Leu

Asp

Asn

100

Glu

Ile

Ser

Val

Tyr

180

His

Thr

Arg

Phe

Val

Ile

Glu

His

Arg

Glu

85

Pro

Leu

Ile

Ser

Trp

165

Asn

Pro

Tyr

Ile

Phe
245

ES 2589013 T3

Leu

Gly

Lys

Asn

Asp

70

Phe

Val

Lys

Pro

Ala

150

Leu

Asn

Asn

Ile

Ala
230

Trp

Leu

Tyr

AsSn

Gly

55

Cys

Ile

Asn

His

Lys

135

Cys

Ile

Thr

Asp

Ser

215

Thr

Thr

Phe

His

Val

40

Lys

Ser

Asn

Asp

Leu

120

Ser

Pro

Lys

Asn

Ala

200

val

Ile

89

Ala

Ala

25

Thr

Leu

Val

val

Leu

105

Leu

Ser

Tyr

Lys

Gln

185

Ala

Gly

Ser

Leu

Ile

10

Asn

vVal

Cys

Ala

Pro

90

Cys

Ser

Trp

Gln

Asn

170

Glu

Glu

Thr

Lys

Lys
250

Val

Asn

Thr

Asp

Gly

75

Glu

Tyr

Arg

Ser

Gly

155

Sear

Asp

Gln

Ser

Val

235

Pro

Ser

Ser

Eis

Leu

60

Trp

Trp

Pro

Ile

Ser

140

Lys

Thr

Leu

Thr

Thr

2290

Asn

Asn

Leu

Thr

Ala

45

Asp

Leu

Ser

Gly

Asn

125

His

Ser

Tyr

Leu

Lys

205

Leu

Gly

Asp

Val

Glu

30

Gln

Gly

Leu

Tyr

Asp

110

His

Glu

Ser

Pro

val

1530

Leu

Asn

Gln

Ala

Lys

15

Gln

Asp

Val

Gly

Ile

95

Phe

Phe

Ala

Phe

Thr

175

Leu

Tyr

Gln

Ser

Ile
255

Ser

Val

Ile

Lys

Asn

8O

Val

Asn

Glu

Ser

Phe

160

Ile

Trp

Gln

aArg

Gly

240

Asn



Phe

val

Asn

Met

305

Tyr

Fro

Ala

Gly

Glu

385

Ile

Asn

Gly

Glu

Tyr

465

Asn

Ser

Glu

Lys

Cys

290

Pro

Val

Gln

Gly

Tyr

370

Ser

Ile

AsSn

Phe

Asn

450

Asp

Gly

Vval

Ser

Lys

275

Asn

Phe

Lys

Phe

355

His

Thr

Asp

Leu

Leu

435

Glu

Lys

Cys

Arg

Asn

260

Gly

Thr

His

Ser

Glu

340

Ile

His

Gln

Lys

Glu

420

Asp

Arg

Val

Phe

Asn
500

Gly

Asp

Lys

Asn

Asn

325

Arg

Glu

Ser

Lys

Met

405

Arg

Val

Thr

Arg

Glu

485

Gly

ES 2589013 T3

Asn

Sar

Cys

Ile

310

Arg

Arg

Gly

Asn

Ala

390

Asn

Arg

Trp

Leu

Leu

470

Phe

Thr

Phe

Thr

Gln

295

His

Leu

Ala

Gly

Glu

375

Ile

Thr

Ile

Thr

Asp

455

Gln

Tyr

Tyr

Ile

Ile

280

Thr

Pro

val

Ala

Trp

360

Gln

Asp

Gln

Glu

Tyr

440

Phe

Leu

His

Asp

90

Ala

265

Met

Pro

Leu

Leu

Ala

345

Gln

Gly

Gly

Phe

Asn

425

Asn

His

Arg

Lys

Tyr
505

Pro

Lys

Thr

Ala

330

Arg

Gly

Ser

val

Glu

410

Leu

Ala

Asp

Asp

Cys

490

Pro

Glu

Ser

Gly

Ile

315

Thr

Gly

Met

Gly

Thr

395

Ala

AsSn

Glu

Sar

AsSn

475

Asp

Gln

Tyr

Glu

Ala

300

Gly

Gly

Leu

Val

Tyr

380

Asn

val

Lys

Leu

Asn

460

Ala

Asn

Tyr

Ala

Leu

285

Ile

Glu

Leu

Phe

Asp

365

Ala

Lys

Gly

Lys

Leu

445

Val

Lys

Glu

Sar

Tyr

270

Glu

Asn

Cys

Arg

Gly

350

Gly

Ala

val

Arg

Met

430

val

Lys

Glu

Cys

Glu
510

Lys

Tyr

Ser

Pro

Asn

335

Ala

Trp

Asp

Asn

Glu

415

Glu

Leu

Asn

Leu

Met

495

Glu

Ile

Gly

Ser

Lys

320

Ser

Ile

Tyr

Lys

Ser

400

Phe

Agp

Met

Leu

Gly

480

Glu

Ala
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91

Arg Leu Lys Arg Glu Glu Tle Ser Gly Val Lys Leu Glu Ser Ile Gly
515 520 525
Ile Tyr Gln Ile Leu Ser Ile Tyr Ser Thr Val Ala Ser Ser Leu Ala
530 535 540
Leu Ala Tle Met Val Ala Gly Leu Ser Leu Trp Met Cys Ser Asn Gly
545 550 555 560
Ser Leu Gln Cys Arg Ile Cys Ile
565
<210> 38
<211> 1466
<212> ADN
<213> Secuencia artificial
<220>
<223> Secuencia consenso de NA de gripe H1N1 y H5N1
<400> 38
ggtaccgaat tegecaccat ggactggacce tggatcectgt tcetggtgge cgectgecace 60
cgggtgcaca gcatgaacce caaccagaag atcatcacca tcggecagcat ctgeatggtyg 120
atcggcatcg tgagectgat getgcagatc ggcaacatga tcagcecatcetg ggtgtcoccac 180
agcatccaga ccggcaacca gcaccaggec gagcccatca gcaacaccaa ctttectgace 240
gagaaggccg tggccagcgt gaccctggcec ggcaacagca gcctgtgeccc catcageggco 300
tgggeccogtgt acagcaagga caacagcatc cggatcggea gcaagggega cgtgttegtyg 360
atceogggage ccttcateag ctgcagecac ctggaatgee ggacctteott cetgaccocag 420
ggggccctge tgaacgacaa gcacagcaac ggcaccgtga aggacagaag ceccctaccgg 480
accctgatga gctgccceccgt gggeocgaggcec cccagcccct acaacagecg gttcgagagce 540
gtggcctggt ccgccageoge ctgccacgac ggcaccaget ggctgaccat cggcatcage 600
ggcoctgaca acggegecgt ggcogtgcetg aagtacaacg gcatcatcac cgacaccatc 660
aagagctgge ggaacaacat cctgeggacce caggaaageg agtgogoctg cgtgaacgge 720
agetgettea cegtgatgac cgacggecece agcaacggoe aggocagceta caagatcette 780
aagatggaaa agggcaaggt ggtgaagage gtggagetgg acgcoccccaa ctaccactac B40
gaggaatgca gctgctacce cgacgcecggc gagatcacct gogtgtgoecyg ggacaactgg 900
cacggcagca accggcecctg ggtgtccttc aaccagaacce tggaatacca gatcggectac 940
atctgcageg gogtghbtcgg cgacaacccc aggcoccaacyg atggcoacocgg cagoctgocgge 1020
cctgtgageg ccaacggege ctacggegtg aagggettea gettcaagta cggeaacgge 1080
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gtgtggatcg gocggaccaa gagcaccaac agcagatcog gottegagat gatctgggac 11490
cccaacgget ggacogagac cgacagceage ttcagegtga ageaggacat cgtggecate 1200
accgactggt ceggetacag cggcagette gtgcageace ccgagetgac cggcctggac 1260
tgcatccgge cctgettttg ggtggagetyg atcagaggea ggoccaaaga gagcoaccatce 1320
tggaccagecyg gcagcagceat cagettttge ggegtgaaca gegacaccgt gageotggteco 1380
tggcccgacyg gocgccgaget gcecccttcacce atcgacaagt acccctacga cgtgcccgac 1440
tacgectgat gagoeggoege gagete 1466

<210> 39

<211> 476

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Secuencia consenso de NA de gripe H1N1 y H5N1

<400> 39

92



Met

His

Ser

Glu

65

Val

val

Phe

Thr

Gly
145

Asp

Ser

Val

Ile

50

Pro

Thr

Tyr

val

Phe

130

Thr

Trp

Met

Ile

35

Trp

Ile

Leu

Ser

Ile

115

Phe

val

Thr

Asn

20

Gly

val

Ser

Ala

Lys

100

Arg

Leu

Lys

Trp

Pro

Ile

Ser

Asn

Gly

85

Asp

Glu

Thr

Asp

ES 2589013 T3

Ile

Asn

Val

His

Thr

70

Asn

Asn

Pro

Gln

Arg
150

Leu

Gln

Ser

Ser

55

Asn

Ser

Ser

Phe

Gly

135

Ser

Phe

Lys

Leu

40

Ile

Phe

Ser

Ile

Ile

120

Ala

Pro

93

Leu

Ile

25

Met

Gln

Leu

Leu

Arg

105

Ser

Leu

Tyr

val

10

Ile

Leu

Thr

Thr

Cys

90

Ile

Cys

Leu

Arg

Ala

Thr

Gln

Gly

Glu

75

Pro

Gly

Ser

Asn

Thr
155

Ala

Ile

Ile

Asn

60

Lys

Ile

Ser

His

Asp

140

Leu

Ala

Gly

Gly

45

Gln

Ala

Ser

Lys

Leu

125

Lys

Met

Thr

Ser

30

Asn

His

val

Gly

Gly

110

Glu

His

Ser

Arg

15

Ile

Met

Gln

Ala

Trp

95

Asp

Cys

Ser

Cys

val

Cys

Ile

Ala

Ser

BO

Ala

val

Arg

Asn

Pro
160



val

Trp

Ile

Ile

Gln

225

Thr

Glu

His

val

Asn

305

Gly

Ser

Asn

Phe

Fhe

385

Ser

Gly

Ser

Ser

Ile

210

Glu

Asp

Lys

Tyr

Cys

230

Gln

Asp

Ala

Gly

Glu

370

Ser

Gly

Glu

Ala

Gly

195

Thr

Ser

Gly

Gly

Glu

275

Arg

Asn

Asn

Asn

Val

355

Met

Val

Ser

Ala

Ser

180

Pro

Asp

Glu

Pro

Lys

260

Glu

Asp

Leu

Pro

Gly

340

Trp

Ile

Lys

Phe

Pro

165

Ala

Asp

Thr

Cys

Ser

245

val

Cys

Asn

Glu

Arg

325

Ala

Ile

Trp

Gln

val

ES 2589013 T3

Ser

Cys

Asn

Ile

Ala

230

Asn

val

Ser

Trp

Tyr

310

Pro

Tyr

Gly

Asp

Asp

390

Gln

Pro

His

Gly

Lys

215

Cys

Gly

Lys

Cys

His

295

Gln

Asn

Gly

Arg

Pro

375

Ile

His

Tyr

Asp

Ala

200

Ser

Val

Gln

Ser

Tyr

280

Gly

Ile

Asp

Val

Thr

360

Asgn

Val

Pro

94

Agn

Gly

185

Val

Irp

Asn

Ala

val

265

Pro

Ser

Gly

Gly

Lys

345

Lys

Gly

Ala

Glu

Ser

170

Thr

Ala

Arg

Gly

Ser

250

Glu

Asp

Asn

Tyr

Thr

330

Gly

Ser

Trp

Ile

Leu

Arg

Ser

val

Asn

Ser

235

Tyr

Leu

Ala

Arg

Ile

315

Gly

Phe

Thr

Thr

Thr

395

Thr

Phe

Trp

Leu

Asn

220

Cys

Lys

Asp

Gly

Pro

300

Cys

Ser

Ser

Asn

Glu

380

Asp

Gly

Glu

Leu

Lys

205

Ile

Phe

Tle

Ala

Glu

285

Trp

Ser

Cys

Phe

Ser

365

Thr

Trp

Leu

Ser

Thr

150

Tyr

Leu

Thr

Phe

Pro

270

Ile

Val

Gly

Gly

Lys

350

Arg

Asp

Ser

Asp

Val

175

Ile

Asn

Arg

Val

Lys

255

Asn

Thr

Ser

Val

Pro

335

Tyr

Ser

Ser

Gly

Cys

Ala

Gly

Gly

Thr

Met

249

Met

Tyr

Cys

Phe

Phe

320

val

Gly

Gly

Ser

Tyr

400

Ile
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15

405 410 415
Arg Pro Cys Phe Trp Val Glu leu Ile Arg Gly Arg Pro Lys Glu Ser
420 425 430
Thr Ile Trp Thr Ser Gly Ser Ser Ile Ser Phe Cys Gly Val Asn Ser
435 440 445
Asp Thr Val Ser Trp Ser Trp Pr¢ Asp Gly Ala Glu Leu Pro Phe Thr
450 455 460
Ile Asp Lys Tyr Pro Tyr Asp Val Pro Asp Tyr Ala
465 470 475
<210> 40
<211> 875
<212> ADN
<213> Secuencia artificial
<220>
<223> Secuencia consenso de M1 de gripe H1N1 y H5N1
<400> 40
ggtacecggat cogeocaccat ggactggace tggattetgt tectggtgge cgetgeocace 60
cgggtgcaca gcatgagoct gcoctgaccgag gtggagacct acgtgcectgtc catcatcccec 120
agcggecctc tgaaggccga gatcgoccag cggctggaag atgtgttcgc cggcaagaac 180
accgacctgg aagccctgat ggaatggcetg aaaacccggce ccatcectgag cecocctgace 240
aagggcatce tgggettegt gtteaccetg acegtgecca gegagegggg cctgeagegg 300
cggagattcg tgcagaacge cctgaacgge aacggcgacc ccaacaacat ggacegggec 360
gtgaagctgt acaagaaget gaagecgggag atcaccttec acggecgccaa agaggtggec 420
ctgagctaca gcacaggogce cctggcoccagce tgcatgggoc tgatctacaa ccggatgggcoe 480
accogtgacca cogaggtgge cttoggoctyg gtgtgcegeca cctgoegagea gatogecgac 540
agccagcaca gatcccaccg gcagatggocc accaccacca accccctgat ccggcacgag 400
aaccggatgg tecetggecte caceaccgee aaggecatgg aacagatgge cggeageage 660
gagcaggecg ccgaagecat ggaagtggee agecaggeca ggcagatggt geaggecatg 720
cggacecateg goacdecacdee cageagcage goeggactge gggacgaccot gotggaaaac 780
ctgcaggcct accagaaacg gatgggcgtyg cagatgcagc ggttcaagta cccctacgac 840
gtgcccgact acgcctgatg agcggccgog agcetce 875
<210> 41
<211> 279
<212> PRT

<213> Secuencia artificial
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<220>
<223> Secuencia consenso de M1 de gripe H1N1 y H5N1

<400>41

96



Met

His

Ile

Val

Lys

65

vVal

Phe

Arg

Gly

Cys

145

Ala

His

His

Gln

Ser

Asp

Ser

Pro

Phe

50

Thr

Phe

Val

Ala

Ala

130

Met

Phe

Arg

Glu

Met

210

Gln

Trp

Met

Ser

35

Ala

Arg

Thr

Gln

Val

115

Lys

Gly

Gly

Ser

Asn

195

Ala

Ala

Thr

Ser

20

Gly

Gly

Pro

Leu

Asn

100

Lys

Glu

Leu

Leu

His

180

Arg

Gly

Arg

Trp

Leu

Pro

Lys

Ile

Thr

85

Ala

Leu

val

Ile

Val

165

Arg

Met

Ser

Gln

ES 2589013 T3

Ile

Leu

Leu

Asn

Leu

70

Val

Leu

Tyr

Ala

Tyr

150

Cys

Gln

Val

Ser

Met

Leu

Thr

Lys

Thr

55

Ser

Pro

Asn

Lys

Leu

135

Asn

Ala

Met

Leu

Glu

215

val

Phe

Glu

Ala

40

Asp

Pro

Ser

Gly

Lys

120

Ser

Arg

Thr

Ala

Ala

200

Gln

Gln

97

Leu

Val

25

Glu

Leu

Leu

Glu

Asn

105

Leu

Tyr

Met

Cys

Thr

185

Ser

Ala

Ala

Val

10

Glu

Ile

Glu

Thr

Arg

90

Gly

Lys

Ser

Gly

Glu

170

Thr

Thr

Ala

Met

Ala

Thr

Ala

Ala

Lys

75

Gly

Asp

Arg

Thr

Thr

155

Gln

Thr

Thr

Glu

Arg

Ala

Tyr

Gln

Leu

60

Gly

Leu

Pro

Glu

Gly

140

val

Ile

Asn

Ala

Ala

220

Thr

Ala

Val

Arg

45

Met

Ile

Gln

Asn

Ile

125

Ala

Thr

Ala

Pro

Lys

205

Met

Ile

Thr

Leu

30

Leu

Glu

Leu

Arg

Asn

110

Thr

Leu

Thr

Asp

Leu

190

Ala

Glu

Gly

Arg

15

Ser

Glu

Trp

Gly

Arg

85

Met

Phe

Ala

Glu

Ser

175

Tle

Met

val

Thr

Val

Ile

Asp

Leu

Phe

80

Arg

Asp

His

Ser

Val

160

Gln

Arg

Glu

Ala

His



10

ES 2589013 T3

225 230 235 240

Pro Ser Ser Ser Ala Gly Leu Arg Asp Asp Leu Leu Glu Asn Leu Gln
245 250 255

Ala Tyr Gln Lys Arg Met Gly Val Gln Met Gln Arg Fhe Lys Tyr Pro
260 265 270

Tyr Asp Val Pr¢ Asp Tyr Ala
275

<210> 42

<211>1700

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Secuencia consenso de M2E-NP de gripe H5N1

<400> 42
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ggtaccogaat
agggtgeaca
cggtgcageg
cggagctacyg
agcegtgggca
aagctgtccg
ctgteegect
gaccccaaga
ctgatectgt
gacgccacag
taccagcgga
cagggcagca
accatggtga
aggggcgaga
ggcaagttee
ccocggcaacg
ggcagcgtgg
ggctacgact
cagaactcoce

ctggtetgga

cggggeacca
aacgagaaca
atceggacca
gtgcagccca
gccttcaccocyg
atggaaagcg
gatgagaagy
ttetteggeg

tgatgagegyg

<210> 43

<211> 554
<212> PRT
<213> Secuencia artificial

<220>

togocaccat
geageetget
acagcagcga
agcagatgga
gaatggtcogg
actacgaggg
tegacgageyg
aaacoggagy
acgacaaaga
ccggcctgac
caagggctct
cactgcccag
tggaactgat
acggcaggcy
agacageage
ccgagatcga
coccacaagag
togagoggga
aggtgttcag

tggectgeca

gagtggtgee
tggaagecat
gaageggcegy
cottcteogt
goaacaccga
cocaggccoga
ccaccaaceod
acaacgccga

cogegagate
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ggactggace
gaccgaggtyg
ccggggcagg
aacaggcggc

cggcatcgge

ccggctgatce
goggaacaga
acecatcetac
ggaaatcegg
ccacctgatg
ggtcoggacce
aagaagogga
ceggatgate
gacccggate
cocagaggges
ggacctgatc
ctgecectgece
gggctacagce
cetgatoogg

cagegeagee

caggggeecag
ggacagcaac
caacaccaac
gcagcggaac
gggcocggacc
ggacgtgagc
categtgoge

ggaatacgac

tggatectgt
gagaccocea
aagcggagaa
gagoggcaga
cggttctaca
cagaacagca
tacctggaag
cggcggaggyg
cggatetgge
atctggcaca
ggcatggacc
goecgetggeg
aagcggggca
gectacgage
atgatggace
ttcctggeoceca
goctgogtyt
ctggtcggea
cccaacgaga

tteogaggate

ctgtocacea
accctggaac
cagcageggg
ctgoccctteg
agcgacatgc
ttccagggca
agettogaca

aactaceccct
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teoctggtege
cocggaacga
gcgccagcca
acgccaccga
teccagatgtg
tcaccatcga
agcaccccag
acggcaagtg
ggcaggccaa
gcaacctgaa
cccggatgtg
cagccgtgaa
tcaacgaccyg
ggatgtgcaa
aggtecggga
gaagcgccect
acggactggc
tcgacceocett
accoogooda

tgagagtgag

ggggegtgea
tgoggagecy
coagogecgy
agagggccac
ggaccgagat
ggggegtgtt

tgaacaacga

acgacgtgece

tgoagecace
gtggggetge
gggcaccaag
gatccgggee
caccgagctg
gcggatggtg
cgocggeaag
gatgegggayg
caacggegag
cgacgccacc
cagcctgatg
gggegtggge
gaatttttgg
catcctgaag
gagecggaac
gatcctgegg
cgtggccage
ccggcetgetyg
caagtoccay

cagetteate

gatagecage
gtactgggeoc
acagatcage
catcatggee
catcaggatg
cgagctgtce
gggcagetac

cgactacgec

60
120
130
240
300
360
420
430
540
600
660
720
780
840
900
960

1020
1080
1140

1200

1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620
1680

1700
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<223> Secuencia consenso de M2E-NP de gripe H5N1

<400> 43
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130 135 140

Arg Arg Arg Asp Gly Lys Trp Val Arg Glu Leu Ile Leu Tyr Asp Lys
145 150 155 160

Glu Glu Ile Arg Arg Ile Trp Arg Gln Ala Asn Asn Gly Glu Asp Ala
165 170 175

Thr Ala Gly Leu Thr His Leu Met Ile Trp His Ser Asn Leu Asn Asp
180 185 190

Ala Thr Tyr Gln Arg Thr Arg Ala Leu Val Arg Thr Gly Met Asp Pro
195 200 205

Arg Met Cys Ser Leu Met Gln Gly Ser Thr Leu Pro Arg Arg Ser Gly
2190 215 220

Ala Ala Gly Ala Ala Val lys Gly Val Gly Thr Met Val Met Glu Leu
225 230 235 240

Ile Arg Met Ile Lys Arg Gly Ile Asn Asp Arg Asn Phe Trp Arg Gly
245 250 255

Glu Asn Gly Arg Arg Thr Arg Ile Ala Tyr Glu Arg Met Cys Asn Ile
260 265 270

Leu Lys Gly lLys Phe Gln Thr Ala Ala Gln Arg Ala Met Met Asp Gln
275 280 285

Val Arg Glu Ser Arg Asn Pro Gly Asn Ala Glu Ile Glu Asp Leu Ile
290 285 300

Phe Leu Ala Arg Ser Ala Leu Ile Leu Arg Gly Ser Val Ala His Lys
305 310 315 320

Ser Cys Leu Pro Ala Cys Val Tyr Gly Leu Ala Val Ala Ser Gly Tyr
325 330 335

Asp Phe Glu Arg Glu Gly Tyr Ser Leu Val Gly Ile Asp Pro Phe Arg
340 345 350

Leu Leu Gln Asn Ser Gln Val Phe Ser lLeu Ile Arg Pro Asn Glu Asn
355 360 365

Pro Ala His Lys Ser Gln Leu Val Trp Met Ala Cys His Ser Ala Ala
370 375 380
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REIVINDICACIONES

1. Una proteina que comprende una secuencia de aminoacidos seleccionada del grupo que consiste en: la SEQ ID
NO: 35 y fragmentos de la SEQ ID NO: 35 que comprende 1140 o mas aminoacidos de la SEQ ID NO: 35, en la que
dichos fragmentos son inmundégenos que potencian respuestas inmunitarias celulares contra hTERT.

2. La proteina de la reivindicacion 1, en la que el fragmento de la SEQ ID NO: 35 no comprende la secuencia lider
de IgE.

3. Una molécula de acido nucleico que comprende una secuencia de nucleétidos que codifica la proteina de la
reivindicacion 1.

4. La molécula de acido nucleico de la reivindicacién 3, en la que la secuencia de nucleétidos se selecciona del
grupo que consiste en: la SEQ ID NO: 34; fragmentos de la SEQ ID NO: 34 que comprenden 3420 o mas
nucleotidos de la SEQ ID NO: 34 y secuencias que tienen al menos un 95 % de similitud con la SEQ ID NO: 34.

5. La molécula de acido nucleico de la reivindicacion 3 o 4, que comprende una secuencia que tiene al menos un 98
% de similitud con la SEQ ID NO: 34.

6. La molécula de acido nucleico de la reivindicaciéon 3 o 4, que comprende una secuencia que tiene al menos un 99
% de similitud con la SEQ ID NO: 34.

7. La molécula de acido nucleico de cualquiera de las reivindicaciones 3 a 6, en la que el fragmento de la SEQ ID
NO: 34 no comprende una secuencia codificante para la secuencia lider de IgE.

8. La molécula de acido nucleico de cualquiera de las reivindicaciones 3 a 7, en la que dicha molécula es un
plasmido.

9. Una composicién farmacéutica que comprende una molécula de acido nucleico de cualquiera de las
reivindicaciones 3 a 8, o una proteina de cualquiera de las reivindicaciones 1 a 2.

10. Una composicién farmacéutica inyectable que comprende una molécula de acido nucleico de cualquiera de las
reivindicaciones 3 a 8, o una proteina de cualquiera de las reivindicaciones 1 a 2.

11. Una composicion de la reivindicacion 9 o 10, para su uso en un método de inducciéon de una respuesta
inmunitaria terapéutica o profilactica en un individuo contra hTERT.

12. Una vacuna recombinante que comprende una molécula de acido nucleico de cualquiera de las reivindicaciones
3 a 8, o una proteina de cualquiera de las reivindicaciones 1 a 2.

13. La vacuna recombinante de la reivindicacion 12, que comprende adicionalmente una proteina que comprende
una secuencia de aminoacidos de la SEQ ID NO: 30 o la SEQ ID NO: 22.

14. Un patégeno atenuado vivo que comprende una molécula de acido nucleico de cualquiera de las
reivindicaciones 3 a 8 o una proteina de cualquiera de las reivindicaciones 1 a 2.
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ELISpot de IFN-gamma especifico de env consenso de subtipo B

FIG. 10B

120

5 100
- T £ ConB1
S T [ ConB2 [ |
5 500 ConB3 ||
% - ConB4
400 ; i
[m)] ".‘.: :
g 5
< R s - % N | [ %}\\“I
pVAX pEY2E1-B PEK2P-B
ELISpot de IFN-gamma especifico de env consenso de subtipo B
[=] ConB4 |
14007 [J ConB3
1200 ConB2 1

800

6004

400+

2004 N

0 .
PVAX DEY2E1-B PEK2P-B




ES 2589013 T3

ELISpot de IFN-gamma especifico de env de MN de subtipo B
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ELISpot de IFN-y especifico de env de subtipo C (Uruguay)
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ELISpot de IFN-y especifico de env de subtipo C (Sudafrica)
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