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DESCRIPCION
Procedimiento novedoso y composiciones

Campo de la invencién

La presente invenciéon se refiere a composiciones de vacunas novedosas y a su uso en la estimulacion de
respuestas inmunitarias en mamiferos, especialmente en seres humanos, y en particular para la prevencion vy el
tratamiento de la infeccién por patégenos. En particular, se refiere a composiciones que pueden inducir respuestas
de linfocitos T CD4+ y CD8+, ademas de respuestas de anticuerpos en sujetos sin recurrir a complejos programas
de dosis de sensibilizacion-refuerzo.

Antecedentes a la invenciéon

Los organismos completos inactivados se han usado en la vacunacion satisfactoria desde finales del siglo
diecinueve. En tiempos mas recientes se han empleado vacunas que implican la administracién de extractos,
subunidades, toxoides y polisacaridos capsulares. Desde que estan disponibles las técnicas de ingenieria genética,
el uso de proteinas recombinantes ha sido una estrategia favorecida, obviandose muchos de los riesgos asociados
al uso de proteinas purificadas a partir de fuentes naturales.

Las soluciones tempranas de vacunas se basaron en la administracion de proteinas que estimulaban algun aspecto
de la respuesta inmunitaria in vivo. Posteriormente se aprecié que las respuestas inmunitarias también podrian
fomentarse mediante la administracion de ADN que podria transcribirse y ser traducido por el huésped en una
proteina inmundgena.

La respuesta inmunitaria de los mamiferos tiene dos componentes clave: la respuesta humoral y la respuesta
mediada por células. La respuesta humoral implica la generacion de anticuerpos circulantes que se uniran al
antigeno para el que son especificos, neutralizando asi el antigeno y favoreciendo su posterior eliminacion mediante
un procedimiento que implica otras células que son o citotdxicas o fagociticas. Los linfocitos B son responsables de
la generacion de anticuerpos (linfocitos B del plasma), ademas de conservar la memoria humoral inmunoldgica
(linfocitos B de memoria), es decir, la capacidad para reconocer un antigeno algunos afios después de la primera
exposiciéon a él, por ejemplo mediante vacunacion. La respuesta mediada por células implica la interaccion de
numerosos tipos diferentes de células, entre los que estan los linfocitos T. Los linfocitos T se dividen en varios
subconjuntos diferentes, principalmente en linfocitos T CD4+ y CD8+.

Las células presentadoras de antigeno (CPA) tales como macréfagos y células dendriticas actian como centinelas
del sistema inmunitario, examinando el cuerpo con respecto a xenoantigenos. Si las CPA detectan xenoantigenos
extracelulares, estos antigenos son fagocitados (envueltos) dentro de las CPA, en donde se transformaran en
péptidos mas pequeiios. Estos péptidos se presentan posteriormente en moléculas de la clase Il del complejo mayor
de histocompatibilidad (MHC I1) en la superficie de las CPA, en las que pueden ser reconocidos por linfocitos T
especificos para antigenos que expresan las moléculas superficiales de CD4 (linfocitos T CD4+). Si los linfocitos T
CD4+ reconocen el antigeno para el que son especificos en moléculas de MHC Il en presencia de sefiales
coestimuladoras adecuadas adicionales, estas se activan y secretan una coleccion de citocinas que posteriormente
activan los otros brazos del sistema inmunitario. En general, los linfocitos T CD4+ se clasifican en el subconjunto 1
de linfocitos T colaboradores (Th1) o 2 de linfocitos T colaboradores (Th2) dependiendo del tipo de respuesta que
generan tras el reconocimiento del antigeno. Con el reconocimiento de un complejo péptido-MHC ll, los linfocitos T
CD4+ Th1 secretan interleucinas y citocinas tales como interferon gamma, activandose asi los macréfagos para que
liberen productos quimicos téxicos tales como 6xido nitrico y especies reactivas de oxigeno/nitrégeno. IL-2 y TNF-
alfa también se catalogan comunmente como citocinas Th1. A diferencia, los linfocitos T CD4+ Th2 secretan
generalmente interleucinas tales como IL-4, IL-5 o IL-13.

Otras funciones de los linfocitos T CD4+ de linfocitos T colaboradores incluyen ayudar a activar los linfocitos B para
producir y liberar anticuerpos. También pueden participar en la activacion de los linfocitos T CD8+ especificos para
antigenos, el otro gran subconjunto de linfocitos T junto con los linfocitos T CD4+.

Los linfocitos T CD8+ reconocen el péptido para el que son especificos cuando esta presente en la superficie de una
célula huésped mediante moléculas de la clase | del complejo mayor de histocompatibilidad (MHC 1) en presencia de
sefiales coestimuladoras apropiadas. Con el fin de estar presente en moléculas de MHC |, un xenoantigeno necesita
acceder directamente dentro de la célula (el citosol o nucleo), tal como es el caso cuando un virus o bacterias
intracelulares penetran directamente en una célula huésped o después de vacunaciéon con ADN. Dentro de la célula,
el antigeno se transforma en pequefios péptidos que se cargaran en moléculas de MHC | que se redirigen a la
superficie de la célula. Con la activacion, los linfocitos T CD8+ secretan una coleccion de citocinas tales como
interferon gamma que activa macréfagos y otras células. En particular, un subconjunto de estos linfocitos T CD8+
secreta moléculas liticas y citotdxicas (por ejemplo, granzima, perforina) con la activacion. Tales linfocitos T CD8+ se
denominan en lo sucesivo linfocitos T citotoxicos.

Mas recientemente se ha descrito una ruta alternativa de presentacion del antigeno que implica la carga de
antigenos extracelulares o fragmentos de los mismos en complejos de MHC | y se ha denominado “presentacion
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cruzada”.

La naturaleza de la respuesta de los linfocitos T también esta influenciada por la composicion del adyuvante usado
en una vacuna. Por ejemplo, se ha mostrado que los adyuvantes que contienen MPL y QS21 activan linfocitos T
CD4+ Th1 para que secreten IFN-gamma (Stewart y col. Vaccine. 2006, 24 (42-43):6483-92).

Mientras que los adyuvantes son muy conocidos por tener valor en la mejora de las respuestas inmunitarias frente a
antigenos de proteinas, generalmente no se han usado conjuntamente con vacunacion con ADN o con vectores
basados en ADN. Hay varias hipotesis en cuanto a por qué no se han usado los adyuvantes conjuntamente con
vacunas basadas en vectores de ADN. De hecho, las interferencias entre el adyuvante y el vector pueden tener un
impacto en su estabilidad. Ademas, podria esperarse que la adicién de un adyuvante a un vector atenuado
aumentara la reactogenicidad inducida por tal producto. Finalmente, el aumentar la inmunogenicidad de una vacuna
basada en vectores de ADN puede conducir a una respuesta inmunitaria neutralizadora mejorada frente al propio
vector, descartandose asi cualquier efecto de refuerzo de inyecciones posteriores de la misma vacuna basada en
vectores. De hecho, en un protocolo de vacunacioén dirigido a la protecciéon contra la infeccion por P. falciparum,
Jones y col. (2001, J Infect Diseases 183, 303-312) han notificado un resultado adverso después de combinar ADN,
proteina recombinante y adyuvante como una composicion de refuerzo tras una dosis de sensibilizaciéon de ADN. De
hecho, los niveles de parasitemia fueron significativamente inferiores en un grupo en el que la composicion de
refuerzo solo contenia proteina y adyuvante. Se concluyd que el uso de la combinacion de ADN, proteina
recombinante y adyuvante en este protocolo afectaron adversamente el resultado sobre parasitemia, ademas de
respuestas de anticuerpos.

Por otra parte, hay una notificacion de mejora de la eficacia de una vacuna de vectores basados en ADN con
adyuvante (Ganne y col. Vaccine (1994) 12(13) 1190-1196). En particular, la eficacia mejorada de una vacuna con
vector de adenovirus defectuoso en la replicacién mediante la adicion de adyuvantes de aceite guardé relacion con
mayores niveles de anticuerpos, pero no se notificé el impacto en las respuestas de linfocitos T CD4 y CD8.

En el documento WO02007/016715 se ha descrito el uso de un virus apatdégeno como adyuvante. No se menciond
que dicho virus podria contener cualquier polinucleétido heterélogo.

Generalmente se cree que se necesita la estimulacién de los linfocitos tanto CD4+ como CD8+ para una inmunidad
protectora optima, especialmente en ciertas enfermedades tales como infecciéon por VIH/SIDA. Se desea la
estimulacion de los linfocitos tanto CD4+ como CD8+ con el fin de inducir una respuesta inmunitaria 6ptima bien
profilactica o terapéuticamente. Este es uno de los objetivos principales de las estrategias de vacunacion de “dosis
de sensibilizacion-refuerzo”, en las que la administracion alterna de vacunas basadas en proteinas (que inducen
principalmente linfocitos T CD4+) con vacunas basadas en vectores de ADN, es decir, ADN desnudo, vectores
virales o vectores bacterianos intracelulares tales como listeria (que inducen principalmente linfocitos T CD8+) o
viceversa, activa mas probablemente las respuestas de tanto linfocitos T CD4+ como CD8+.

Sin embargo, aunque las estrategias de vacunas de dosis de sensibilizacion-refuerzo pueden dar lugar
generalmente a una respuesta mayor o mas equilibrada, la necesidad de vacunar en mas de una ocasién y desde
luego en mas de dos ocasiones puede ser gravoso o incluso inviable, especialmente en los programas de
inmunizacién masiva para el mundo en vias de desarrollo.

Ademas, como ya se ha mencionado anteriormente, frecuentemente no es posible reforzar el componente del vector
viral debido a la inmunidad que haya podido fomentarse frente al propio vector.

Por tanto, los objetos de la invencion incluyen uno o mas de los siguientes: (a) proporcionar un protocolo de
vacunacion completo y una composicion de vacuna que estimule la produccion de células CD4+ y/o CD8+ y/o
anticuerpos y en particular que evite o mitigue la necesidad de inmunizaciones repetidas; (b) proporcionar un
protocolo de vacunacion y una composicion de vacuna que estimule mejor la produccion de células CD4+ y/o células
CD8+ y/o anticuerpos con respecto a composiciones de vacunas que contienen un polipéptido inmundgeno solo o un
polinucleétido solo o respecto a un protocolo de sensibilizacion-refuerzo convencional que implica la administracion
separada de polipéptido y polinucleétido inmundégenos; (c) proporcionar una composicion de vacuna que estimule o
estimule mejor respuestas de Th1; (d) proporcionar una composicion de vacuna y protocolo de vacunacion en el que
se minimicen las dosis requeridas de componentes, especialmente vectores virales; y (e) proporcionar mas
generalmente una composicion de vacuna util y protocolo de vacunacion para el tratamiento o la prevencion de
enfermedades producidas por patdgenos. Por “estimule mejor” se indica que se potencia la intensidad y/o
persistencia de la respuesta.

El documento W02004110482 describe vacunacion que comprende la co-administracion de un antigeno y un vector
viral que codifica un antigeno derivado del mismo patégeno elegido como diana por la vacuna como el antigeno co-
administrado. Dicho antigeno se deriva de M. tuberculosis, Plasmodium, virus de la gripe, VIH, VHC, CMV, VPH o
parasitos de Leishmania.
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Sumario de la invencién

Se proporciona un procedimiento de fomento de una respuesta inmunitaria frente a un patégeno que comprende
administrar (i) uno o mas primeros polipéptidos inmundgenos derivados de dicho patégeno; (ii) uno o mas vectores
adenovirales que comprenden uno o mas polinucleétidos heterélogos que codifican uno o mas segundos
polipéptidos inmundgenos derivados de dicho patdgeno; y (iii) un adyuvante; en el que el uno o mas primeros
polipéptidos inmundgenos, el uno o mas vectores adenovirales y el adyuvante se administran simultaneamente.

Se proporciona una composicion de vacuna que comprende (i) uno o mas primeros polipéptidos inmunégenos
derivados de un patdgeno; (ii)) uno o mas vectores adenovirales que comprenden uno o mas polinucleétidos
heterdélogos que codifican uno o mas segundos polipéptidos inmundégenos derivados de dicho patdgeno; vy (iii) un
adyuvante.

También se proporciona una composicion inmundgena que comprende (i) uno o mas primeros polipéptidos
inmunogenos derivados de un patégeno; (i) uno o mas vectores adenovirales que comprenden uno o mas
polinucledtidos heterdlogos que codifican uno o mas segundos polipéptidos inmundgenos derivados de dicho
patégeno; y (iii) un adyuvante.

Dichas vacunas y composiciones inmunogenas estimulan adecuadamente la produccion de linfocitos T CD4+ y/o
linfocitos T CD8+ y/o anticuerpos, especificos para patdgenos.

Por “linfocitos T CD4+ y/o linfocitos T CD8+ y/o anticuerpos, especificos para patégenos” se indican linfocitos T
CD4+ y/o linfocitos T CD8+ y/o anticuerpos que reconocen especificamente todo el patégeno o una parte (por
ejemplo una subunidad inmundégena) del mismo. Por “reconocen especificamente” se indica que los linfocitos T
CD4+ ylo linfocitos T CD8+ y/o anticuerpos reconocen de un modo inmunoespecifico en vez de un modo no
especifico dicho patdégeno (o parte del mismo).

También se proporciona un procedimiento de estimulo de una respuesta inmunitaria en un mamifero que comprende
administrar a un sujeto una cantidad inmunoldgicamente eficaz de una composicion tal.

También se proporciona el uso de una composicion tal en la preparaciéon de un medicamento para estimular una
respuesta inmunitaria en un mamifero.

También se proporciona una composicién tal para uso en la estimulacién de una respuesta inmunitaria en un
mamifero.

También se proporciona un procedimiento de estimulo de la produccion de linfocitos T CD4+ y/o linfocitos T CD8+
y/o anticuerpos especificos para patégenos en mamiferos que comprende administrar a dicho mamifero (i) uno o
mas primeros polipéptidos inmunégenos derivados de un patdogeno; (i) uno o mas vectores adenovirales que
comprenden uno o mas polinucleétidos heterdlogos que codifican uno o mas segundos polipéptidos inmundgenos
derivados de dicho patégeno; y (iii) un adyuvante; en el que el uno o mas primeros polipéptidos inmundgenos, el uno
0 mas vectores adenovirales y el adyuvante se administran simultaneamente, por ejemplo mediante administracion
de una cantidad inmunoldgicamente eficaz de una composicion anteriormente dicha.

También se proporciona el uso de las composiciones anteriormente dichas en la preparacion de un medicamento
para estimular la produccion de células CD4+ y/o CD8+ y/o anticuerpos especificos para patdgenos en mamiferos.

Por ejemplo, se estimula la produccion de linfocitos T CD4+ o linfocitos T CD8+ o anticuerpos.

Adecuadamente se estimula produccion de 2 y especialmente 3 de linfocitos T CD4+ y/o linfocitos T CD8+ y/o
anticuerpos.

Adecuadamente se estimula la produccién de linfocitos T CD8+. Adecuadamente se estimula la produccion de
linfocitos T CD4+ y CD8+. Adecuadamente se estimula la produccién de linfocitos T CD4+ y CD8+ y anticuerpos.

Alternativamente, adecuadamente se estimula la produccion de linfocitos T CD4+. Adecuadamente se estimula la
produccion de CD4+ y anticuerpos.

Alternativamente, adecuadamente se estimula la produccién de anticuerpos.

Los procedimientos proporcionados estan previstos adecuadamente para proporcionar las etapas adecuadas para
un procedimiento completo para fomentar una respuesta inmunitaria (aunque, si se desea, el procedimiento puede
repetirse). Por tanto, adecuadamente, los procedimientos no implican el uso de una dosis de sensibilizacion de
cualquier polipéptido o polinucleétido inmunégeno (por ejemplo, en forma de un vector tal como un vector
adenoviral) que codifique cualquier polipéptido inmundégeno.

Por ejemplo, se proporciona un procedimiento de fomento de una respuesta inmunitaria frente a un patégeno que
esta constituido por (a) administrar (i) uno o mas primeros polipéptidos inmunégenos derivados de dicho patdgeno;
(ii) uno o mas vectores adenovirales que comprenden uno o mas polinucleétidos heterélogos que codifican uno o
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mas segundos polipéptidos inmundgenos derivados de dicho patdgeno; y (i) un adyuvante; en el que el uno o mas
polipéptidos inmundgenos, el uno o mas vectores adenovirales y el adyuvante se administran simultdneamente; y (b)
opcionalmente repetir las etapas de (a).

Las etapas del procedimiento pueden repetirse (por ejemplo, repetirse una vez) si una repeticion da lugar a una
respuesta inmunitaria mejorada. Puede obtenerse una respuesta adecuada, al menos en lo que se refiere a una
respuesta de linfocitos T, sin necesidad de repeticion.

También se proporciona un procedimiento de fomento de una respuesta inmunitaria frente a un patégeno que
comprende (a) administrar (i) uno o mas primeros polipéptidos inmundgenos derivados de dicho patégeno; (ii) uno o
mas vectores adenovirales que comprenden uno o mas polinucledtidos heterélogos que codifican uno o mas
segundos polipéptidos inmundégenos derivados de dicho patdgeno; y (iii) un adyuvante; en el que el uno o mas
primeros polipéptidos inmundgenos, el uno o mas vectores adenovirales y el adyuvante se administran
simultaneamente; y en el que el procedimiento no implica administrar una dosis de sensibilizaciéon de polipéptido o
polinucleétido inmundégenos que codifique polipéptido inmundgeno.

También se proporciona un kit que comprende (i) uno o mas primeros polipéptidos inmunégenos derivados de un
patégeno; (i) uno o mas vectores adenovirales que comprenden uno o mas polinucleétidos heterdlogos que
codifican uno o mas segundos polipéptidos inmundégenos derivados de dicho patégeno; y (iii) un adyuvante; y en
particular que comprende (i) uno o mas primeros polipéptidos inmundgenos derivados de un patégeno y un
adyuvante; y (ii) uno o mas segundos vectores adenovirales que comprenden uno o mas polinucleétidos heterélogos
que codifican uno o mas polipéptidos inmunégenos derivados de dicho patégeno; para uso en un procedimiento
segun la invencion.

Las composiciones y procedimientos proporcionados pueden ser Utiles para la prevencion de infeccion por
patégenos en sujetos sin tratamiento previo, o la prevencion de que se vuelvan a infectar sujetos que previamente
se habian infectado por patégenos o el tratamiento de sujetos que se han infectado por patégenos.

Breve descripcion de las figuras

La Figura 1 muestra una representacion grafica de la construccion del plasmido p73i-Tgrn
Las Figuras 2-8 muestran los resultados de experimentos tratados en el Ejemplo 1, especificamente:

Las Figuras 2a, 2b, 3a, 3b: respuestas de linfocitos T CD4+ y CD8+ en respuesta a reestimulacion por
mezclas de péptidos derivados de p24, RT, Nef y p17 tras diversos protocolos de inmunizacion y en
diferentes momentos;

Figura 4: respuestas de anticuerpos frente a F4;

Las Figuras 5-8 respuestas de anticuerpos frente a componentes de F4 p24, RT, p17 y Nef, respectivamente;
La Figura 9 muestra los resultados de experimentos tratados en el Ejemplo 2, especificamente: respuestas de
linfocitos T CD4+ en respuesta a reestimulacion por mezclas de péptidos derivados de p24 y RT tras diversos
protocolos de inmunizacion;

Las Figuras 10-12 muestran los resultados de experimentos tratados en el Ejemplo 3, especificamente:

La Figura 10 muestra la respuesta linfoproliferativa de CMSP de conejo frente a mezclas de péptidos que
incluyen la secuencia de F4;

La Figura 11 muestra la evolucién temporal de respuestas de anticuerpos frente a F4;

Las Figuras 12a y 12b muestra respuestas de anticuerpos (en el dia 77) frente a componentes de F4 p24
y RT, respectivamente;

La Figura 13 muestra la cuantificacion de linfocitos T CD4 especificos para VIH-1;

La Figura 14 muestra distribucion de la frecuencia de linfocitos T CD4 especificos para F4 7 dias después
de dos inmunizaciones;

La Figura 15 muestra la produccion de citocinas de linfocitos T CD4 especificos para F4 7 dias después
de dos inmunizaciones;

La Figura 16 muestra la cuantificacion de linfocitos T CD8 especificos para VIH-1;

La Figura 17 muestra la produccion de citocinas de linfocitos T CD8 especificos para F4 7 dias después
de dos inmunizaciones;

La Figura 18 muestra la cuantificacion de linfocitos T CD4 especificos para CSP;

La Figura 19 muestra la cuantificacion de linfocitos T CD8 especificos para CSP;

La Figura 20 muestra la cuantificacion de linfocitos T CD4 especificos para (el extremo N de) CSP;

La Figura 21 muestra la cuantificacion de linfocitos T CD4 especificos para (el extremo C de) CSP;

La Figura 22 muestra la cuantificacion de linfocitos T CD8 especificos para (el extremo N de) CSP;

La Figura 23 muestra la cuantificacion de linfocitos T CD8 especificos para (el extremo C de) CSP;

La Figura 24 muestra la cuantificacion de titulos de anticuerpos especificos para CSP.
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Resumen de los listados de secuencias

Descripcion del aminoacido o polinucledtido Identificador de secuencias (SEQ ID No)
Gag-RT-Nef de VIH (“GRN”") (subtipo B) (ADNCc) 1
Gag-RT-Nef de VIH (“GRN") (subtipo B) (aminoacido) 2
Gag-RT-integrasa-Nef de VIH (“GRIN”) (subtipo A) (ADNc) 3
Gag-RT-integrasa-Nef de VIH (“GRIN”) (subtipo A) (aminoacido) 4
gp140 de VIH (subtipo A) (ADNCc) 5
gp140 de VIH (subtipo A) (aminoacido) 6
gp120 de VIH (subtipo B) (ADNc) 7
gp120 de VIH (subtipo B) (aminoacido) 8
Proteina de fusién M72 de antigenos de TB (ADNCc) 9
Proteina de fusién M72 de antigenos de TB (aminoacido) 10
Antigeno derivado de la proteina CS de P. falciparum (ADNCc) 11

Antigeno derivado de la proteina CS de P. falciparum | 12
(aminoacido)

Proteina de fusién “RTS” derivada de la proteina CS de P. | 13
falciparum (ADNCc)

Proteina de fusién “RTS” derivada de la proteina CS de P. | 14
falciparum (aminoacido)

p24-RT-Nef-p17 de VIH (ADNc) 15

p24-RT-Nef-p17 de VIH (aminoacido) 16

Las secuencias anteriormente enumeradas pueden emplearse como polipéptidos o polinucleétidos que codifican
polipéptidos utiles en aspectos a modo de ejemplo de la invencion. Dichos polipéptidos pueden estar constituidos
por o comprender las secuencias anteriormente mencionadas. Los restos de Met iniciales son opcionales. Los restos
de His del extremo N (que incluyen restos de His que siguen inmediatamente a una Met inicial, como en SEQ ID No
9) son opcionales o puede emplearse una marca de His del extremo N de una longitud diferente (por ejemplo,
normalmente pueden emplearse hasta 6 restos de His para facilitar el aislamiento de la proteina). Pueden emplearse
proteinas andlogas que tienen identidad de secuencias significativa, por ejemplo superior al 80 %, por ejemplo
superior al 90 %, por ejemplo superior al 95 %, por ejemplo superior al 99 %, de identidad de secuencia respecto a
la longitud total de la secuencia de referencia, especialmente cuando la proteina analoga tiene una funcién similar y
particularmente cuando la proteina analoga es similarmente inmunogena. Pueden tolerarse, por ejemplo, hasta 20,
por ejemplo hasta 10, por ejemplo 1-5 sustituciones (por ejemplo sustituciones conservativas). Pueden emplearse
acidos nucleicos que se diferencian de aquellos enumerados anteriormente que codifican las mismas proteinas, o
las proteinas analogas anteriormente mencionadas. La identidad de secuencias puede determinarse mediante
medios convencionales, por ejemplo usando BLAST. En una variante especifica de SEQ ID No 16 que puede
mencionarse, el resto 398 es Ser y no Cys.

Descripcion detallada de la invencién.

Como se usa en el presente documento, el término “simultaneamente” significa que el uno o mas polipéptidos
inmundgenos, el uno o mas vectores adenovirales y el adyuvante se administran dentro de un periodo no superior a
12 horas, por ejemplo dentro de un periodo no superior a 1 hora, normalmente en una ocasion, por ejemplo en el
transcurso de la misma visita al profesional sanitario, por ejemplo, el uno o mas polipéptidos inmundégenos, el uno o
mas vectores adenovirales y el adyuvante se administran secuencialmente o simultdneamente.

Como se usa en el presente documento, el término “epitopo” se refiere a una secuencia de aminoacidos
inmunogenas. Un epitopo puede referirse a una secuencia minima de aminoacidos de normalmente 6-8
aminoacidos cuya secuencia minima es inmunoégena cuando se retira de su contexto natural, por ejemplo cuando se
trasplanta a un polipéptido heterélogo. Un epitopo también puede referirse a esa parte de una proteina que es



10

15

20

25

30

35

40

45

50

ES 2609418 T3

inmunoégena, en la que el polipéptido que contiene el epitopo se denomina el antigeno (o algunas veces “antigeno
de polipéptido”). Un polipéptido o antigeno puede contener uno o mas epitopos distintos (por ejemplo 2 o 3 o mas).
El término “epitopo” engloba epitopos de linfocitos B y linfocitos T. El término “epitopo de linfocitos T’ engloba
epitopos de linfocitos T CD4+ y epitopos de linfocitos T CD8+ (algunas veces también se denominan en lo sucesivo
epitopos CTL).

El término “polipéptido inmundgeno” se refiere a un polipéptido que es inmundgeno, es decir, que puede provocar
una respuesta inmunitaria en un mamifero, y por tanto contiene uno o mas epitopos (por ejemplo epitopos de
linfocitos T y/o linfocitos B). Los polipéptidos inmundgenos pueden contener uno o mas antigenos de polipéptidos,
por ejemplo en una disposicion no natural tal como en una proteina de fusion.

Los polipéptidos inmunégenos seran normalmente proteinas recombinantes producidas, por ejemplo, mediante
expresion en un huésped heterdlogo tal como un huésped bacteriano, en levadura o en células cultivadas de
mamiferos.

El término “polipéptido derivado de un patdgeno” significa un polipéptido que contiene parcialmente o
completamente secuencias (es decir, antigenos) que se producen naturalmente en patégenos o poseen un alto
grado de identidad de secuencias al mismo (por ejemplo superior al 95 % de identidad respecto a un tramo de al
menos 10, por ejemplo al menos 20 aminoacidos).

Los polipéptidos inmundégenos pueden contener uno o mas (por ejemplo 1, 2, 3 0 4) antigenos de polipéptidos.

A menos que se especifique lo contrario, una “respuesta inmunitaria” puede ser una respuesta celular y/o una
humoral.

En una realizacién de la invencion, uno o mas de dichos uno o mas primeros polipéptidos inmundgenos es
sustancialmente el mismo que uno o mas de dichos uno o mas segundos polipéptidos inmundgenos. Por ejemplo,
uno del al menos un primer polipéptido inmunégeno y uno del al menos un segundo polipéptido inmundgeno pueden
tener una identidad de secuencias global del 90 % o mas, por ejemplo del 95 % o mas, por ejemplo del 98 % o 99 %
0 mas respecto a la longitud de uno u otro polipéptido inmundgeno.

En otra realizacion de la invencién, uno o mas de dichos uno o mas primeros polipéptidos inmundgenos contiene al
menos un antigeno que es sustancialmente el mismo que un antigeno contenido en uno o mas de dichos uno o mas
segundos polipéptidos inmundgenos. Por ejemplo, uno del al menos un primer polipéptido inmundgeno y uno del al
menos un segundo polipéptido inmundgeno pueden tener una identidad de secuencias global del 90 % o mas, por
ejemplo del 95 % o mas, por ejemplo del 98 % o0 99 % o mas respecto a un tramo de 20 aminoacidos o mas, por
ejemplo 40 aminoacidos o mas, por ejemplo 60 aminoacidos o mas.

Adecuadamente, uno o mas primeros polipéptidos inmunégenos comprenden al menos un epitopo de linfocitos T.
Adecuadamente, uno o mas segundos polipéptidos inmundgenos comprenden al menos un epitopo de linfocitos T.
Adecuadamente, el uno o mas primeros polipéptidos inmunégenos comprende al menos un epitopo de linfocitos B.
Adecuadamente, el uno o mas segundos polipéptidos inmundgenos comprende al menos un epitopo de linfocitos B.

En otra realizacion de la invencion, uno o mas de dichos uno o mas primeros polipéptidos inmundgenos y uno o mas
de dichos uno o mas segundos polipéptidos inmundgenos comparten uno o mas epitopos idénticos de linfocitos B
y/o linfocitos T. Adecuadamente comparten una o mas secuencias idénticas de aminoacidos de 10 aminoacidos de
longitud o mas, por ejemplo 15 aminoacidos o mas, por ejemplo 25 aminoacidos o mas.

En otra realizacion de la invencién, ninguno del uno o mas de dichos uno o mas primeros polipéptidos inmundgenos
es sustancialmente el mismo que o contiene algun antigeno en comuin con uno o mas de dichos uno o mas
segundos polipéptidos inmundgenos, por ejemplo pueden tener una identidad de secuencias global inferior al 90 %
durante un tramo de 20 aminoacidos o mas, por ejemplo 40 aminoacidos o mas, por ejemplo 60 aminoacidos o mas.

Por tanto, pueden no compartir ningin epitopo de linfocitos B o linfocitos T. Por ejemplo, pueden no compartir
ninguna secuencia idéntica de aminoacidos de 10 aminoacidos de longitud o mas, por ejemplo 15 aminoacidos o
mas, por ejemplo 25 aminoacidos o mas.

En una realizacion especifica de la invencidon, un primer polipéptido inmundgeno y un segundo polipéptido
inmunogeno contienen los mismos antigenos en la misma disposicion o en una disposicion diferente (por ejemplo en
una disposicion diferente). Por “disposicion diferente” se indica que pueden estar dispuestos en un orden diferente
y/o pueden estar divididos. En otra realizacion especifica de la invencion, un primer polipéptido inmunégeno y un
segundo polipéptido inmundgeno son el mismo.

La composicién segun la invencion puede contener un primer polipéptido inmundgeno como el Unico polipéptido
inmunogeno en la composicion. Alternativamente, la composicién segun la invencion puede contener mas de un
primer polipéptido inmundégeno, por ejemplo 2 0 3 0 4 o mas polipéptidos inmundgenos.
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La composicidon segun la invencién puede comprender un vector adenoviral. Alternativamente puede comprender
mas de un vector adenoviral, por ejemplo 2 vectores adenovirales.

En composiciones segun la invencién, un vector adenoviral puede comprender un polinucleétido heterélogo que
codifica un segundo polipéptido inmunégeno o puede comprender mas de un polinucleétido heterdlogo que juntos
codifican mas de un segundo polipéptido inmundgeno bajo el control de mas de un promotor.

Ademas de para la vacunacion profilactica, las composiciones de la invencién también pueden usarse en individuos
que ya estan infectados con el patdgeno, y dan como resultado un control inmunoldgico mejorado de la infeccion
establecida. Esto es de particular interés cuando el patégeno es VIH. En el caso de VIH, se cree que este control se
logra mediante linfocitos T CD8-positivos que reconocen especificamente células infectadas con VIH. Tal respuesta
de linfocitos T CD8-positivos se mantiene por la presencia de linfocitos T colaboradores CD4 positivos especificos
para VIH. Por tanto, la induccién de ambos tipos de respuesta inmunitaria es particularmente Util y puede lograrse
combinando diferentes composiciones de vacunas. Es de particular interés una combinacién de una proteina con
adyuvante y un adenovirus recombinante. Los pacientes infectados con VIH que se beneficiaran de la vacunacion
anteriormente descrita estan o en la infeccion primaria, fase de latencia o fase terminal de la infeccion con VIH en el
momento de la vacunacién. Los pacientes pueden o pueden no someterse a otras intervenciones de tratamiento
terapéutico contra el patégeno (en el caso de VIH - por ejemplo, terapia antirretroviral sumamente activa) en el
momento de la vacunacion.

Antigenos

Antigenos utiles segun la invencion son derivados de patdgenos. Los patégenos incluyen virus, bacterias, protozoos
y otros organismos parasitos perjudiciales para los mamiferos, incluyendo el hombre.

Proporcionados por referencia, antigenos de polipéptidos adecuados que van a administrarse como polipéptido o
polinucledétido que codifican el polipéptido desvelado en el presente documento incluyen antigenos derivados de VIH
(por ejemplo VIH-1), virus del herpes humano (tales como gH, gL gM gB gC gK gE o gD o derivados de los mismos
o proteina inmediata temprana tal como ICP27, ICP 47, ICP4, ICP36 de VHS1 o VHS2), citomegalovirus,
especialmente humano (tal como gB o derivados del mismo), virus de Epstein Barr (tal como gp350 o derivados del
mismo), virus de la varicela zéster (tal como gpl, I, Il y IE63) o de un virus de la hepatitis tal como virus de la
hepatitis B (por ejemplo, antigeno superficial de la hepatitis B, PreS1, PreS2 y proteinas env superficiales, antigeno
del nucleo de la hepatitis B o Pol), virus de la hepatitis C (por ejemplo Core, E1, E2, P7, NS2, NS3, NS4A, NS4B,
NS5A y B) y antigeno del virus de la hepatitis E, o de otros patdgenos virales tales como paramixovirus: virus
respiratorio sincitial (tal como proteinas F y G o derivados de las mismas), o antigenos del virus paragripal, virus del
sarampion, virus de la parotiditis, virus del papiloma humano (por ejemplo VPH6, 11, 16, 18, por ejemplo L1, L2, E1,
E2, E3, E4, E5, E6, E7), flavivirus (por ejemplo virus de la fiebre amarilla, virus del dengue, virus de la encefalitis
transmitida por garrapatas, virus de la encefalitis japonesa) o virus de la gripe (tal como hemaglutina, nucleoproteina,
NA o proteinas M o combinaciones de las mismas), o antigenos derivados de patdégenos bacterianos tales como
Neisseria spp., incluyendo N. gonorrhea y N. meningitidis, por ejemplo, proteinas de unién a transferrina, proteinas
de unién a lactoferrina, PilC, adhesinas); S. pyogenes (por ejemplo proteinas M o fragmentos de las mismas,
proteasa C5A, S. agalactiae, S. mutans; H. ducreyi; Moraxella spp., incluyendo M catarrhalis, también conocida
como Branhamella catarrhalis (por ejemplo adhesinas e invasinas de alto y bajo peso molecular); Bordetella spp.,
incluyendo B. pertussis (por ejemplo pertactina, toxina pertussis o derivados de las mismas, hemaglutinina
filamentosa, adenilato-ciclasa, fimbrias), B. parapertussis y B. bronchiseptica; Mycobacterium spp., incluyendo M.
tuberculosis, M. bovis, M. leprae, M. avium, M. paratuberculosis, M. smegmatis; Legionella spp., incluyendo L.
pneumophila; Escherichia spp., incluyendo E. coli enterotodxica (por ejemplo factores de colonizacion, toxina labil al
calor o derivados de la misma, toxina estable al calor o derivados de la misma), E. coli enterohemorragica, E. coli
enteropatdgena (por ejemplo toxina similar a toxina shiga o derivados de la misma); Vibrio spp., incluyendo V.
cholera (por ejemplo toxina del célera o derivados de la misma); Shigella spp., incluyendo S. sonnei, S. dysenteriae,
S. flexnerii; Yersinia spp., incluyendo Y. enterocolitica (por ejemplo una proteina Yop), Y pestis, Y.
pseudotuberculosis; Campylobacter spp., incluyendo C. jejuni (por ejemplo toxinas, adhesinas e invasinas) y C. coli;
Salmonella spp., incluyendo S. typhi, S. paratyphi, S. choleraesuis, S. enteritidis; Listeria spp., incluyendo L.
monocytogenes; Helicobacter spp., incluyendo H. pylori (por ejemplo ureasa, catalasa, toxina vacuolizante);
Pseudomonas spp., incluyendo P. aeruginosa; Staphylococcus spp., incluyendo S. aureus, S. epidermidis;
Enterococcus spp., incluyendo E. faecalis, E. faecium; Clostridium spp., incluyendo C. tetani (por ejemplo toxina
tetanica y derivado de la misma), C. botulinum (por ejemplo toxina botulinica y derivado de la misma), C. difficile (por
ejemplo toxinas A o B de clostridium y derivados de las mismas); Bacillus spp., incluyendo B. anthracis (por ejemplo
toxina botulinica y derivados de la misma); Corynebacterium spp., incluyendo C. diphtheriae (por ejemplo toxina de
la difteria y derivados de la misma); Borrelia spp., incluyendo B. burgdorferi (por ejemplo OspA, OspC, DbpA, DbpB),
B. garinii (por ejemplo OspA, OspC, DbpA, DbpB), B. afzelii (por ejemplo OspA, OspC, DbpA, DbpB), B. andersonii
(por ejemplo OspA, OspC, DbpA, DbpB), B. hermsii; Ehrlichia spp., incluyendo E. equiy el agente de la ehrliquiosis
granulocitica humana; Rickettsia spp., incluyendo R. rickettsii; Chlamydia spp., incluyendo C. trachomatis, C.
pneumoniae, C. psittaci; Leptospira spp., incluyendo L. interrogans; Treponema spp., incluyendo T. pallidum (por
ejemplo las proteinas raras de la membrana externa), T. denticola, T. hyodysenteriae; o derivados de parasitos tales
como Plasmodium spp., incluyendo P. falciparum y P. vivax; Toxoplasma spp., incluyendo T. gondii (por ejemplo
SAG2, SAG3, Tg34); Entamoeba spp., incluyendo E. histolytica; Babesia spp., incluyendo B. microti; Trypanosoma
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spp., incluyendo T. cruzi; Giardia spp., incluyendo G. lamblia; leishmania spp., incluyendo L. major; Pneumocystis
spp., incluyendo P. carinii; Trichomonas spp., incluyendo T. vaginalis; Schisostoma spp., incluyendo S. mansoni, o
derivados de levadura tales como Candida spp., incluyendo C. albicans; Cryptococcus spp., incluyendo C.
neoformans.

Otros antigenos bacterianos incluyen antigenos derivados de Strepfococcus spp., incluyendo S. pneumoniae (PsaA,
PspA, estreptolisina, proteinas de unién a colina) y el antigeno de proteina neumolisina (Biochem Biophys Acta,
1989, 67, 1007; Rubins y col., Microbial Pathogenesis, 25, 337-342) y derivados purificados mutantes de los mismos
(documentos WO90/06951; WO99/03884). Otros antigenos bacterianos incluyen antigenos derivados de
Haemophilus spp., incluyendo H. influenzae tipo B (por ejemplo PRP y conjugados del mismo), H. influenzae no
clasificable, por ejemplo OMP26, adhesinas de alto peso molecular, P5, P6, proteina D y lipoproteina D, y fimbrina y
péptidos derivados de fimbrina (documento US5.843.464) o variantes de copias multiples o proteinas de fusion de
los mismos.

En particular, los procedimientos o composiciones como se desvelan en el presente documento pueden usarse para
proteger contra o tratar trastornos virales tales como aquellos producidos por el virus de la hepatitis B, virus de la
hepatitis C, virus del papiloma humano, virus de la inmunodeficiencia humana (VIH) o virus del herpes simples;
enfermedades bacterianas tales como aquellas producidas por Mycobacterium tuberculosis (TB) o Chlamydia sp; e
infecciones protozoicas tales como malaria.

Debe reconocerse que estos estados de enfermedad especificos, patdégenos y antigenos solo se mencionan a modo
de ejemplo y no pretenden limitar el alcance de la presente invencion.

Antigenos de TB
Para referencia, el patégeno puede ser, por ejemplo, Mycobacterium tuberculosis.

Antigenos a modo de ejemplo derivados de M. tuberculosis son, por ejemplo alfa-cristalina (HspX), HBHA, Rv1753,
Rv2386, Rv2707, Rv2557, Rv2558, RPFs: Rv0837c, Rv1884c, Rv2389c, Rv2450, Rv1009, aceA (Rv0467), ESATS6,
Tb38-1, Ag85A, -B o-C, MPT 44, MPT59, MPT45, HSP10, HSP65, HSP70, HSP75, HSP90, PPD 19kDa [Rv3763],
PPD, 38kDa [Rv0934]), PstS1, (Rv0932), SodA (Rv3846), Rv2031c, 16kDa, Ra12, TbH9, Ra35, Tb38-1, Erd 14,
DPV, MTI, MSL, DPPD, mTCC1, mTCC2, hTCC1 (documento WO99/51748) y hTCC2, y especialmente Mtb32a,
Ra35, Ra12, DPV, MSL, MTI, Tb38-1, mTCC1, TbH9 (Mtb39a), hTCC1, mTCC2 y DPPD. Antigenos derivados de M.
tuberculosis también incluyen proteinas de fusion y variantes de las mismas en las que al menos dos o, por ejemplo,
tres polipéptidos de M. tuberculosis, se fusionan en una proteina mayor. Tales fusiones pueden comprender o estan
constituidas por Ra12-TbH9-Ra35, Erd14-DPV-MTI, DPV-MTI-MSL, Erd14-DPV-MTI-MSL-mTCC2, Erd14-DPV-MTI-
MSL, DPV-MTI-MSL-mTCC2, TbH9-DPV-MTI (documento WQ099/51748), Ra12-Tbh9-Ra35-Ag85B y Ra12-Tbh9-
Ra35-mTCC2. SEQ ID No 6 del documento W02006/117240 define una secuencia de Ra12-Tbh9-Ra35 particular
que puede mencionarse junto con variantes en las que Ser 704 de esa secuencia se muta por otro aminoacido
distinto de serina, por ejemplo por Ala, y derivados de la misma que incorporan una marca de His en el extremo N de
una longitud apropiada (por ejemplo SEQ ID No 2 o 4 del documento WO2006/117240). Véase también SEQ ID No
10, que es una secuencia que contiene una marca M de iniciacién opcional y una de His-His en el extremo N
opcional (posiciones 2y 3) y en la que la Ala mutada respecto a Ser de tipo salvaje esta en la posicion 706.

Antigenos de Chlamydia
Para referencia, el patdgeno puede ser, por ejemplo, una Chlamydia sp., por ejemplo C. frachomatis.

Antigenos a modo de ejemplo derivados de Chlamydia sp, por ejemplo C. trachomatis, se seleccionan de CT858,
CTO089, CT875, MOMP, CT622, PmpD, PmpG y fragmentos de los mismos, SWIB y fragmentos inmundgenos de
uno cualquiera de los mismos (tales como PmpDpd y PmpGpd) y combinaciones de los mismos. Combinaciones
preferidas de antigenos incluyen CT858, CT089 y CT875. Las secuencias y combinaciones especificas que pueden
emplearse se describen en el documento W02006/104890.

Antigenos de Plasmodium

El patdgeno puede ser, por ejemplo, un parasito que produce malaria tal como Plasmodium sp., por ejemplo P.
falciparum o P. vivax.

Por ejemplo, los antigenos derivados de P. falciparum incluyen proteina del circumsporozoito (proteina CS), PfEMP-
1, antigeno Pfs 16, MSP-1, MSP-3, LSA-1, LSA-3, AMA-1 y TRAP. Un antigeno hibrido particular que puede
mencionarse es RTS. RTS es un proteina hibrida que comprende sustancialmente toda la parte del extremo C de la
proteina del circumsporozoito (CS) de P. falciparum unida mediante cuatro aminoacidos de la parte preS2 del
antigeno superficial de la hepatitis B al antigeno superficial (S) del virus de la hepatitis B. Cuando se expresa en
levadura, RTS se produce como una particula de lipoproteina, y cuando se coexpresa con el antigeno S de VHB
produce una particula mixta conocida como RTS,S. La estructura de RTS y RTS,S se describen en el documento
WO093/10152. Los antigenos TRAP se describen en el documento WO90/01496. Otros antigenos de Plasmodium
incluyen EBA de P. falciparum, GLURP, RAP1, RAP2, secuestrina, Pf332, STARP, SALSA, PfEXP1, Pfs25, Pfs28,
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PFS27/25, Pfs48/45, Pfs230 y sus analogos en otras Plasmodium spp. Una realizacion desvelada en el presente
documento es una composicion que comprende RTS,S o proteina CS o un fragmento de los mismos como la parte
de CS de RTS,S en combinacién con uno o mas antigenos paludicos adicionales que pueden seleccionarse, por
ejemplo, del grupo que esta constituido por MSP-1, MSP-3, AMA-1, Pfs 16, LSA-1 o LSA-3. Antigenos posibles de P.
vivax incluyen proteina del circumsporozoito (proteina CS) y proteina de union al antigeno Duffy y fragmentos
inmunogenos de las mismas, tales como PVRII (véase, por ejemplo, el documento W002/12292).

Por tanto, en una realizacion adecuada de la divulgacion, el primer y segundo polipéptido inmundgeno se
seleccionan de antigenos derivados de Plasmodium falciparum y/o Plasmodium vivax.

Por ejemplo, el primer y/o segundo polipéptido inmundgeno se seleccionan de antigenos derivados de Plasmodium
falciparum ylo Plasmodium vivax se seleccionan de RTS (por ejemplo como RTS,S), proteina del circumsporozoito
(CS), MSP-1, MSP-3, AMA-1, LSA-1, LSA-3 y derivados inmundgenos de los mismos o fragmentos inmundgenos de
los mismos.

Un derivado especifico que puede mencionarse es la proteina hibrida conocida como RTS, especialmente cuando
se presenta en forma de una particula mixta conocida como RTS,S.

En SEQ ID No 14 se muestra una secuencia de RTS a modo de ejemplo.

En SEQ ID No 12 se muestra un antigeno derivado de proteina CS de P. falciparum a modo de ejemplo. Esta
secuencia particular se corresponde con la secuencia de CSP de P. falciparum (cepa 3D7), que también contiene
una insercion de 19 aa procedente de la cepa 7G8 (81-100).

En una realizacion especifica de la divulgacion, un primer polipéptido inmunégeno es RTS,S y un segundo
polipéptido inmundgeno es la proteina CS de Plasmodium falciparum o un fragmento inmundégeno de la misma.

Antigenos de VPH
Para referencia, el patdgeno puede ser, por ejemplo, un virus del papiloma humano.

Por tanto, antigenos en la presente divulgaciéon pueden, por ejemplo, derivar del virus del papiloma humano (VPH)
considerado responsable de condiloma acuminado (VPH6 o VPH11 y otros) y/o los virus VPH responsables del
cancer de cuello uterino (VPH16, VPH18, VPH33, VPH51, VPH56, VPH31, VPH45, VPH58, VPH52 y otros). En una
realizacién, las formas de las composiciones profilacticas, o terapéuticas, de condiloma acuminado comprenden
particulas L1 o capsémeros y proteinas de fusién que comprenden uno o mas antigenos seleccionados de las
proteinas del VPH E1, E2, E5 E6, E7, L1 y L2. En una realizacioén, las formas de la proteina de fusidon son: L2E7
como se describe en el documento W096/26277 y proteina D (1/3)-E7 descrita en el documento PCT/EP98/05285.

Una composicion profilactica o terapéutica preferida para infeccidon o cancer del cuello uterino por VPH puede
comprender antigenos de VPH 16 o 18. Por ejemplo, monémeros del antigeno L1 o L2 o antigenos L1 o L2
presentados juntos como una particula similar a virus (VLP) o la proteina L1 sola presentada sola en una VLP o
estructura de capsémero. Tales antigenos, particulas similares a virus y capsdmeros son conocidos en si. Véanse,
por ejemplo, los documentos W094/00152, W0O94/20137, WO94/05792 y WO93/02184. Pueden incluirse proteinas
tempranas adicionales solas o como proteinas de fusion tales como E7, E2 o preferentemente E5, por ejemplo,
realizaciones particularmente preferidas de éstas incluyen una VLP que comprende proteinas de fusion L1E7
(documento WO96/11272). En una realizacion, los antigenos de VPH 16 comprenden las proteinas tempranas E6 o
E7 fusionadas con un soporte de proteina D para formar fusiones de proteina D - E6 o E7 procedentes de VPH 16, o
combinaciones de las mismas; o combinaciones de E6 o E7 con L2 (documento WO96/26277). Alternativamente, las
proteinas tempranas de VPH 16 o 18 E6 y E7 pueden presentarse en una Unica molécula, preferentemente una
proteina D- fusién E6/E7. Una composicion tal puede proporcionar opcionalmente cualquiera o ambas proteinas E6
y E7 de VPH 18, preferentemente en forma de una proteina de fusién proteina D - E6 o proteina D - E7 o proteina
de fusion proteina D E6/E7. Adicionalmente pueden emplearse antigenos de otras cepas de VPH, preferentemente
de cepas VPH 31 0 33.

Antigenos de VIH
Segun la invencion, el patégeno es VIH, por ejemplo VIH-1.

Por tanto, los antigenos pueden seleccionarse de antigenos derivados de VIH, particularmente antigenos derivados
de VIH-1.

Las proteinas Tat y Nef de VIH son proteinas tempranas, es decir, se expresan pronto en la infecciéon y en ausencia
de proteina estructural.

El gen Nef codifica una proteina de VIH accesoria temprana que se ha mostrado que posee varias actividades. Por
ejemplo, se sabe que la proteina Nef produce la retirada de CD4, el receptor de VIH, de la superficie celular, aunque
se discute la importancia bioloégica de esta funcion. Adicionalmente, Nef interactia con la ruta de sefializacion de
linfocitos T e induce un estado activo, que a su vez puede promover una expresion génica mas eficaz. Algunos
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aislados de VIH tienen mutaciones o deleciones en esta region que producen que no codifiquen la proteina funcional
y estan gravemente comprometidos en su replicacion y patogénesis in vivo.

El gen Gag se traduce a partir del ARN de longitud completa para dar una poliproteina precursora que
posteriormente se escinde en 3 - 5 proteinas de la capside; la proteina de la matriz p17, proteina de la capside p24 y
proteina de union a acido nucleico (Fundamental Virology, Fields BN, Knipe DM y Howley M, 1996 2. Fields Virology
vol 2 1996).

El gen Gag da lugar a la proteina precursora Gag de 55 kilodalton (Kd), también llamada p55, que se expresa a
partir del ARNm viral sin cortar y empalmar. Durante la traduccion, el extremo N de p55 se miristoila, provocando su
asociacion con la cara citoplasmica de membranas celulares. La poliproteina Gag asociada a la membrana incorpora
dos copias del ARN gendmico viral junto con otras proteinas virales y celulares que provocan la gemacion de la
particula viral a partir de la superficie de una célula infectada. Después de la gemacion, la proteasa viralmente
codificada (un producto del gen Pol) escinde p55 durante el procedimiento de maduracion viral en cuatro proteinas
mas pequeias designadas MA (matriz [p17]), CA (capside [p24]), NC (nucleocapside [p9]) y p6.(4).

Ademas de las 3 proteinas Gag importantes (p17, p24 y p9), todos los precursores de Gag contienen varias regiones
distintas que se escinden y permanecen en el virion como péptidos de diversos tamafos. Estas proteinas tienen
funciones diferentes, por ejemplo, la proteina p2 tiene una funcion propuesta en la regulaciéon de la actividad de la
proteasa y contribuye a la correcta sincronizacion de la transformacion proteolitica.

El polipéptido MA se deriva del extremo miristoilado N-terminal de p55. La mayoria de las moléculas de MA
permanecen unidas a la superficie interna de la bicapa lipidica del viridn, estabilizando la particula. Un subconjunto
de MA se incorpora dentro de las capas mas profundas del viridén, en las que llega a ser parte del complejo que
conduce el ADN viral al nucleo. Estas moléculas de MA facilitan el transporte nuclear del genoma viral debido a que
la maquinaria de importacién nuclear celular reconoce una sefial cariéfila en MA. Este fendmeno permite que el VIH
infecte células que no estan en division, una propiedad poco comun para un retrovirus.

La proteina p24 (CA) forma el nucleo conico de particulas virales. Se ha demostrado que la ciclofilina A interactua
con la regién p24 de p55, llevando a su incorporacion en particulas de VIH. La interaccion entre Gag y ciclofilina A
es esencial debido a que la interrupcién de esta interaccion por ciclosporina inhibe la replicacion viral.

La regién NC de Gag es responsable de reconocer especificamente la denominada sefial de encapsidacion de VIH.
La sefal de encapsidacion esta constituida por cuatro estructuras en horquilla localizadas préximas al extremo 5' del
ARN viral y es suficiente para intervenir en la incorporacion de un ARN heterologo en viriones de VIH-1. NC se une a
la sefial de encapsidacion mediante interacciones mediadas por dos motivos de dedos de cinc. NC también facilita la
transcripcion inversa.

La regién del polipéptido p6 interviene en las interacciones entre Gag p55 y la proteina accesoria Vpr, llevando a la
incorporacion de Vpr en viriones de ensamblaje. La region de p6 también contiene un denominado dominio tardio
que se requiere para la liberacion eficaz de viriones de gemacion a partir de una célula infectada.

El gen Pol codifica tres proteinas que tienen las actividades que necesita el virus en la infeccion temprana, la
proteina transcriptasa inversa RT, proteasa e integrasa necesarias para la integracion del ADN viral en ADN celular.
La proteasa del virién escinde el producto principal de Pol para dar el péptido de RT del extremo amino que contiene
actividades necesarias para la sintesis de ADN (ADN polimerasa dirigida por ARN y ADN, ribonucleasa H) y proteina
integrasa del extremo carboxi. La RT de VIH es un heterodimero de RT de longitud completa (p66) y un producto de
escision (p51) que carece del dominio de la RNasa H del extremo carboxi.

RT es una de las proteinas mas sumamente conservadas codificada por el genoma retroviral. Dos actividades
importantes de RT son Pol de ADN vy ribonucleasa H. La actividad de Pol de ADN de RT usa ARN y ADN como
moldes intercambiables y, como todas las polimerasas de ADN conocidas, no puede iniciar la sintesis de ADN de
nuevo, sino que requiere una molécula preexistente que sirva como cebador (ARN).

La actividad de RNasa H inherente en todas las proteinas RT desempefia pronto el papel esencial en la replicacion
de eliminar el genoma de ARN a medida que progresa la sintesis de ADN. Degrada selectivamente el ARN de todas
las moléculas hibridas de ARN - ADN. Estructuralmente, la polimerasa y ribo H ocupan dominios separados que no
se solapan dentro de Pol, cubriendo los dos tercios del amino de Pol.

La subunidad catalitica p66 se pliega en 5 subdominios distintos. El extremo amino 23 de éstos tiene la parte con
actividad de RT. El extremo carboxi a éstos es el dominio RNasa H.

Después de la infeccién de la célula huésped, la transcriptasa inversa que esta presente en la particula infectante
copia el genoma de ARN retroviral en ADN bicatenario lineal. La integrasa (revisado en Skalka AM '99 Adv en Virus
Res 52 271-273) reconoce los extremos del ADN viral, los recorta y acompafia al ADN viral a un sitio cromosémico
huésped para catalizar la integracion. Muchos sitios en el ADN huésped pueden ser dianas para la integracion.
Aunque la integrasa es suficiente para catalizar la integracion in vitro, no es la Unica proteina asociada al ADN viral
in vivo — el gran complejo proteina - ADN viral aislado a partir de células infectadas se ha denominado el complejo
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de pre-integracion. Este facilita la adquisicién de los genes de la célula huésped por genomas virales de la
descendencia.

La integrasa esta constituida por 3 dominios distintos, el dominio del extremo N, el nucleo catalitico y el dominio del
extremo C. El dominio del nulcleo catalitico contiene todos los requisitos para la quimica de transferencia de
polinucleotidilos.

Por tanto, los antigenos derivados de VIH-1 para nosotros en la invencion pueden seleccionarse, por ejemplo, de
Gag (por ejemplo Gag de longitud completa), p17 (una parte de Gag), p24 (otra parte de Gag), p41, p40, Pol (por
ejemplo Pol de longitud completa), RT (una parte de Pol), p51 (una parte de RT), integrasa (una parte de Pol),
proteasa (una parte de Pol), Env, gp120, gp140 o gp160, gp41, Nef, Vif, Vpr, Vpu, Rev, Tat y derivados
inmunogenos de los mismos y fragmentos inmundgenos de los mismos, particularmente Env, Gag, Nef y Pol y
derivados inmunégenos de los mismos y fragmentos inmundégenos de los mismos que incluyen p17, p24, RT e
integrasa. Las vacunas contra el VIH pueden comprender polipéptidos y/o polinucleétidos que codifican polipéptidos
correspondientes a multiples antigenos de VIH diferentes, por ejemplo 2 0 3 0 4 o mas antigenos de VIH que pueden
seleccionarse de la lista anterior. Varios antigenos diferentes pueden estar comprendidos, por ejemplo, en una Unica
proteina de fusion. Puede emplearse mas de un primer polipéptido inmundgeno y/o mas de un segundo polipéptido
inmunogeno, siendo cada uno un antigeno de VIH o una fusién de mas de un antigeno.

Por ejemplo, un antigeno puede comprender Gag o un derivado inmundégeno o fragmento inmunégeno del mismo,
fusionado a RT o un derivado inmundégeno o fragmento inmundégeno de la misma, fusionado a Nef o un derivado
inmundgeno o fragmento inmundgeno de la misma, en el que la parte de Gag de la proteina de fusion esta presente
en el extremo 5' del polipéptido.

Una secuencia de Gag util segun la invencion puede excluir la secuencia que codifica el polipéptido p6 de Gag. Un
ejemplo particular de una secuencia de Gag para uso en la invencién comprende secuencias que codifican p17 y/o
p24.

Una secuencia de RT puede contener una mutacién para inactivar sustancialmente cualquier actividad de la
transcriptasa inversa (véase el documento W003/025003).

El gen de RT es un componente del mayor gen pol en el genoma de VIH. Se entendera que la secuencia de RT
empleada segun la invencion puede estar presente en el contexto de Pol, o un fragmento de Pol que se corresponde
al menos con RT. Tales fragmentos de Pol retienen epitopos CTL muy importantes de Pol. En un ejemplo especifico,
RT esta incluida como precisamente el fragmento de p51 o precisamente el fragmento de p66 de RT.

El componente de RT de la proteina de fusién o composicidon segun la invencion comprende opcionalmente una
mutacion para eliminar un sitio que sirve como sitio interno de iniciacion en sistemas de expresion procariota.

Opcionalmente, la secuencia de Nef para uso en la invencién se trunca para eliminar la secuencia que codifica la
region del extremo N, es decir, la eliminacién de 30 a 85 aminoacidos, por ejemplo de 60 a 85 aminoacidos,
particularmente los 65 aminoacidos del extremo N (este ultimo truncamiento se denomina en el presente documento
Neftr). Alternativamente o adicionalmente, Nef puede modificarse para eliminar el sitio de miristilacion. Por ejemplo,
el sitio de miristilacion de Gly 2 puede eliminarse mediante delecion o sustitucion. Alternativamente o
adicionalmente, Nef puede modificarse para alterar el motivo de dileucina de Leu 174 y Leu 175 mediante delecion o
sustitucién de una o ambas leucinas. La importancia del motivo de dileucina en la regulacion por disminucion de
CD4 se describe, por ejemplo, en Bresnahan P.A. y col. (1998) Current Biology, 8(22): 1235-8.

El antigeno de Env puede estar presente en su longitud completa como gp160 o truncado como gp140 o mas corto
(opcionalmente con una mutacion adecuada para destruir el motivo del sitio de escision entre gp120 y gp41). El
antigeno de Env también puede estar presente en su forma transformada de procedencia natural como gp120 y
gp41. Estos dos derivados de gp160 pueden usarse individualmente o juntos como una combinacion. Los antigenos
de Env anteriormente mencionados pueden presentar adicionalmente deleciones (en particular de bucles variables)
y truncamientos. También pueden usarse fragmentos de Env.

Una secuencia de gp120 a modo de ejemplo se muestra en SEQ ID No 8. Una secuencia de gp140 a modo de
ejemplo se muestra en SEQ ID No 6.

Los polipéptidos inmundgenos segun la invencién puede comprender Gag, Pol, Env y Nef, en los que al menos
estan presentes el 75 %, o al menos el 90 % o al menos el 95 %, por ejemplo el 96 %, de los epitopos CTL de estos
antigenos nativos.

En polipéptidos inmundgenos segun la invencion que comprenden p17/p24 Gag, p66 RT y Nef truncado como se
define anteriormente, el 96 % de los epitopos CTL de los antigenos nativos de Gag, Pol y Nef estd presente
adecuadamente.

Una realizaciéon de la invencién proporciona un polipéptido inmundgeno que contiene p17, p24 Gag, p66 RT, Nef
truncado (carece de nucledtidos que codifican los aminoacidos terminales 1-85 - “Neftr”’) en el orden Gag, RT, Nef.
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En los polinucledtidos que codifican polipéptidos inmunégenos de la invencion, P24 Gag y P66 RT son
adecuadamente de codoén optimizado.

Construcciones especificas de polinucledtidos y antigenos de polipéptidos correspondientes segun la invencion
incluyen:

. p17, p24 (de coddn optimizado) Gag - p66 RT (de codon optimizado) - Nef truncado;
. Nef truncado - p66 RT (de codon optimizado) - p17, p24 (de coddn optimizado) Gag;
. Nef truncado - p17, p24 (de codoén optimizado) Gag - p66 RT (de codon optimizado);
. p66 RT (de coddn optimizado) - p17, p24 (de codén optimizado) Gag - Nef truncado;
. p66 RT (de codon optimizado) - Nef truncado - p17, p24 (de codén optimizado) Gag;
. p17, p24 (de coddn optimizado) Gag - Nef truncado - p66 RT (de codon optimizado).

OO WN -

Una fusion a modo de ejemplo es una fusion de Gag, RT y Nef particularmente en el orden Gag-RT-Nef (véase, por
ejemplo, SEQ ID No 2). Otra fusién a modo de ejemplo es una fusiéon de p17, p24, RT y Nef particularmente en el
orden p24-RT-Nef-p17 (véase, por ejemplo, SEQ ID No 16, mencionada en otras partes en el presente documento
como “F4”).

En ofra realizacién, un polipéptido inmundgeno contiene Gag, RT, integrasa y Nef, especialmente en el orden Gag-
RT-integrasa-Nef (véase, por ejemplo, SEQ ID No 4).

En otras realizaciones, el antigeno de VIH puede ser un polipéptido de fusiéon que comprende Nef o un derivado
inmunogeno del mismo o un fragmento inmundgeno del mismo, y p17 Gag y/o p24 Gag o derivados inmundgenos
de los mismos o fragmentos inmundgenos de los mismos en los que, cuando tanto p17 Gag como p24 Gag estan
presentes, entre ellos hay al menos un antigeno de VIH o fragmento inmundgeno.

Por ejemplo, Nef es adecuadamente Nef de longitud completa.
Por ejemplo, p17 Gag y p24 Gag son adecuadamente p17 y p24 de longitud completa, respectivamente.

En una realizacion, un polipéptido inmunégeno comprende tanto p17 Gag como p24 Gag o fragmentos inmundgenos
de los mismos. En una construccion tal, el componente de p24 Gag y el componente de p17 Gag estan separados
por al menos otro antigeno de VIH adicional o fragmento inmundégeno tal como Nef y/o RT o derivados inmunogenos
de los mismos o fragmentos inmundgenos de los mismos. Para mas detalles véase el documento W02006/013106.

En proteinas de fusidon que comprenden p24 y RT puede preferirse que p24 preceda a RT en la construccion porque
se observa mejor expresion de p24 que de RT cuando los antigenos se expresan solos en E. coli.

Algunas construcciones segun la invencion incluyen las siguientes:

1. p24 - RT - Nef - p17

2. p24 - RT* - Nef - p17

3. p24 - p51RT - Nef - p17
4. p24 - p51RT* - Nef - p17
5. p17 - p51RT - Nef

6. p17 - p5S1RT* - Nef

7. Nef - p17

8. Nef - p17 con conector
9. p17 - Nef

10. p17 - Nef con conector

* representa la mutaciéon de metioninasg; de RT a lisina

En otro aspecto, la presente invencion proporciona una proteina de fusion de antigenos de VIH que comprende al
menos cuatro antigenos de VIH o fragmentos inmundgenos, en la que los cuatro antigenos o fragmentos son o se
derivan de Nef, Pol y Gag. Preferentemente, Gag esta presente como dos componentes separados que estan
separados por al menos otro antigeno en la fusion. Preferentemente, Nef es Nef de longitud completa.
Preferentemente, Pol es p66 o p51RT. Preferentemente, Gag es p17 Gag y p24 Gag. Otros rasgos y propiedades
preferidos de los componentes de antigeno de la fusion en este aspecto de la invencion son como se describen en el
presente documento.

Realizaciones preferidas de este aspecto de la invencion son las fusiones de cuatro componentes que ya se
enumeran anteriormente:

1. p24 - RT - Nef - p17
2. p24 - RT* - Nef - p17
3. p24 - p51RT - Nef - p17
4. p24 - p51RT* - Nef - p17
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Los polipéptidos inmundgenos de la presente invencion pueden tener secuencias de conectores presentes entre las
secuencias correspondientes a antigenos particulares tales como Gag, RT y Nef. Tales secuencias de conectores
pueden ser, por ejemplo, de hasta 20 aminoacidos de longitud. En un ejemplo particular pueden ser de 1 a 10
aminoacidos, o de 1 a 6 aminoacidos, por ejemplo 4-6 aminoacidos.

La descripcién adicional de tales antigenos de VIH adecuados puede encontrarse en el documento WO03/025003.

Los antigenos de VIH de la presente invencion pueden derivarse de cualquier subtipo de VIH, por ejemplo subtipo A,
subtipo B o subtipo C. Por ejemplo, los antigenos de VIH pueden derivarse del subtipo A o B, especialmente B.

En una realizacion especifica de la invencion, un primer polipéptido inmunégeno es un polipéptido que comprende
Gag y/o Pol y/o Nef o un fragmento o derivado de cualquiera de ellos (por ejemplo p24-RT-Nef-p17). En una
realizacion especifica de la invencion, un segundo polipéptido inmunégeno es un polipéptido que comprende Gap
y/o Pol y/o Nef o un fragmento o derivado de cualquiera de ellos (por ejemplo Gag-RT-Nef o Gag-RT-integrasa-Nef).

Por tanto, en una realizacion especifica, un polipéptido que comprende Gap y/o Pol y/o Nef o un fragmento o
derivado de cualquiera de ellos (por ejemplo p24-RT-Nef-p17) es un primer polipéptido inmundgeno y un polipéptido
que comprende Gap y/o Pol y/o Nef o un fragmento o derivado de cualquiera de ellos (por ejemplo Gag-RT-Nef o
Gag-RT-integrasa-Nef) es un segundo polipéptido inmundgeno.

En ofra realizacion especifica de la invencion, un primer polipéptido inmunégeno es Env o un fragmento o derivado
del mismo, por ejemplo gp120, gp140 o gp160 (especialmente gp120). En una realizacion especifica de la invencion,
un segundo polipéptido inmundgeno es un polipéptido que comprende Gag y/o Pol y/o Nef o un fragmento o
derivado de cualquiera de ellos (por ejemplo p24-RT-Nef-p17).

Por tanto, en una realizacion especifica, Env o un fragmento o derivado del mismo, por ejemplo gp120, gp140 o
gp160 (especialmente gp120), es un primer polipéptido inmundgeno y un polipéptido que comprende Gag y/o Pol y/o
Nef o un fragmento o derivado de cualquiera de ellos (por ejemplo p24-RT-Nef-p17) es un segundo polipéptido
inmunogeno.

En ofra realizacion especifica de la invencion, un primer polipéptido inmundgeno es un polipéptido que comprende
Gag y/o Pol y/o Nef o un fragmento o derivado de cualquiera de ellos (por ejemplo p24-RT-Nef-p17). En una
realizacion especifica de la invencién, un segundo polipéptido inmundgeno es Env o un fragmento o derivado del
mismo, por ejemplo gp120, gp140 o gp160 (especialmente gp120).

Por tanto, en una realizacion especifica, un polipéptido que comprende Gag y/o Pol y/o Nef o un fragmento o
derivado de cualquiera de ellos (por ejemplo p24-RT-Nef-p17) es un primer polipéptido inmunégeno y Env o un
fragmento o derivado del mismo, por ejemplo gp120, gp140 o gp160 (especialmente gp120), es un segundo
polipéptido inmundgeno.

Derivados inmunégenos y fragmentos inmunégenos de antigenos

Los antigenos anteriormente mencionados pueden emplearse en forma de derivados inmundgenos o fragmentos
inmunogenos de los mismos en vez del antigeno completo.

Como se usa en el presente documento, el término “derivado inmundgeno” en relacién con un antigeno de origen
nativo se refiere a un antigeno que se ha modificado en un modo limitado respecto a sus homélogos nativos. Por
ejemplo, puede incluir una mutacién puntual que puede cambiar las propiedades de la proteina mejorando, por
ejemplo, la expresion en sistemas procariotas o eliminando actividad no deseada, por ejemplo actividad enzimatica.
Sin embargo, los derivados inmundgenos seran suficientemente similares a los antigenos nativos de forma que
retengan sus propiedades antigénicas y sigan siendo capaces de fomentar una respuesta inmunitaria frente al
antigeno nativo. El hecho de que un derivado dado fomente dicha respuesta inmunitaria o no puede medirse
mediante un ensayo adecuadamente inmunolégico tal como un ELISA (para respuestas de anticuerpos) o citometria
de flujo usando tincién adecuada para marcadores celulares (para respuestas celulares).

Los fragmentos inmundgenos son fragmentos que codifican al menos un epitopo, por ejemplo un epitopo CTL,
normalmente un péptido de al menos 8 aminoacidos. Los fragmentos de al menos 8, por ejemplo, 8-10 aminoacidos
o hasta 20, 50, 60, 70, 100, 150 o 200 aminoacidos de longitud se consideran que estan dentro del alcance de la
invencion siempre que el polipéptido demuestre antigenicidad, es decir, que el polipéptido retenga los epitopos
importantes (por ejemplo epitopos CTL).

Adenovirus

Los vectores adenovirales de la presente invencién comprenden uno o mas polinucleétidos heterélogos (ADN) que
codifican uno o mas polipéptidos inmundgenos.

Vectores adenovirales Utiles en la presente invencion pueden derivarse de una serie de huéspedes mamiferos.

Los adenovirus (en el presente documento se denominan “Ad” o “Adv”) tienen una morfologia caracteristica con una
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capside icosaédrica constituida por tres proteinas muy importantes, hexona (ll), base de pentona (lll) y una fibra
abultada (IV), junto con varias otras proteinas secundarias, VI, VIII, 1X, llla y Va2 (Russell W.C. 2000, Gen Viriol,
81:2573-2604). El genoma del virus es un ADN bicatenario lineal con una proteina terminal unida covalentemente al
extremo 5', que tiene repeticiones terminales invertidas (ITR). EIl ADN del virus esta intimamente asociado a la
proteina VIl sumamente basica y un péptido pequefio llamado mu. Otra proteina, V, esta encapsidada con este
complejo ADN-proteina y proporciona un enlace estructural a la capside mediante la proteina VI. El virus también
contiene una proteasa codificada por virus que es necesaria para transformar algunas de las proteinas estructurales
para producir virus infecciosos maduros.

Se han aislado mas de 100 serotipos distintos de adenovirus que infectan diversas especies de mamiferos, de los
que 51 son de origen humano. Por tanto, uno o mas de los vectores adenovirales pueden derivarse de un
adenovirus humano. Ejemplos de tales adenovirus derivados de humanos son Ad1, Ad2, Ad4, Ad5, Ad6, Ad11, Ad
24, Ad34, Ad35, particularmente Ad5, Ad11 y Ad35. Los serotipos humanos se han clasificado en seis subgéneros
(A-F) basados en varios criterios bioldgicos, quimicos, inmunoldgicos y estructurales.

Aunque los vectores basados en Ad5 se han usado ampliamente en varios ensayos de terapia génica, puede haber
limitaciones en el uso de Ad5 y otros vectores adenovirales del grupo C debido a la inmunidad preexistente en la
poblacion general debido a la infeccion natural. Ad5 y otros miembros del grupo C tienden a estar entre los serotipos
mas seroprevalentes. La inmunidad a vectores existentes puede desarrollarse como resultado de exposicion al
vector durante el tratamiento. Estos tipos de inmunidad preexistente o desarrollada a vectores seroprevalentes
pueden limitar la eficacia de la terapia génica o esfuerzos de vacunacion. Por tanto, los serotipos de adenovirus
alternativos constituyen dianas muy importantes en la persecucion de sistemas de liberacion génica que puedan
eludir la respuesta inmunitaria del huésped.

Un area tal de serotipos alternativos son aquellos derivados de primates no humanos, especialmente adenovirus de
chimpancé. Véase la patente de los EE.UU. 6.083.716 que describe el genoma de dos adenovirus de chimpanceé.

Se ha mostrado que los vectores adenovirales de chimpancé (“Pan” o “C”) inducen fuertes respuestas inmunitarias a
productos transgénicos tan eficazmente como vectores adenovirales humanos (Fitzgerald y col. J. Immunol.
170:1416).

Los adenovirus de primates no humanos pueden aislarse de los ganglios linfaticos mesentéricos de chimpancés. Los
adenovirus de chimpancé son suficientemente similares al subtipo C de adenovirus humanos para permitir la
replicacion del virus con E1eliminado en células HEK 293. Aunque los adenovirus de chimpancé son
filogenéticamente distintos de los serotipos humanos mas comunes (Ad2 y Ad5). Pan 6 no esta tan estrechamente
relacionado y es serolégicamente distinto de Pan 5, 7 y 9.

Por tanto, uno o mas de los vectores adenovirales puede derivarse de un adenovirus de primate no humano, por
ejemplo un adenovirus de chimpancé, tal como uno seleccionado de los serotipos Pan5, Pan6, Pan7 y Pan9.

Los vectores adenovirales también pueden derivarse de mas de un serotipo de adenovirus, y cada serotipo puede
proceder de la misma fuente o fuente diferente. Por ejemplo, pueden derivarse de mas de un serotipo humano y/o
mas de un serotipo de primate no humano. Los procedimientos para construir vectores adenovirales quiméricos se
describen en el documento WO2005/001103.

Hay ciertas restricciones de tamafio asociadas a la inserciéon de ADN heterdlogo en adenovirus. Los adenovirus
humanos tienen la capacidad de encapsidar hasta el 105 % de la longitud del genoma de tipo salvaje (Bett y col.
1993, J Virol 67 (10), 5911-21). Se ha mostrado que el limite inferior de encapsidacion para adenovirus humanos es
del 75 % de la longitud del genoma de tipo salvaje (Parks y col. 1995, J Virol 71(4), 3293-8).

Un ejemplo de adenovirus Utiles en la presente invencién son adenovirus que son distintos de los serotipos de
procedencia natural prevalentes en la poblacion humana tales como Ad2 y Ad5. Esto evita la induccion de potentes
respuestas inmunitarias frente al vector que limita la eficacia de administraciones posteriores del mismo serotipo
blogueandose la captacion de vectores mediante neutralizacién del anticuerpo e influenciando en la toxicidad.

Por tanto, el adenovirus puede ser un adenovirus que no sea un serotipo de virus humano de procedencia natural
prevalente. Los adenovirus aislados de animales tienen componentes de capside, hexona, pentona y fibra
inmunoldgicamente distintos, pero filogenéticamente estan estrechamente relacionados. Especificamente, el virus
puede ser un adenovirus no humano, tal como un adenovirus de simio y en particular un adenovirus de chimpancé
tal como Pan 5, 6, 7 0 9. Ejemplos de tales cepas se describen en el documento WO03/000283 y estan disponibles
de la Coleccién americana de cultivos tipo, 10801 University Boulevard, Manassas, Virginia 20110-2209, y otras
fuentes. Las cepas deseables de adenovirus de chimpancé son Pan 5 [ATCC VR-591], Pan 6 [ATCC VR-592] y Pan
7 [ATCC VR-593].

Se cree que el uso de adenovirus de chimpancé es ventajoso respecto al uso de serotipos de adenovirus humano
debido a la falta de inmunidad preexistente, en particular a la falta de anticuerpos de neutralizaciéon cruzada, a
adenovirus en la poblaciéon diana. La reaccién cruzada de los adenovirus de chimpancé con respuestas de
anticuerpos neutralizadores preexistentes solo esta presente en el 2 % de la poblacién diana en comparacion con el
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35 % en el caso de ciertos vectores candidatos de adenovirus humano. Los adenovirus de chimpancé son distintos
de los subtipos humanos mas comunes Ad2 y Ad5, pero estan mas estrechamente relacionados con Ad4 humano
del subgrupo E, que no es un subtipo prevalente. Pan 6 estda menos estrechamente relacionado con Pan 5, 7 y 9.

El adenovirus de la invencion puede tener replicacion defectuosa. Esto significa que tiene una capacidad reducida
para replicarse en células no complementarias en comparacion con el virus de tipo salvaje. Esto puede provocarse
mutando el virus, por ejemplo eliminando un gen implicado en la replicacién, por ejemplo delecion del gen de E1a,
E1b, E3 o E4.

Los vectores adenovirales segun la presente invencion pueden derivarse de adenovirus de replicacion defectuosa
que comprenden una delecion de E1 funcional. Por tanto, los vectores adenovirales segun la invencion pueden tener
replicacion defectuosa debido a la ausencia de la capacidad para expresar E1a y E1b adenoviral, es decir, estan
funcionalmente eliminados en E1a y E1b. Los adenovirus recombinantes también pueden llevar deleciones
funcionales en otros genes [véase el documento WO03/000283], por ejemplo, deleciones en genes de E3 o E4. El
gen E3 temprano retrasado del adenovirus puede eliminarse de la secuencia de adenovirus que forma parte del
virus recombinante. La funcién de E3 no es necesaria la produccién de la particula de adenovirus recombinante. Por
tanto, es innecesario reemplazar la funcion de este producto génico con el fin de encapsidar un adenovirus
recombinante util en la invencion. En una realizacion particular, los adenovirus recombinantes tienen los genes de
E1 y E3 funcionalmente eliminados. La construccion de tales vectores se describe en Roy y col., Human Gene
Therapy 15:519-530, 2004.

Los adenovirus recombinantes también pueden construirse teniendo una delecion funcional del gen de E4, aunque
puede desearse que retengan la funcion ORF6 de E4. Los vectores de adenovirus segun la invencion también
pueden contener una delecion en el gen E2a temprano retrasado. Las deleciones también pueden hacerse en
cualquiera de los genes tardios L1 a L5 del genoma del adenovirus. Similarmente, pueden ser Utiles deleciones en
los genes intermedios IX y IVa.

Pueden hacerse otras deleciones en los otros genes de adenovirus estructurales o no estructurales. Las deleciones
anteriores pueden usarse individualmente, es decir, una secuencia de adenovirus para uso en la presente invencién
puede contener deleciones de E1 solamente. Alternativamente, las deleciones de genes completos o partes de los
mismos eficaces para destruir su actividad biolégica pueden usarse en cualquier combinacion. Por ejemplo, en un
vector a modo de ejemplo, las secuencias de adenovirus pueden tener deleciones de los genes de E1 y el gen de
E4, o de los genes de E1, E2a y E3, o de los genes de E1 y E3 (tales como deleciones funcionales en E1ay E1b, y
una delecién de al menos parte de E3), o de los genes de E1, E2a y E4, con o sin delecion de E3, etc. Tales
deleciones pueden ser deleciones parciales o completas de estos genes y pueden usarse en combinacion con otras
mutaciones, tales como mutaciones sensibles a la temperatura, para lograr un resultado deseado.

Los vectores adenovirales pueden producirse en cualquier linea celular adecuada en la que pueda replicarse el
virus. En particular pueden usarse lineas celulares complementarias que proporcionan los factores que faltan del
vector viral que dan como resultado sus caracteristicas de replicacion alteradas (tales como E1 y/o E4). Sin
limitacién, una linea celular tal puede ser HeLa [N.° de acceso a ATCC CCL 2], A549 [N.° de acceso a ATCC CCL
185], HEK 293, KB [CCL 17], Detroit [por ejemplo, Detroit 510, CCL 72] y células WI-38 [CCL 75], entre otros. Todas
estas lineas celulares estan disponibles de la Coleccion americana de cultivos tipo, 10801 University Boulevard,
Manassas, Virginia 20110-2209. Otras lineas celulares originales adecuadas pueden obtenerse de otras fuentes
tales como células PER.C6©, como se representa por las células depositadas bajo el N.° de ECACC N.° 96022940
en la Coleccion europea de cultivos celulares animales (ECACC) en el Centro de Microbiologia Aplicada e
Investigacion (CAMR, RU) o células Her 96 (Crucell).

Las secuencias de polinucleétidos que codifican polipéptidos inmundégenos pueden ser de coddén optimizado para
células de mamiferos. Tal optimizacién de codones se describe en detalle en el documento W005/025614. La
optimizacion de codones para ciertas secuencias de VIH se describe adicionalmente en el documento
WO03/025003.

En una realizacién de la presente invencion, las construcciones de polinucleétidos comprenden una secuencia
conductora en el extremo N. La secuencia de sefializacion, el dominio transmembranario y el dominio citoplasmico
estan todos individualmente opcionalmente presentes o eliminados. En una realizacion de la presente invencion
todas estas regiones estan presentes, pero modificadas.

Un promotor para uso en el vector adenoviral segun la invencion puede ser el promotor del gen |IE de HCMV, por
ejemplo, en el que la region sin traducir de 5' del gen IE de HCMV que comprende el exdn 1 esta incluida y el intron
A se excluye completamente o parcialmente como se describe en el documento WO02/36792.

Si se fusionan varios antigenos en una proteina de fusion, tal proteina estaria codificada por un polinucleétido bajo el
control de un Unico promotor.

En una realizacion alternativa de la invencién, varios antigenos pueden expresarse por separado mediante
promotores individuales, pudiendo ser cada uno de dichos promotores iguales o diferentes. En todavia otra
realizacion de la invencioén, algunos de los antigenos pueden formar una fusién, ligada a un primer promotor, y
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otro(s) antigeno (s) pueden ligarse a un segundo promotor, que puede ser igual o diferente del primer promotor.

Por tanto, el vector adenoviral puede comprender uno o mas casetes de expresion, codificando cada uno un
antigeno bajo el control de un promotor. Alternativamente o adicionalmente puede comprender uno o mas casetes
de expresion, codificando cada uno mas de un antigeno bajo el control de un promotor, cuyos antigenos se
expresan asi como una fusion. Cada casete de expresion puede estar presente en mas de un locus en el vector
adenoviral.

El polinucledtido o polinucleétidos que codifican polipéptidos inmundgenos que van a expresarse pueden insertarse
en cualquiera de las regiones eliminadas del adenovirus, por ejemplo en la regién de eliminacion de E1.

Aunque dos o mas polinucledtidos que codifican polipéptidos inmunégenos pueden ligarse como una fusion, la
proteina resultante puede expresarse como una proteina de fusiéon, o puede expresarse como productos de
proteinas separados, o puede expresarse como una proteina de fusion y luego descomponerse posteriormente en
subunidades mas pequefias.

Adyuvante

Los adyuvantes se describen en general en Vaccine Design - the Subunit and Adjuvant Approach, por ejemplo,
Powell y Newman, Plenum Press, Nueva York, 1995.

Adyuvantes desvelados incluyen una sal de aluminio tal como hidroxido de aluminio o fosfato de aluminio, pero
también puede ser una sal de calcio, hierro o cinc, o puede ser una suspension insoluble de tirosina acilada, o
azucares acilados, polisacaridos catiénica o anidnicamente derivatizados o polifosfacenos.

En la formulacién de la invencion se prefiere que la composicion adyuvante induzca preferentemente una respuesta
de Th1. Sin embargo, se entendera que no se excluyen otras respuestas, incluyendo otras respuestas humorales.

Se sabe que ciertos adyuvantes de vacunas son particularmente aptos para la estimulacion de respuestas de
citocinas tanto del tipo Th1 como Th2. Tradicionalmente, los mejores indicadores del equilibrio Th1:Th2 de la
respuesta inmunitaria después de una vacunaciéon o infeccion incluyen la medicién directa de la produccion de
citocinas Th1 o Th2 por linfocitos T in vitro después de la reestimulacion con antigeno, y/o la medicion de la relacién
IgG1:lgG2a de respuestas de anticuerpos especificos para antigenos.

Por tanto, un adyuvante del tipo Th1 es uno que estimula poblaciones de linfocitos T aisladas para producir altos
niveles de citocinas del tipo Th1 in vivo (como se mide en el suero) o ex vivo (citocinas que se miden cuando las
células se vuelven a estimular con antigeno in vitro) e induce respuestas de inmunoglobulinas especificas para
antigenos asociadas al isotipo del tipo Th1.

Inmunoestimulantes del tipo Th1 preferidos que pueden formularse para producir adyuvantes adecuados para uso
en la presente invencion incluyen y no se limitan a los siguientes:

Los ligandos del receptor similar a Toll (TLR)4, especialmente un agonista tal como un derivado de lipido A,
particularmente monofosforil lipido A o mas particularmente monofosforil lipido A 3-desacilado (3D-MPL).

3D-MPL se comercializa bajo la marca registrada MPL® por GlaxoSmithKline y promueve principalmente las
respuestas de linfocitos T CD4+ caracterizadas por la produccion de IFN-g (células Th1, es decir, linfocitos T
colaboradores CD4 con un fenotipo del tipo 1). Puede producirse segun los procedimientos descritos en el
documento GB 2 220 211 A. Quimicamente es una mezcla de monofosforil lipido A 3-desacilado con 3, 4, 50 6
cadenas aciladas. Preferentemente, en las composiciones de la presente invencion se usa 3D-MPL de particulas
pequefias. 3D-MPL de particulas pequeias tiene un tamafo de particula de forma que puede filtrarse estéril a través
de un filtro de 0,22 um. Tales preparaciones se describen en la solicitud de patente internacional N.° W094/21292.
Los derivados sintéticos del lipido A son conocidos y se cree que son agonistas de TLR4 que incluyen, pero no se
limitan a:

OoM174 (2-desoxi-6-0-[2-desoxi-2-[(R)-3-dodecanoiloxitetra-decanoilamino]-4-o-fosfono-f3-D-glucopiranosil]-2-
[(R)-3-hidroxitetradecanoilamino]- a-D-glucopiranosildihidrogenofosfato), (documento W095/14026)

oM 294 DP (3S,9R)-3-[(R)-dodecanoiloxitetradecanoilamino]-4-oxo-5-aza-9(R)-[(R)-3-
hidroxitetradecanoilamino]decano-1,10-diol,1,10-bis(dihidrogenofosfato) (documentos W099/64301 y
WO00/0462)

OM 197 MP-Ac DP 10-(6-aminohexanoato) de (3S,9R)-3-[(R)-dodecanoiloxitetradecanoilamino]-4-oxo-5-aza-9-
[(R)-3-hidroxitetradecanoilamino]decano-1,10-diol,1-dihidrogenofosfato (documento WO01/46127)

Otros ligandos de TLR4 que pueden usarse son fosfatos de alquilglucosaminida (AGP) tales como aquellos descritos
en los documentos W0O9850399 o US6303347 (también se describen procedimientos para la preparacion de AGP) o
sales farmacéuticamente aceptables de AGP como se describen en el documento US6764840. Algunos AGP son
agonistas de TLR4, y algunos son antagonistas de TLR4. Se cree que ambos son Utiles como adyuvantes.
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Las saponinas también son inmunoestimulantes de Th1 preferidos segun la invencidon. Las saponinas son
adyuvantes muy conocidos y se ensefian en: Lacaille-Dubois, M y Wagner H. (1996. A review of the biological and
pharmacological activities of saponins. Phytomedicine vol 2, pag. 363-386). Por ejemplo, Quil A (derivado de la
corteza del arbol sudamericano Quillaja Saponaria Molina) y fracciones del mismo, se describen en el documento
US5.057.540 y “Saponins as vaccine adjuvants”, Kensil, C. R., Crit Rev Ther Drug Carrier Syst, 1996, 12 (1-2): 1-55;
y el documento EP0362279B1. Las saponinas hemoliticas QS21 y QS17 (fracciones de Quil A purificadas por
HPLC) se han descrito como potentes adyuvantes sistémicos y el procedimiento de su produccion se describe en la
patente de los EE.UU. N.° 5.057.540 y el documento EP0362279B1. En estas referencias también se describe el uso
de QS7 (una fraccién no hemolitica de Quil A) que actia como un potente adyuvante para vacunas sistémicas. El
uso de QS21 se describe adicionalmente en Kensil y col. (1991. J. Immunology vol 146, 431-437). También se
conocen combinaciones de QS21 y polisorbato o ciclodextrina (documento WO99/10008). Los sistemas de
adyuvantes en particulas que comprenden fracciones de QuilA, tales como QS21 y QS7, se describen en los
documentos W096/33739 y WO96/11711. Un sistema tal se conoce como un ISCOM y puede contener una o mas
saponinas.

El adyuvante de la presente invenciéon puede comprender en particular un ligando del receptor similar a Toll (TLR)4,
especialmente 3D-MPL, en combinacién con una saponina.

Otros adyuvantes desvelados incluyen ligandos TLR 9 (agonistas). Por tanto, otro inmunoestimulante preferido es un
oligonucledtido inmunoestimulante que contiene dinucledtidos CpG sin metilar (“CpG”). CpG es una abreviatura de
motivos dinucledtido citosina-guanosina presentes en el ADN. CpG se conoce en la técnica como un adyuvante
cuando se administra por vias tanto sistémicas como mucosas (documentos W096/02555, EP468520, Davis y col.,
J. Immunol, 1998, 160(2):870-876; McCluskie y Davis, J. Immunol., 1998, 161(9):4463-6). Histéricamente se observo
que la fraccion de ADN de BCG podria ejercer un efecto antitumoral. En otros estudios, los oligonucledtidos
sintéticos derivados de secuencias de genes de BCG mostraron que podian inducir efectos inmunoestimulantes
(tanto in vitro como in vivo). Los autores de estos estudios concluyeron que ciertas secuencias palindrémicas,
incluyendo un motivo CG central, llevaban esta actividad. El papel principal del motivo CG en la inmunoestimulacion
se aclardé mas tarde en una publicacion de Krieg, Nature 374, p. 546 1995. El andlisis detallado ha mostrado que el
motivo CG tiene que estar en un cierto contexto de secuencias y que tales secuencias son comunes en ADN
bacteriano, pero son raras en ADN de vertebrado. La secuencia inmunoestimulante es frecuentemente: purina,
purina, C, G, pirimidina, pirimidina; en la que el motivo CG no esta metilado, pero se sabe que otras secuencias de
CpG sin metilar son inmunoestimulantes y pueden usarse en la presente invencion.

En ciertas combinaciones de los seis nucledtidos se presenta una secuencia palindromica. En el mismo
oligonucledtido pueden estar presentes varios de estos motivos, como repeticiones de un motivo o una combinacion
de diferentes motivos. La presencia de una o mas de estas secuencias inmunoestimulantes que contienen
oligonucledtidos puede activar diversos subconjuntos inmunoldgicos, incluyendo células asesinas naturales (que
producen interferdn y y tienen actividad citolitica) y macréfagos (Wooldrige y col. vol 89 (N.° 8), 1977). Ahora también
se ha mostrado que otras secuencias que contienen CpG sin metilar que no tienen esta secuencia consenso son
inmunomoduladoras.

CpG, cuando se formula en vacunas, se administra generalmente en disolucién libre junto con antigeno libre
(documento W096/02555; McCluskie y Davis, como arriba) o covalentemente conjugado a un antigeno (documento
WQ098/16247) o se formula con un soporte tal como hidroxido de aluminio ((antigeno superficial de la hepatitis) Davis
y col. como arriba; Brazolot-Millan y col., Proc. Natl. Acad. Sci., EE.UU., 1998, 95(26), 15553-8).

Otros agonistas de TLR9 de interés potencial incluyen oligonucledtidos que contienen el motivo CpR
inmunoestimulante y oligonucleétidos que contienen el motivo YpG (Idera).

Tales inmunoestimulantes como se describen anteriormente pueden formularse junto con soportes, tales como por
ejemplo liposomas, emulsiones aceite en agua y o sales metalicas que incluyen sales de aluminio (tales como
hidréxido de aluminio). Por ejemplo, 3D-MPL puede formularse con hidréxido de aluminio (documento EP0689454) o
emulsiones aceite en agua (documento WO95/17210); QS21 puede formularse ventajosamente con liposomas que
contienen colesterol (documento WO96/33739), emulsiones aceite en agua (documento W095/17210) o alumbre
(documento W098/15287); CpG puede formularse con alumbre (Davis y col. como antes; Brazolot-Millan como
antes) o con otros soportes catidnicos.

También se prefieren combinaciones de inmunoestimulantes, en particular una combinaciéon de un monofosforil
lipido A y un derivado de saponina (documentos WO94/00153; WQO95/17210; WO96/33739; WO098/56414;
W099/12565; W099/11241), mas particularmente la combinacion de QS21 y 3D-MPL como se describe en el
documento W094/00153. También desvelada, una combinaciéon de CpG mas una saponina tal como QS21 también
forma un potente adyuvante para uso en las composiciones y procedimientos desvelados. Alternativamente, la
saponina puede formularse en un liposoma o en un ISCOM y combinarse con un oligonucleétido inmunoestimulante.

Por tanto, sistemas de adyuvantes desvelados incluyen, por ejemplo, una combinacién de monofosforil lipido A,
preferentemente 3D-MPL, junto con una sal de aluminio (por ejemplo como se describe en el documento
WO00/23105).

18



10

15

20

25

30

35

40

45

50

ES 2609418 T3

Un sistema mejorado implica la combinacion de un monofosforil lipido A y un derivado de saponina, particularmente
la combinacién de QS21 y 3D-MPL como se describe en el documento W094/00153, o una composicién menos
reactogénica en la que QS21 se inactiva en liposomas que contienen colesterol (DQ) como se describe en el
documento WO096/33739. Esta combinacién puede comprender adicionalmente un oligonucledtido
inmunoestimulante.

Por tanto, un ejemplo de adyuvante comprende QS21 y/o MPL y/o CpG.

Una formulacion de adyuvante particularmente potente que implica QS21, 3D-MPL y tocoferol en una emulsion
aceite en agua se describe en el documento WO95/17210 y es otra formulacion preferida para uso en la invencion.

Otra formulacién desvelada comprende un oligonucleétido CpG solo o junto con una sal de aluminio.

En otro aspecto desvelado en el presente documento se proporciona un procedimiento de preparacién de una
formulacién de vacuna como se describe en el presente documento, en el que el procedimiento comprende mezclar
uno o mas primeros polipéptidos inmundgenos segun la invencién con un adyuvante adecuado.

Adyuvantes desvelados para uso en las formulaciones segun las composiciones y procedimientos desvelados son
los siguientes:

i) 3D-MPL + QS21 en un liposoma (véase, por ejemplo, el adyuvante B mas adelante)
i) Alumbre + 3D-MPL

i) Alumbre + QS21 en un liposoma + 3D-MPL

iv) Alumbre + CpG

v) 3D-MPL + QS21 + emulsién aceite en agua

vi) CpG

vii) 3D-MPL + QS21 (por ejemplo en un liposoma) + CpG

viii) QS21+CpG.

Preferentemente, el adyuvante se presenta en forma de un liposoma, ISCOM o una emulsion aceite en agua. En un
ejemplo de realizacion de la invencion, el adyuvante comprende una emulsion aceite en agua. En otro ejemplo de
realizacion de la invencion, el adyuvante comprende liposomas.

Adecuadamente, el componente adyuvante no contiene ningun virus. Por tanto, adecuadamente, las composiciones
para uso segun la invencién no contienen ningun virus distinto del uno o mas vectores adenovirales que comprenden
uno o mas polinucledtidos heterdlogos que codifican uno o mas segundos polipéptidos inmundgenos derivados de
un patégeno.

Composiciones, dosificacion y administracion

En los procedimientos de la invencion, el (los) polipéptido(s) inmundgeno(s), el (los) vector(es) adenoviral(es) y el
adyuvante se administran simultaneamente.

Normalmente, el adyuvante se formulara conjuntamente con un polipéptido inmundégeno. Adecuadamente, el
adyuvante también se formulara conjuntamente con cualquier otro polipéptido inmundégeno que va a administrarse.

Por tanto, en una realizacién de la invencién se proporciona un procedimiento de fomento de una respuesta
inmunitaria que comprende administrar (i) uno o mas primeros polipéptidos inmunégenos formulados conjuntamente
con un adyuvante; y (ii) uno o mas vectores adenovirales que comprenden uno o mas polinucleétidos heterélogos
que codifican uno o mas segundos polipéptidos inmundgenos; en el que uno o mas primeros polipéptidos
inmunogenos y adyuvante, y uno o mas vectores adenovirales se administran simultaneamente.

Por “formular conjuntamente” se indica que el primer polipéptido inmundégeno y el adyuvante estan contenidos dentro
de la misma composicion, por ejemplo una composicién farmacéutica.

Normalmente, el vector adenoviral esta contenido en una composicion, por ejemplo una composicion farmacéutica.

Alternativamente, el uno o mas primeros polipéptidos inmundégenos, el uno o mas vectores adenovirales y un
adyuvante se formulan conjuntamente.

Por tanto, se proporcionan composiciones segun la invencidn que comprenden uno o mas polipéptidos
inmunogenos, uno o mas vectores adenovirales y un adyuvante.

Las composiciones y procedimientos segun la invencion pueden implicar el uso de mas de un polipéptido
inmunogeno y/o mas de un vector adenoviral. El uso de multiples antigenos es especialmente ventajoso para
fomentar respuestas inmunitarias protectoras frente a ciertos patégenos, tales como VIH, M. tuberculosis y
Plasmodium sp. Las composiciones segun la invencion pueden comprender mas de un adyuvante.
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Las composiciones y procedimientos empleados segun la invencion pueden comprender normalmente un soporte,
por ejemplo un soporte acuoso tamponado. Pueden incluirse componentes protectores tales como azucares.

Las composiciones deberian administrarse en cantidades suficientes para transducir las células diana y para
proporcionar niveles suficientes de transferencia y expresion génica y para permitir que se desarrollen respuestas
inmunitarias especificas de un patdégenos para asi proporcionar un beneficio profilactico o terapéutico sin efectos
adversos indebidos o con efectos fisioldgicos médicamente aceptables, que puede determinarse por aquellos
expertos en las artes médicas. Vias de administracion convencionales y farmacéuticamente aceptables incluyen,
pero no se limitan a, administracién directa a la retina y otros procedimientos de administracion intraocular,
administracion directa al higado, inhalaciéon, via intranasal, intravenosa, intramuscular, intratraqueal, subcutanea,
intradérmica, epidérmica, rectal, oral y otras vias parenterales de administracion. Las vias de administracion pueden
combinarse, si se desean, o ajustarse dependiendo del producto génico o la afeccion. La via de administracion
dependera principalmente de la naturaleza de la afeccion que esta tratandose. De manera mas adecuada, la via es
intramuscular, intradérmica o epidérmica.

Tejidos preferidos para elegir como diana son musculo, piel y membranas mucosas. La piel y las membranas
mucosas son los sitios fisioldégicos en los que se encuentran normalmente la mayoria de los antigenos infecciosos.

Si el primer polipéptido inmunégeno, adyuvante y vector adenoviral no estan formulados conjuntamente, las
diferentes formulaciones (por ejemplo formulaciones de polipéptido/adyuvante y vector adenoviral) pueden
administrarse por la misma via de administracion o por diferentes vias de administracion.

Las dosificaciones de composiciones en los procedimientos dependeran principalmente de factores tales como la
afeccion que esta tratandose, la edad, peso y salud del sujeto y, por tanto, puede variar entre sujetos. Por ejemplo,
una dosificacion humana para adultos o veterinaria terapéuticamente eficaz esta generalmente en el intervalo de
aproximadamente 100 uyl a aproximadamente 100 ml de un soporte que contiene concentraciones de
aproximadamente 1 x 10° a aproximadamente 1 x 10" particulas, aproximadamente de 1 x 10" a1 x 10"
particulas, o aproximadamente de 1 x 10°a 1 x 10" particulas de virus junto con aproximadamente 1-1000 ug, o
aproximadamente 2-100 ug, por ejemplo aproximadamente 4-40 ug de polipéptido inmundgeno. Las dosificaciones
oscilaran dependiendo del tamafio del animal y la via de administracion. Por ejemplo, una dosificacion humana o
veterinaria adecuada (para aproximadamente un animal de 80 kg) para inyeccion intramuscular esta en el intervalo
de aproximadamente 1 x 10°a aproximadamente 5 x 10" particulas de virus y 4-40 ug de proteina por ml, para un
Unico sitio. Un experto en la materia puede ajustar estas dosis dependiendo de la via de administracion y la
aplicacion terapéutica o vacunal para la que se emplea la composicion.

La cantidad de adyuvante dependera de la naturaleza del adyuvante y el polipéptido inmundgeno, de la afeccion que
esta tratandose y la edad, peso y salud del sujeto. Normalmente, para administracion humana puede ser adecuada
una cantidad de adyuvante de 1-100 ug, por ejemplo 10-50 ug por dosis.

Adecuadamente, una respuesta inmunitaria adecuada se logra mediante una Unica administracion simultanea de la
composicion o composiciones de la invencion en procedimientos de la invencion. Sin embargo, si la respuesta
inmunitaria mejora adicionalmente por la administracion de otra dosis del primer polipéptido inmundgeno, adyuvante
y vector adenoviral en una segunda ocasion u ocasion posterior (por ejemplo después de un mes o dos meses),
entonces la invencién engloba un protocolo tal.

Se ha descubierto que normalmente pueden fomentarse buenas respuestas de los linfocitos T CD4+ y/o CD8+
especificos de patdgeno después de una unica administracion simultanea de la composicién o composiciones de la
invencion en procedimientos de la invencidon. Sin embargo, se ha descubierto que las buenas respuestas de
anticuerpos especificos para patdégenos pueden requerir una segunda administracion simultanea o adicional de la
composicidon o composiciones de la invencion.

Los componentes de la invencion pueden combinarse o formularse con cualquier excipiente farmacéutico adecuado
tal como agua, tampones y similares.

Ejemplos

Preparaciones de adyuvantes

1) La preparacion de la emulsion aceite en agua siguié el protocolo como se expone en el documento
WO095/17210.

La emulsion contiene: 42,72 mg/ml de escualeno, 47,44 mg/ml de tocoferol, 19,4 mg/ml de Tween 80. Las gotitas de
aceite resultantes tienen un tamafo de aproximadamente 180 nm.

Se disolvié Tween 80 en solucidn salina tamponada con fosfato (PBS) para dar una disolucion al 2 % en PBS. Para
proporcionar un concentrado 2x de 100 ml, se agitaron con vortex una emulsion de 5 g de DL alfa tocoferol y 5 ml de
escualeno hasta que se mezclaron bien. Se afiadieron 90 ml de disolucién PBS/Tween y se mezclaron bien.
Entonces, la emulsion resultante se paso a través de una jeringa y finalmente se microfluidizé usando una maquina
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de microfluidica M110S. Las gotitas de aceite resultantes tienen un tamafo de aproximadamente 180 nm.
2) Preparacion de la emulsién aceite en agua con QS21 y MPL

Se afiadié una emulsion de cargar estéril PBS para alcanzar una concentracion final de 500 pl de emulsién por ml
(v/v). Luego se anadié 3D-MPL. Luego se afiadio QS21. Entre cada adicion de componente, el producto intermedio
se agité durante 5 minutos. Quince minutos después se comprobd el pH vy, si fue necesario, se ajusté a 6,8 +/- 0,1
con NaOH o HCI. La concentracion final de 3D-MPL y QS21 fue de 100 ug por ml para cada uno.

3) Preparacion de MPL liposomal

Una mezcla de lipido (tal como fosfatidilcolina de yema de huevo o sintética) y colesterol y 3D-MPL en disolvente
organico se seco a vacio (o alternativamente bajo una corriente de gas inerte). Entonces se anadié una disolucion
acuosa (tal como solucién salina tamponada con fosfato) y el recipiente se agité hasta que todo el lipido estuvo en
suspension. Entonces, esta suspension se microfluidizé hasta que el tamafio del liposoma se redujo a
aproximadamente 100 nm y luego se filtré estéril a través de un filtro de 0,2 um. La extrusidon o sonicacion podria
reemplazar esta etapa.

Normalmente, la relacion colesterol: fosfatidilcolina fue 1:4 (p/p) y la disolucidon acuosa se afiadié para dar una
concentracion final de colesterol de 10 mg/ml.

La concentracion final de MPL es 2 mg/ml.

Los liposomas tienen un tamafio de aproximadamente 100 nm y se denominan SUV (de vesiculas unilaminares
pequenas). Los liposomas son estables por si mismos con el tiempo y no tienen capacidad fusogénica.

4) Preparacion del adyuvante B (“ady B”)

Se anadié una cantidad estéril de SUV a PBS. La composicién de PBS era Na;HPO4: 9 mM; KH2PO4: 48 mM; NaCl:
100 mM pH 6,1. Se afiadiéo QS21 en disolucidon acuosa a SUV. La concentracion final de 3D-MPL y QS21 fue de 100
Mg por ml para cada uno. Esta mezcla se denomina adyuvante B. Entre cada adicién de componente, el producto
intermedio se agité durante 5 minutos. El pH se comprobé y se ajustd, si fue necesario, a 6,1 +/- 0,1 con NaOH o
HCI.

Preparacion de |a proteina p24-RT-Nef-P17 (“F4”)

F4 se preparé6 como se describe en el Ejemplo 1 del documento W02006/013106, procedimiento de de codon
optimizado.

Preparacion del transgén Gag-RT-Nef gue contiene adenovirus Pan7 de chimpancé (“Pan7GRN”)

Construccion del plasmido de Gag, RT, Nef.
Plasmido p73i-Tgrn

La secuencia completa del inserto del plasmido Tgrn se facilita en SEQ ID No 1 y la construccion del plasmido se
muestra graficamente en la Fig. 1. Este contiene p17 p24 (de codén optimizado) Gag, p66 RT (de codén optimizado
e inactivado) y Nef truncado.

El plasmido P73i-Tgrn se prepard como se describe en los Ejemplos 1-13 del documento WO03/025003.
Construccion del adenovirus Pan 7 con E1/E3 eliminados

El adenovirus Pan 7 con E1/E3 eliminados se preparé como se describe en el Ejemplo 1 del documento
W02006/120034.

Otros serotipos de vectores pueden construirse de un modo similar. En el documento WO03/0046124 se facilita una
descripcion completa de la construccion de las deleciones E1, E3 y E4 en éste y otros serotipos de adenovirus Pan.
También hay mas informacion disponible en Human Gene Therapy 15:519-530.

Insercion de la secuencia de Gag, RT, Nef en el adenovirus

Usando el plasmido P73i-Tgrn, el casete de expresion de GRN se insertd en el adenovirus Pan 7 con E1/E3
eliminados para producir C7-GRNc como se describe en el Ejemplo 3 del documento W0O2006/120034. C7-GRNc es
el componente del adenovirus Pan7GRN usado en los ejemplos explicados en el presente documento.
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Ejemplo 1

Estudio de inmunogenicidad en ratones inmunizados con componente de adenovirus (Pan7GRN) y componente de
proteina (F4/adyuvante B) por separado o con ambos componentes de adenovirus y proteina formulados

conjuntamente

La cepa de raton usada fue CB6F1 y para cada momento se usaron 3 ratones. Para la inmunizacién con
F4/adyuvante B (P) se inyectd 1/10 de la dosis humana, es decir, 9 ug de proteina F4 en 50 ul de adyuvante B. Para
la inmunizacion con Pan7GRN (A) se usaron 10 x 10° particulas de virus en 50 ul de solucion salina (agua con NaCl
al 0,9 % para disolucion de inyeccion). El adenovirus de chimpancé Pan7GRN lleva los genes que codifican Gag
(G), RT (R) y Nef (N).

El programa de vacunacion fue del siguiente modo:

Grupo Dia 0 Dia 21 Dia 42 Dia 63
1 - - F4/ady B F4/ady B
2 Pan7GRN Pan7GRN
3 F4/ ady B F4/ady B Pan7GRN Pan7GRN
4 Pan7GRN Pan7GRN F4/ady B F4/ady B
5 - - - F4/ady B/Pan7GRN
6 - - F4/ady B/Pan7GRN F4/ady B/Pan7GRN
7 - - ady B ady B
8 N N N N

Por tanto, puede verse que en los grupos 1 y 2 los ratones se inmunizaron con 2 inyecciones de proteina (PP) o
adenovirus (AA), respectivamente. Los ratones de los grupos 3 y 4 recibieron un programa convencional de dosis de
sensibilizacion-refuerzo: proteina luego adenovirus (PPAA) o al revés (AAPP), mientras que en los grupos 5 y 6 los
ratones recibieron una o dos inyecciones de una combinacién (combo) de proteina y adenovirus conjuntamente
segun la invencion. Los ratones del grupo 7 solo recibieron control de adyuvante, mientras que los ratones del grupo
6 no recibieron tratamiento previo.

Se realizaron las siguientes lecturas:
Respuestas de anticuerpos (se realizaron ELISA en los sueros de cada animal individual de cada grupo):

- respuesta de anticuerpos frente a F4 (Figura 4)
- respuesta de anticuerpos frente a componentes de F4 p24, RT, Nef y p17 (Figura 5-8)

Respuestas celulares (Figuras 2-3):

- medidas por citometria de flujo tras la tincién de citocinas superficiales e intracelulares después de
reestimulacion durante la noche de células del bazo con mezclas de péptidos de p24, RT, Nef o p17. Para el
analisis, las células del bazo de 3 ratones se mezclaron para cada momento y por grupo.

Para los grupos 1 y 2, las muestras se tomaron para la medicion 21 dias después de la inmunizacion final
correspondiente. Para los grupos restantes, las mediciones se tomaron 21 dias, 56 dias y 112 dias después de la
inmunizacién final correspondiente.

Resultados:
Los resultados se muestran en las Figuras 2-8.
Las marcas del eje X se corresponden del siguiente modo:

PP - Animales del grupo 1 tras la segunda inmunizacion

AA - Animales del grupo 2 tras la segunda inmunizacion

PPAA - Animales del grupo 3 tras la cuarta inmunizacién

AAPP - Animales del grupo 4 tras la cuarta inmunizacion
Combo - Animales del grupo 5 tras la inmunizacion

Combo x 2 - Animales del grupo 6 tras la segunda inmunizacion
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Los momentos de medicion (21, 56 o 112 dias después de la ultima inmunizacion) se indican entre paréntesis.

Respuestas celulares (Figura 2-3):

En los momentos analizados, los datos muestran que las respuestas de linfocitos T CD4+ se observaron
principalmente frente a p24, RT y Nef.

Como se muestra en las Figuras 2a y 2b (paneles izquierdos), 21 dias después de la ultima inmunizacion, las
mayores respuestas de linfocitos T CD4+ se observan con dos inmunizaciones de adenovirus seguidas por dos
inmunizaciones de proteina/adyuvante (animales del grupo 4). Una inyeccién de la combinacion de
adenovirus/proteina/adyuvante induce mayores niveles de linfocitos T CD4+ que dos inyecciones de
proteina/adyuvante tras la reestimulacion con péptidos de p24, RT o Nef.

Para la reestimulacion por RT y Nef, dos inmunizaciones con la combinacién de adenovirus/proteina/adyuvante
induce una respuesta de linfocitos T CD4+ ligeramente superior que una inmunizacion con la combinacion, mientras
que las respuestas con una o dos inmunizaciones fueron idénticas para p24.

En los momentos analizados, las respuestas de linfocitos T CD8+ se observan principalmente frente a los péptidos
de p24 y RT, y no se detectaron niumeros significativos de linfocitos T CD8+ especificos para Nef o p17. Como se
muestra en las Figuras 2a y 2b (paneles derechos), 21 dias después de la ultima inmunizaciéon las respuestas de
linfocitos T CD8+ fueron similares después de una o dos inmunizaciones con la combinaciéon de
adenovirus/proteina/adyuvante. Las respuestas de CD8 frente a p24 observadas en grupos inmunizados o (i) dos
veces con adenovirus o (ii) dos veces con adenovirus seguido por dos veces con proteina o (iii) una vez o dos veces
con la combinacién de adenovirus/proteina/adyuvante fueron comparables entre si y ligeramente inferiores a las del
grupo inmunizado dos veces con proteina seguida por dos veces con adenovirus. Las respuestas de CD8 frente a
RT observadas en grupos inmunizados una vez o dos veces con la combinaciéon de adenovirus/proteina/adyuvante
fueron comparables y ligeramente inferiores a las de grupos inmunizados o (i) dos veces con adenovirus o (ii) dos
veces con adenovirus seguido por dos veces con proteina o (iii) dos veces con proteina seguida por dos veces con
adenovirus.

Las respuestas de linfocitos T CD4 y CD8 también se analizaron en momentos posteriores (56 y 112 dias después
de la ultima inmunizacién) cuando puede determinarse la persistencia de las respuestas (Figuras 3a y 3b). Las
respuestas de CD4 (Fig. 3a y 3b, paneles izquierdos) se observan principalmente frente a p24, RT y Nef. En estos
momentos, las mayores respuestas de CD4 se observan en los animales inmunizados dos veces con adenovirus
seguido por dos veces con proteina. Las respuestas de CD4 en ratones inmunizados una vez o dos veces con la
combinacion de adenovirus/proteina/adyuvante fueron comparables entre si y generalmente mayores que las
respuestas observadas en grupos inmunizados dos veces con proteina seguida por dos veces con adenovirus.

En los ultimos momentos, la respuesta de CD8 frente a p24 es la mayor en el grupo inmunizado una vez con la
combinacién de adenovirus/proteina/adyuvante (Fig. 3b, panel derecho). Es comparable a la de animales
inmunizados dos veces con proteina seguida por dos veces con adenovirus y ligeramente mayor que la de los
animales inmunizados o (i) dos veces con la combinacion de adenovirus/proteina/adyuvante o (ii) dos veces con
adenovirus seguido por dos veces con proteina. Estas dos Ultimas son comparables entre si. La respuesta de CD8
frente a RT es la mayor y similar en grupos inmunizados (i) dos veces con la combinacion de
adenovirus/proteina/adyuvante o (ii) dos veces con adenovirus seguido por dos veces con proteina. Las respuestas
de CD8 frente a RT de grupos inmunizados (i) dos veces con la combinacién de adenovirus/proteina/adyuvante o (ii)
dos veces con proteina seguida por dos veces con adenovirus fueron ligeramente inferiores, pero comparables entre
si (Figura 3). Como se muestra en la Figura 3a (panel derecho), no se detectaron nimeros significativos de linfocitos
T CD8+ especificos para Nef o p17.

Respuestas de anticuerpos:

Como se muestra en las Figuras 4 a 8, las respuestas de anticuerpos detectados estan principalmente dirigidas
contra p24 (Fig. 5), RT (Fig. 6) y Nef (Fig. 8). La respuesta anti-F4 (Fig. 4) imita generalmente la respuesta
observada frente a cada uno de los componentes p24, RT o Nef y puede caracterizarse del siguiente modo:

- Se detecta una respuesta de anticuerpos baja o nula, en grupos inmunizados (i) dos veces con adenovirus o (ii)
una vez con la combinacion de adenovirus/proteina/adyuvante;

- Las mayores respuestas de anticuerpos se detectaron normalmente en el grupo inmunizado dos veces con la
proteina 21 dias después de la inmunizaciéon. Sin embargo, en este grupo también se observa la mayor
variabilidad entre individuos. Ademas, para la serologia de anti-Nef, parece que el grupo inmunizado dos veces
con adenovirus seguido por dos veces con proteina muestra la mayor respuesta, cuando se compara con los
otros grupos;

- Las respuestas observadas en grupos inmunizados (i)) dos veces con la combinacion de
adenovirus/proteina/adyuvante o (ii) dos veces con proteina seguida por dos veces con adenovirus o (iii) dos
veces con adenovirus seguido por dos veces con proteina son comparables, valor maximo 21 dias después de la
Ultima inmunizacién y luego disminuyen ligeramente con el tiempo.
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Las respuestas de anticuerpos frente a p17 (Fig. 7) fueron de muy bajas a indetectables en todos los grupos.
Conclusioén:

En general, la mayor respuesta inmunitaria mediada por células especificas para antigenos se observa en el grupo
de tratamiento con AAPP después de 4 inmunizaciones. Sin embargo, cuando se comparan grupos después de 2
inmunizaciones (es decir, grupos de AA, PP y 2 x combo), la induccién de ambas respuestas de linfocitos T CD4 y
CD8 especificos para antigenos solo se observa en el grupo inmunizado dos veces con la combinacion de
proteina/adenovirus/adyuvante. Ademas, pueden alcanzarse niveles similares de respuestas de linfocitos T CD4 y
CD8 después de una unica inyeccion de la combinacion de proteina/adenovirus/adyuvante. Ademas, en términos de
persistencia, las respuestas de linfocitos T especificos para antigenos observadas 112 dias después de la 22
inmunizaciéon con la combinacion de proteina/adenovirus/adyuvante son comparables a las observadas 112 dias
después de la 42 inmunizacion en el grupo de tratamiento con AAPP. Finalmente, parece que se necesitan 2
inmunizaciones con la combinacion de proteina/adenovirus/adyuvante para obtener una respuesta de anticuerpos
comparable a la obtenida en el grupo inmunizado dos veces con la proteina con adyuvante, grupo que en general
proporciond las mayores respuestas de anticuerpos.

Ejemplo 2

Estudio de inmunogenicidad en ratones inmunizados con adenovirus Pan7GRN vy proteina F4 /adyuvante B
formulados conjuntamente

La cepa de ratéon usada fue CB6F1 con 9 ratones por grupo. Los ratones se inmunizaron una vez con una
formulacion conjunta de la proteina F4 (se inyectd 1/10 de la dosis humana, es decir, 9 ug) junto con 10 x 10°
particulas de virus (vp) de Pan7GRN, en 50 ul de adyuvante B o una dilucion de este ultimo (1/2, 1/4 o 1/10). Las
respuestas celulares de CD4 y CD8 frente a una mezcla de péptidos Nef, p17, p24 o RT se determinaron 21 dias
después de la inmunizacion (3 mezclas de 3 bazos para cada grupo).

Se realizo6 la siguiente lectura:
Respuestas celulares (Figura 9):

- medidas por citometria de flujo tras la tincién de citocinas superficiales e intracelulares después de
reestimulacion durante la noche de células del bazo con mezclas de péptidos de p24, RT, Nef o p17. Para el
analisis se mezclaron las células del bazo (3 mezclas de 3 bazos por grupo).

Resultados:

Los resultados mostrados en la Figura 9 representan las respuestas celulares observadas después de la
reestimulacion con una mezcla de péptidos de p24 o RT.

Las marcas del eje X se corresponden del siguiente modo:

Ady B - Ratones inmunizados con 9 pg de F4/ 10° vp de Pan7GRN/ adyuvante B sin diluir

1/2 Ady B - Ratones inmunizados con 9 ug de F4/ 10° vp de Pan7GRN/ adyuvante B diluido 1/2
1/4 Ady B - Ratones inmunizados con 9 ug de F4/ 10° vp de Pan7GRN/ adyuvante B diluido 1/4
1/10 Ady B - Ratones inmunizados con 9 pg de F4/ 10° vp de Pan7GRN/ adyuvante B diluido 1/10
Sin tratamiento previo - Ratones sin tratamiento previo (sin inmunizacion)

Los resultados indican que las respuestas de CD4 (Figura 9, panel izquierdo) y CD8 (Figura 9, panel derecho) se
observan principalmente frente a p24 y RT, siendo la respuesta de linfocitos T CD8 especificos para RT inferior a los
especificos para p24. Ademas, los resultados indican que las respuestas de CD4 frente a p24 y RT 21 dias después
de las inmunizaciones en los grupos inmunizados con el adyuvante B sin diluir o una dilucion de 1/2 del mismo son
similares. Estas respuestas de CD4 tienden a disminuir cuando el adyuvante se diluye 1/4. Si el adyuvante B se
diluye 1/10, las respuestas de CD4 observadas son similares a las de los grupos inmunizados con la dilucion de 1/4
del adyuvante B. Las respuestas anti-CD8 frente a p24 son comparables tanto si el adyuvante se diluye 1/2 como si
no. Sin embargo, la respuesta disminuye cuando el adyuvante B se diluye 1/4 e incluso tanto mas si se diluye 1/10.
A diferencia, tales tendencias no se ven para las respuestas de CD8 anti-RT en las que no hay un efecto del
intervalo de dosis real de la dosis de adyuvante usada.

Conclusion:

Se indujeron células CD4+ y células CD8+ frente a los componentes de F4 mediante una Unica administracion de
una composicion que contenia un polipéptido inmundgeno, un vector adenoviral que contenia un polinucleétido
heterélogo que codifica un polipéptido inmunégeno y un adyuvante, ain cuando éste ultimo se diluyé. El impacto de
la dilucion del adyuvante fue distinto dependiendo de las respuestas de CD4 o CD8 especificos para antigenos de
interés. En particular, las mayores respuestas observadas fueron frente a p24 y las respuestas de linfocitos T CD4 y
CD8 anti-p24 muestran un efecto del intervalo de dosis que guarda relaciéon con la dosis de adyuvante usada en la
vacuna de la combinacién. Aunque puede observarse el mismo efecto para la respuesta de linfocitos T CD4 anti-RT,
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el efecto del intervalo de dosis de la dosis de adyuvante usada en el combo es menos clara para la respuesta de
linfocitos T CD8 anti-RT. Finalmente, puede observarse un intervalo de dosis si se consideran las respuestas
globales de linfocitos T CD4 y CD8 especificos para antigenos y se suman las respuestas frente a los 4 antigenos.

Ejemplo 3:

Estudio de inmunogenicidad en conejos blancos Nueva Zelanda inmunizados con Pan7GRN o F4/adyuvante B
secuencialmente o con ambos componentes de adenovirus y proteina formulados conjuntamente

Para la inmunizacién con F4/adyuvante B se inyect6 la dosis humana, es decir, 90 ug de proteina F4, en 500 ul de
adyuvante B. Para la inmunizacion con Pan7GRN se usaron 10 x 10" 0 10 x 10" particulas de virus (vp) en 500 ul
de solucién salina. Para la inmunizacién con tanto los componentes de adenovirus como de proteina formulados
conjuntamente se usaron 90 pg de proteina F4, 10 x 10" particulas de virus (vp) de Pan7GRN en 500 ul de
adyuvante B.

El programa de vacunacion fue del siguiente modo:

Grupo Dia 0 Dia 14 Dia 126
1 F4/ ady B F4/ ady B F4/ady B
2 Pan7GRN 10710 Pan7GRN 10710
3 Pan7GRN 10712 Pan7GRN 10712
4 F4/ady B/ Pan7GRN 1011 F4/ady B/Pan7GRN 101 F4/ady B/Pan7GRN 101

Hubo 3 conejos por grupo, excepto el grupo 1 que solo incluyé 2 conejos.
Se realizaron las siguientes lecturas:
Respuestas de anticuerpos (se realizaron ELISA en los sueros de cada animal individual de cada grupo):

- respuesta de anticuerpos frente a F4
- respuesta de anticuerpos frente a componentes de F4 p24, RT, Nefy p17

Respuestas linfoproliferativas:

La linfoproliferacion se determind por la captacion de timidina tritiada por células mononucleares de la sangre
periférica (aisladas a partir de sangre completa después de un gradiente de densidad) reestimuladas in vitro con
mezclas de péptidos de Nef, p17, p24 y/o RT durante 88 horas en presencia de timidina tritiada durante las 16
Ultimas horas de la incubacion.

Resultados:
Respuesta linfoproliferativa:

Como se muestra en la Figura 10, las mayores respuestas linfoproliferativas se observan en el grupo inmunizado
dos veces con proteina. La respuesta linfoproliferativa de animales inmunizados dos veces con la combinacion de
adenovirus/proteina/adyuvante se observd en todos los conejos del grupo. En realidad alcanzé el valor maximo
después de una inyeccion y podria haberse recordado adicionalmente (a niveles similares a después de la 12
inyeccion) tras una tercera inyeccion de la combinacion de adenovirus/proteina/adyuvante, sugiriendo que las dos
primeras inyecciones no indujeron una respuesta neutralizadora que inhibiera cualquier respuesta a otra inyeccion
similar. En su intensidad, la respuesta proliferativa observada en conejos inmunizados con la combinacion de
adenovirus/proteina/adyuvante fue comparable a la observada en animales inmunizados una vez o dos veces con
10" particulas virales (vp) de adenovirus y parecié mayor que la de animales inmunizados una vez o dos veces con
10" particulas virales (vp) de adenovirus. En general, esto sugiere que el uso de la combinacion de
adenovirus/proteina/adyuvante podria disminuir la dosis de adenovirus a usar. Finalmente, después de una tercera
inyeccion de la combinacion de adenovirus/proteina/adyuvante, la respuesta observada en el grupo 4 fue similar a la
de animales inmunizados 3 veces con la proteina (grupo 1).

Serologia:

Como se muestra en la Figura 11, la cinética de la respuesta de anticuerpos anti-F4 observada en los animales
inmunizados dos veces con la combinacién de adenovirus/proteina/adyuvante es similar a la de animales
inmunizados dos veces con la proteina: ya se ha detectado 7 dias después de la 22 inyeccion y luego disminuye con
el tiempo. Sin embargo, en términos de intensidad, la respuesta anti-F4 de animales inmunizados dos veces con la
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combinacién de adenovirus/proteina/adyuvante permanece mayor en los ultimos momentos (21 y 63 dias después
de la 22 inmunizacién) cuando se compara con la respuesta anti-F4 de animales inmunizados dos veces con la
proteina. No se observa respuesta de anticuerpos anti-F4 en conejos inmunizados una vez con 10" particulas
virales de adenovirus. En conejos inmunizados una vez con 10" particulas virales de adenovirus solo se detecta una
respuesta anti-F4 21 y 63 dias después de la inmunizacion. En ese grupo, la alta variabilidad de la respuesta
observada en el dia 63 después de la inmunizacién (d 77) resulta el hecho de que un unico animal (de los 3)
muestra mayores titulos frente a los diferentes componentes de F4, especialmente p24 y RT como se muestra en las
Figuras 12a y 12b, respectivamente. La respuesta de anticuerpos anti-F4 se compone principalmente de anticuerpos
que eligen como diana p24 y RT y en mucha menor medida Nefy p17.

Conclusion:

Las respuestas linfoproliferativas y de anticuerpos podrian inducirse en conejos después de dos inyecciones de una
composicion que contiene un polipéptido inmunégeno, un vector adenoviral que contiene un polinucleétido
heterélogo que codifica un polipéptido inmunégeno y un adyuvante. Ademas, hay pruebas de que una respuesta
linfoproliferativa puede recordarse después de una tercera inyeccion de tal composicion. Finalmente, la mejor
respuesta de anticuerpos (en intensidad y persistencia) se observa con la combinacion de
adenovirus/proteina/adyuvante.

Ejemplo 4

Inmunogenicidad de F4 (de coddén optimizado)/adyuvante B y C7-GRN cuando se administra como una
combinacion en ratones CB6F1.

Diseno experimental

Ratones CB6F1 se inmunizaron dos veces (dias 0 y 21) con diferentes combinaciones enumeradas mas adelante.
Se uso6 F4co/adyuvante B a 9 pg de F4co/animal en 50 pl de adyuvante B (1/10 de la dosis humana) y el virus C7-
GRN a 10° particulas virales/animal. F4co en el ejemplo 4 es F4 preparado como se describe en el Ejemplo 1 del
documento W02006/013106, procedimiento de de coddn optimizado.

Combinaciones

C7-GRN

C7-GRN/ adyuvante B
C7-GRN/ F4co

C7-GRN/ F4co/ adyuvante B
F4co

F4co/ adyuvante B
adyuvante B

C7 vacio

C7 vacio/ adyuvante B

C7 vacio/ F4co

C7 vacio/ F4co/ adyuvante B

Programa de inmunizaciones y analisis de respuestas inmunitarias

Las inmunizaciones se llevaron a cabo en el dia 0 y dia 21. La tincion de citocinas intracelulares (ICS) se llevé a
cabo a 21 dias, 28 dias (7 dias después de la inmunizacion 2), 42 dias (21 dias después de la inmunizacion 2) y 77
dias (56 dias después de la inmunizacion 2).

Resultados

Respuestas de linfocitos T CD4 especificos para VIH

Los resultados se muestran en las siguientes figuras:

Figura 13. Cuantificacién de linfocitos T CD4 especificos para VIH-1. Para cada protocolo de inmunizacién se
representa el % de linfocitos T CD3 CD4 que secretan IFN-y y/o IL-2 en cuatro momentos. Se estimularon
linfocitos de la sangre periférica (PBL) ex vivo (2 horas antes de la adicion de la brefeldina, luego durante la
noche) con una mezcla de péptidos que incluia la secuencia de F4 y la produccion de citocinas se midio
mediante ICS. Cada valor es la media geométrica de 5 mezclas de 3 ratones.

Figura 14. Distribucion de la frecuencia de linfocitos T CD4 especificos para F4 7 dias después de dos
inmunizaciones. Para cada protocolo se representa la frecuencia de linfocitos T CD4 circulantes especificos para
F4 7 dias después de dos inmunizaciones. Cada punto representa el valor obtenido para una mezcla de 3
ratones.
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Figura 15. Produccién de citocinas de linfocitos T CD4 especificos para F4 7 dias después de dos
inmunizaciones. El % de linfocitos T CD4 especificos para F4 que secretan IL-2 y/o IFN-y se representa para 5
mezclas de 3 ratones. Se presentan los resultados de la inmunizacién con F4co/ adyuvante B (A), F4co/
adyuvante B /C7 vacio (B) y F4co/ adyuvante B /C7-GRN (C).

La frecuencia de linfocitos T CD4 circulantes especificos para F4 alcanza el 2,82 % 21 dias después de dos
inmunizaciones con la combinacion F4co/ adyuvante B y desciende hasta el 0,91 % 56 dias después de la
inmunizacion (Figura 13). Dos dosis del virus C7-GRN en solitario dan como resultado el 0,52 % de linfocitos T CD4
circulantes especificos para F4 21 dias después de la ultima inmunizacién y la presencia del adyuvante adyuvante B
no altera esta respuesta.

La presencia del vector C7 vacio o el virus C7-GRN recombinante, ademas de la mezcla F4co/ adyuvante B, no
aumenta ni interfiere con la frecuencia de respuesta de linfocitos T CD4 especificos para F4 (3,58 % y 2,82 %
respectivamente, 21 dias después de la ultima inmunizacién). Aunque no se han realizado analisis estadisticos, la
distribucion de poblaciones sugiere que la intensidad de las respuestas de linfocitos T CD4 especificos para F4 no
es diferente entre los tres protocolos F4co/ adyuvante B, F4co/ adyuvante B /C7 vacio y F4co/ adyuvante B /C7-
GRN (Figura 14). Como es de esperar, la administracion de F4co sin adyuvante B no induce linfocitos T CD4
especificos para F4 significativas.

El perfil de la produccioén de citocinas muestra que después de la inmunizacién con F4co/ adyuvante B, los linfocitos
T CD4 especificos para F4 secretan tanto IFN-y como IL-2. La adicion de C7 vacio o C7-GRN en el protocolo de
inmunizacién no altera este perfil.

Como resultado, estos datos sugieren que la mayor respuesta de linfocitos T CD4 especificos para F4 se obtiene
después de la inmunizacién con la combinacién de F4co/ adyuvante B y que la presencia del virus C7-GRN no
mejora ni altera esta respuesta.

Respuestas de linfocitos T CD8 especificos para antigenos

Los resultados se muestran en las siguientes figuras

Figura 16. Cuantificacion de linfocitos T CD8 especificos para VIH-1. Para cada protocolo de inmunizacién se
representa el % de linfocitos T CD3 CD8 que secretan IFN-y y/o IL-2 en cuatro momentos. Se estimularon linfocitos
de la sangre periférica (PBL) ex vivo (2 horas antes de la adicion de la brefeldina, luego durante la noche) con una
mezcla de péptidos que incluia F4 y la produccion de citocinas se midid6 mediante ICS. Cada valor es la media
geométrica de 5 mezclas de 3 ratones.

Figura 17. Produccion de citocinas de linfocitos T CD8 especificos para F4 7 dias después de dos inmunizaciones.
El % de linfocitos T CD8 especificos para F4 que secretan IL-2 y/o IFN-y se representa para 5 mezclas de 3 ratones.
Se presentan los resultados de la inmunizacién con C7-GRN (A), C7-GRN/ adyuvante B (B) y C7-GRN+F4co/
adyuvante B (C).

Después de una inyeccion, el vector recombinante C7-GRN induce una alta frecuencia de linfocitos T CD8
circulantes especificos para F4 (9,70 % de los linfocitos T CD8 totales, 21 dias después de la inmunizacion) (Figura
4). Una segunda inyeccion no refuerza la respuesta de linfocitos T CD8 especificos para F4. La combinacion de
F4co/ adyuvante B induce linfocitos T CD8 especificos para F4 de bajas a indetectables y afiadiendo esta
combinacién a C7-GRN no se mejora o altera la respuesta de linfocitos T CD8 especificos para F4.

La respuesta de linfocitos T CD8 especificos para F4 se retrasa cuando el adyuvante B se afiade a C7-GRN, pero
alcanza el mismo nivel que con C7-GRN solo o la combinacion de C7-GRN/F4co/ adyuvante B 21 dias después de
la segunda inmunizacién.

Los linfocitos T CD8 especificos para F4 secretan principalmente IFN-y tanto si el vector de C7-GRN se inyecta solo
como si se inyecta en combinacién con F4co/ adyuvante B (Figura 17).

Curiosamente, la respuesta de linfocitos T CD8 especificos para F4 persiste sin decaer hasta 56 dias después de la
Ultima inmunizacién, sugiriendo que el vector de C7 provoca linfocitos T CD8 altos y persistentes.

Conclusiones

La vacuna de F4co/adyuvante B induce una alta frecuencia de linfocitos T CD4 especificos para VIH polifuncional,
pero no linfocitos T CD8 especificos para VIH en ratones CB6F1. En el mismo modelo animal, el adenovirus
recombinante C7 que expresa Gag, RT y Nef (Ad C7-GRN) induce una alta respuesta de linfocitos T CD8
especificos para antigenos y linfocitos T CD4 especificos para antigenos de bajas a indetectables. Una combinacion
de F4/ adyuvante B y Ad C7-GRN provoca al mismo tiempo tanto linfocitos T CD4 como CD8 especificos para
antigenos. Una combinacién de los tres componentes, F4co, adyuvante B y C7-GRN provoca al mismo tiempo los
mayores niveles de tanto linfocitos T CD4 como CD8 especificos para antigenos. La combinacion de F4/ adyuvante
B y Ad C7-GRN tiene un efecto aditivo en lo referente a la intensidad de ambos brazos de la respuesta inmunitaria
celular. En este modelo queda por determinar el efecto de la respuesta de linfocitos T CD4 especificos para
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antigenos en la funcionalidad de la respuesta de linfocitos T CD8 especificos para antigenos.
Ejemplo de referencia 5

Inmunogenicidad del adenovirus C7 de chimpancé que expresa la construccion CS2 de la proteina CSP a
partir de Plasmodium falciparum (C7-CS2) cuando se administra solo

Diseno experimental:

Ratones CB6F1 se inmunizaron una vez intramuscularmente con un intervalo de dosis (10'°, 10° y 10° particulas
virales) del adenovirus C7 de chimpancé que expresa el antigeno de la malaria CSP, y las respuestas de linfocitos T
CD4 y CD8 especificos para CSP (extremo C y extremo N) se determinaron 21, 28 y 35 dias después de la
inyeccion por ICS (tincion de citocinas intracelulares).

Respuestas de linfocitos T CD4 especificos para CSP

Los resultados se muestran en las siguientes figuras:

Figura 18. Cuantificacién de linfocitos T CD4 especificos para CSP. Para cada protocolo de inmunizacion se
representa el % de linfocitos T CD4 que secretan IFN-y y/o IL-2 en tres momentos. Se estimularon ex vivo
linfocitos de la sangre periférica (PBL) (2 horas antes de la adicion de la brefeldina, luego durante la noche) con
una mezcla de péptidos que incluia las secuencias del extremo N de CSP o del extremo C de CSP y la
produccién de citocinas se midi6 mediante ICS. Se sumaron las respuestas a las mezclas de péptidos del
extremo C y extremo N y cada valor es el promedio de 5 mezclas de 4 ratones.

Figura 19. Cuantificacién de linfocitos T CD8 especificos para CSP. Para cada protocolo de inmunizacion se
representa el % de linfocitos T CD8 que secretan IFN-y y/o IL-2 en tres momentos. Se estimularon ex vivo
linfocitos de la sangre periférica (PBL) (2 horas antes de la adicion de la brefeldina, luego durante la noche) con
una mezcla de péptidos que incluia las secuencias del extremo N de CSP o del extremo C de CSP y la
producciéon de citocinas se midi6 mediante ICS. Se sumaron las respuestas a las mezclas de péptidos del
extremo C y extremo N y cada valor es el promedio de 5 mezclas de 4 ratones.

Estos resultados indican que tanto las dosis de 10" como de 10° de C7-CS2 provocan niveles similares de
respuestas de linfocitos T CD4 especificos para CSP (valor maximo del 0,5 %) y niveles similares de respuestas de
linfocitos T CD8 especificos para CSP (valor maximo del 8 %). La dosis de 10" de C7-CS2 se eligié en
experimentos posteriores en los que se probd la inmunogenicidad de C7-CS2 en combinaciéon con RTS,S (véase
mas adelante).

Ejemplo de referencia 6
Inmunogenicidad de C7-CS2 y RTS,S cuando se administran como una combinacién en ratones CB6F1

Diseno experimental:

Ratones CB6F1 se inmunizaron tres veces intramuscularmente (dia 0, 14 y 28) con o una combinacion del candidato
a la vacuna de la malaria RTS,S (5 yg) en 50 pl de adyuvante B (denominado P-P-P en las figuras de mas adelante)
o0 una combinacion de RTS,S (5 pug) y C7-CS2 (10'° particulas virales) en 50 pl de adyuvante B (denominado C-C-C
en las figuras de mas adelante). Las respuestas de linfocitos T CD4 y CD8 especificos para CSP (extremo C y
extremo N) se determinaron en los siguientes momentos:

- 7 dias después de 2 inmunizaciones
- 7,21, 35y 49 dias después de 3 inmunizaciones

Las respuestas de linfocitos T especificos para CSP se determinaron mediante ICS (tincién de citocinas
intracelulares).

Las respuestas de anticuerpos especificos para CSP en los sueros de animales inmunizados también se
determinaron mediante ELISA 14 y 42 dias después de la 32 inmunizacion.

Respuestas de linfocitos T CD4 especificos para CSP

Los resultados se muestran en las siguientes figuras:

Figura 20. Cuantificacién de linfocitos T CD4 especificos para (el extremo N de) CSP. Para cada protocolo de
inmunizacién se representa el % de los linfocitos T CD4 que secretan IFN-y y/o IL-2 en cinco momentos. Se
estimularon ex vivo linfocitos de la sangre periférica (PBL) (2 horas antes de la adicion de la brefeldina, luego
durante la noche) con una mezcla de péptidos que incluia la secuencia del extremo N de CSP y la produccion de
citocinas (IFNg y/o IL-2) se midié6 mediante ICS. Cada valor es el promedio de 4 mezclas de 7 ratones.
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Figura 21. Cuantificacién de linfocitos T CD4 especificos para (el extremo C de) CSP. Para cada protocolo de
inmunizacién se representa el % de los linfocitos T CD4 que secretan IFN-y y/o IL-2 en cinco momentos. Se
estimularon ex vivo linfocitos de la sangre periférica (PBL) (2 horas antes de la adicion de la brefeldina, luego
durante la noche) con una mezcla de péptidos que incluia la secuencia del extremo C de CSP y la produccion de
citocinas (IFNg y/o IL-2) se midié mediante ICS. Cada valor es el promedio de 4 mezclas de 7 ratones.

Estos resultados indican que los ratones inmunizados con 3 inyecciones de la combinacion [RTS,S + C7-CS2 10" +
adyuvante B] muestran mayores respuestas de linfocitos T CD4 especificos para antigenos (tanto frente a la parte
del extremo C como del extremo N de CSP) que los ratones inmunizados con 3 inyecciones de RTS,S + adyuvante
B.

Respuestas de linfocitos T CD8 especificos para CSP

Los resultados se muestran en las siguientes figuras:

Figura 22. Cuantificacién de linfocitos T CD8 especificos para (el extremo N de) CSP. Para cada protocolo de
inmunizacion se representa el % de linfocitos T CD8 que secretan IFN-y y/o IL-2 en cinco momentos. Se
estimularon ex vivo linfocitos de la sangre periférica (PBL) (2 horas antes de la adicion de la brefeldina, luego
durante la noche) con una mezcla de péptidos que incluia la secuencia del extremo N de CSP vy la produccion de
citocinas (IFNg y/o IL-2) se midié mediante ICS. Cada valor es el promedio de 4 mezclas de 7 ratones.

Figura 23. Cuantificacién de linfocitos T CD8 especificos para (el extremo C de) CSP. Para cada protocolo de
inmunizacion se representa el % de linfocitos T CD8 que secretan IFN-y y/o IL-2 en cinco momentos. Se
estimularon ex vivo linfocitos de la sangre periférica (PBL) (2 horas antes de la adicion de la brefeldina, luego
durante la noche) con una mezcla de péptidos que incluia la secuencia del extremo C de CSP y la produccion de
citocinas (IFNg y/o IL-2) se midié6 mediante ICS. Cada valor es el promedio de 4 mezclas de 7 ratones.

Estos resultados indican que los ratones inmunizados con 3 inyecciones de la combinacion [RTS,S + C7-CS2 10" +
adyuvante B] muestran mayores respuestas de linfocitos T CD8 especificos para antigenos (tanto frente a la parte
del extremo C como del extremo N de CSP) que los ratones inmunizados con 3 inyecciones de RTS,S + adyuvante
B.

Respuestas de anticuerpos especificos para CSP

Los resultados se muestran en la siguiente figura:

Figura 24. Cuantificacién de titulos de anticuerpos especificos para CSP. Los sueros de los ratones se
recogieron 14 y 42 dias después de la 32 inmunizacion. Los titulos de anticuerpos anti-CSP se midieron en cada
uno de estos sueros individuales mediante ELISA. Los datos mostrados es la media geométrica de titulos de
anticuerpos = intervalo de confianza del 95 %.

Estos resultados indican que los ratones inmunizados con 3 inyecciones de la combinacion [RTS,S + C7-CS2 10" +
adyuvante B] muestran titulos de anticuerpos especificos para CSP similares a los de los ratones inmunizados con 3
inyecciones de RTS,S + adyuvante B.

Conclusiones

La vacuna de RTS,S/adyuvante B induce una alta frecuencia de linfocitos T CD4 especificos para el extremo C de
CSP, pero no de linfocitos T CD4 especificos para el extremo N de CSP. Ademas, la vacuna de RTS,S/adyuvante B
induce linfocitos T CD8 especificos para el extremo C y N de CSP de bajas a indetectables. En el mismo modelo
animal, el adenovirus recombinante C7 que expresa CSP induce altas respuestas de linfocitos T CD8 especificos
para (el extremo C y el extremo N de) CSP e inferiores respuestas de linfocitos T CD4 especificos para (el extremo
C y el extremo N de) CSP. Una combinacion de RTS,S/ adyuvante B y Ad C7-CS2 provoca al mismo tiempo altos
niveles de tanto linfocitos T CD4 como CD8 especificos para (el extremo C y el extremo N de) CSP. La combinacion
de RTS,S/ adyuvante B y Ad C7-CS2 tiene un efecto aditivo en lo referente a la intensidad de ambos brazos de la
respuesta de linfocitos T. Finalmente, la combinacion de RTS,S/ adyuvante B y Ad C7-CS2 provoca altos niveles de
respuestas de anticuerpos especificos para CSP que son comparables a las inducidas por RTS,S/adyuvante B.
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SECUENCIAS

SEQ ID No 1:

51
101
151
201
251
301
351
401
451
501
551
601
651
701
751
801
851
901
951

1001
L0511
1101
1151
1201
1251
1301
1351
1401
1451
1501
1551
1601
1651
1701
1751
1801
1851
1501
1951
2001
2051
2101
2151
2201
22851
2301
2351
2401
2451
2501
2551
2601
2651
2701
2751
2801
2851

2901
2951
3001
3051
3101
3151
3201

atgggtgcce
gaaaattagg
tecgtgtgggc
ctggaaacat
cctccagace
cectctactyg
ttggacaaaa
gacagctget
ttgtccaaaa
acgctcaatg
ggttatccce
tcaatacaat
ttgaaggaga
cgtcecacgct
ctgacattgc
accaacaatc
cectgagectyg
acattagaca
tataagaccc
gacggagaca
tgaaggcact
cadggagrag
cagtcceatc
ccaaggtcaa
gagatctgca
ggagaaccca
ccaagtggcg
gatttctggy
gaagaagagc
ctctggacga
aacaacgaga
ctggaagggc
agcegttteg
gacctgtacg
tgaggagctg
agaagcatca
cecgacaagt
gaccgtgaac
agatctatce
accaaggcce
gctggctgag
atgqacccctc
cagtggacat
caagtacgece
ccgaggeccgt
acacccaagt
gaccgaatat
cacctectct
ggcgeggaga
¢gggaaggcc
tgaccgacac
ctccaggact
gctgggceatt
accagattat
gtceeggeee
gagtgcgagg
aggtacctctt
tttttaaaag
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gagctteggt
ctgcgecogy
ctcgagggag
ctgagggatg
gggagtgaag
cgtacaccag
ttgaggagga
gacactgggc
cattcagggc
cctgggtgaa
atgttctceg
gcttaatacc
ctatcaacga
ggccgaatcq
cggcaccacce
ctecgatcce
aacaagatcg
gggacccaaa
tgcgagcaga
ctcectggtac
aggcceogget
gcggacecegyg
gagaccgtgc
gcagtggeca
cecgagatgga
tacaacacce
caagceggty
aggteccaget
gtgaccgtge
ggactttaga
ccectggeat
tetcecgeca
gaagcagaac
tgggectctga
aggcagcatce
gaaggagccg
ggacegtgea
gacatccaga
cgggatcaag
tgaccgaggt
aaccgggaga
caaggacctg
accagattta
cgcatgaggg
ccagaagatce
tcaagetgec
tggcaggcca
ggtgaagctg
cattctacgt
gagtacgtca
caccaaccag
ccggeeotgga
attcaggece
cgagcagctg
ataagggcat
attagaaagg
aagaccaatg
aaaagggggg

acaagatatc
attggcagaa
ggatggtgct
caataaagga
tggatgacec
gcatttcatc
ctga

cttgatctgt
ctacacacca
acaagctagt
gagaacacca
ggagagagaa
acgtggceccg
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actgtctggt
gaggcaaaaa
cttgaacggt
tcgccagate
agctgaggtc
aggatcgaga
gcaaaacaag
atagcaacca
cagatggtte
ggttgtcgaa
ctttgagtga
gtgggcggec
ggaggcagcce
cgcceggaca
tctacactgc
agttggagaa
tgcgcatgta
gagcctotta
gcaggectet
agaacgctaa
geccacoctgy
acacaaagcc
cggtgaagct
ctcaccgagg
gaaagagggc
cegtgtttye
garttceggg
gggcatcecce
tggacgtggg
aagtacaccyg
cagatatcag
ttttccagag
ccegatatcyg
cctggaaate
tgctgagatg
ccattcctga
gcctategte
agctggtggy
gtgcgccagce
gattecocecte
tecctgaagga
atcgecegaaa
ccaggagecet
gcgcccacac
acgaccgagt
tatccagaag
ccetggattee
tggtaccagc
ggacggegceyg
ccaaccgggy
aagacggagc
ggtgaacatce
agccggacca
atcaagaaag
tggcggcaac
tgctgatagt
acttacaagg
actggaaggyg

ggatctacca
gggccagggg
accagttgag
gcttgttaca
gtgttagagt
agagctgcat

30

ggagagcotgg
gaaatacaag
ttgccgtgaa
ctggggcaat
cttgtataac
ttaaggatac
agcaagaaga
ggtatcacag
atcaggccat
gagaaggcct
gggggccact
atcaggcegce
gagtgggaca
gatgcgggag
aagagcaaat
atctataaac
ctctecgaca
gggattacgt
caggaggtca
cocecgactge
aagagatgat
agagtgttga
gaaacccyggy
agaagatcaa
aagatcagca
catcaagaag
agectgaataa
catccggeeg
cgacgcttac
cctttaccat
tacaacgtcc
ctocatgace
tcatctacca
gggcagcakc
gggcctgacce
agatgggcta
cteccocgaga
caagctcaac
tctgcaagcet
acggaggaag
geccegtgeac
tccagaagca
ttcaagaacc
caacgatgtc
ccatcgtgat
gagacetggy
cgagtgggag
rcgagaagga
gccaaccgceyg
cegecagaayg
tgcaggccat
gtgacggaca
gtccgagagce
agaaggrcta
gagcaggtcg
gggttttcca
cagctgtaga
ctaattcact

cacacaaggc
tcagatatee
ccagataagg
ccctgtgagce
ggaggtttga
ccggagtact

acagatggga
ctcaagcata
cccaggccectg
tgcagcecate
acagtggcta
caaggagqcce
aggcccagcea
aactatccta
cagcececegg
tttctectga
cctcaggace
catgcaaatg
gagtgcatcc
cectegegget
cggatggatg
ggtggatcat
tecatcettg
cgaccggttt
aaaactggat
aaaacaatcet
gaccgcetgt
tgggccecat
atggacggec
ggcecctggtyg
agatcgggce
aaggacagca
gcggacccag
geetgaagaa
ttcagecgtce
cocatetate
tceccccagygy
aagatcctgyg
gtacatggac
gcacgaagat
actcceggaca
cgagctccat
aggacagctg
tgagctagec
gctgcgegge
cocgagctega
gacgtgtact
gggccaggygy
tcaagacegyg
aagcagctga
ctgggggaag
agacgtggty
ttegtgaata
gcccatcgtg
aaacaaagct
gtegtcaccee
ctatcregct
geccagtacge
gaactagtga
cctegectgg
acaaggetgat
gtcacaccte
tettagecac
cccaaagaag

tacttecetg
actgaccttt
tagaagaggc
cktgcatggga
cagccgecta
tcaagaactyg



SEQ ID No 2:

SEQ ID No 3:

51
101
151
201
251
aoi
351
401
4151
501
£51
601
651
701
751
801
851
301
951

1001
1051

51
101
151
201
251
301
351
401
451
S01
551
601
651
701
751
801
as1
901
951

1001
1051
1101
1151
1201
1251

MGARASVLSG
LETSEGCRQI
LDKIEEEQNK
TLNAWVKVVE
LKETINEEAA
TNNPPIPVGE
YKTLRAEQAS
QGVGGPGHKA
EICTEMEKEG
DFWEVQLGIP
NNETPGIRYQ
DLYVGSDLEI
POKWTVQFIV
TKALTEVIPL
OWTYQIYQEP
TPKFKLPIQK
GAETFYVDGA
LODSGLEVNI
VEAHKGIGGN
FLKEKGGLEG
GWCYKLVPVE
AFHHVARELH

atggccgcca
gaagatcaga
tggtgtggge
ctggagacca
cgtgaaaacc
ccctgtactg
ctggacaaga
ggcocgctgeo
tcateccagaa
accctgaatg
agtgatccet
tgaacgtgat
ctgaaggaca
cgtgcaggee
gcgacgatcge
accggcaacec
cctgggcctg
atatcaagca
ttcaaggcec
gaccgagace
tgaaggccect
cagggagtgg
gagccaggec
gccagaagcg
agaaactgca
agggcaccag

ES 2609418 T3

GELDRWEKIR
LGQLQPSLQT
SKKKAQQAAR
EXKAFSPEVIP
EWDRVHPVHA
IYKRWIILGL
QEVENWMTET
RVLMGPISPI
KISKIGPENP
HPAGLEKKKKS
YNVLPQGWKG
GOHRTKIEEL
LPEKDSWTVN
TEZEAELELAE
FKNLKTGKYA
ETHWETWWTEY
ANRETKLGKA
VTDSQYALGI
EQVDKLVSAG
LIHSQRRQDI
PDKVEERKRKG
PEYFKNC

gagccagcat
ctgaggcoctg
cagcagagag
ccgagggctyg
ggcaccgagg
cgtgcaccag
tcgaggagat
gacaccggcy
tgcccaggge
cctgggtgaa
atgttcageg
gctgaacatt
ccatcaatga
ggacccatce
cggraceace
ctcecatcece
aacaagattg
gggcccecaag
tgagagccga
ctgctggtge
gggcagcggce
gcggacccag
cagcagacca
gatcaagtgce
gagceocecag
atgaaggact

LRPGGKKKYK
GSEELRSLYN
DTGHSNQVSQ
MFSALSEGAT
GPIAPGQMRE
NKIVRMYSPT
LLVQNANPDC
ETVPVKLKPG
YNTPVFAIKK
VTVLDVGDAY
SPAIFQSSMT
RQHLLRWGLT
DIQKLVGKLN
NREILKEPVH
RMRGAHTNDV
WOATWIPEWE
GYVTNRGRQK
IQAQPDQSES
IRKVLMVGFP
LDLWIYHTQG
ENTSLLHPVS

cctgagcggyg
gcggcaagaa
ctggatcgcet
ccagcagatc
agatcaagag
cggatcgacg
ccagaacaag
acagcagcaa
cagatgatcc
agtgatcgag
ccectgagega
gtgggcggac
ggaggeegee
ceceetggeea
tccaccectce
tgtgggcaac
tgecggatgta
gagcccttca
gcaggccace
agaacgccaa
gccacactgg
ccacaaggec
acatcatgat
ttcaactgcg
gaagaagggc
gcaccgagag
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LKHIVWASRE
TVATLYCVHQ
NYPIVQNIQG
PQDLNTMLNT
PRGSDIAGTT
STLDTRQGPK
KTILXALGPA
MDGPKVKQWP
KDSTKWRKLY
FSVPLDEDFR
KILEPFRKGN
TPDKKHQKEP
WASQIYPGIK
GVYYDPSKDL
KQLTEAVQKI
FVNTPPLVKL
VVTLTDTTNQ
ELVNQIIEQL
VTPQVPLRPM
YFPDWONYTP
LHGMDDPERE

ggcaagctgg
gaagtaccgg
tcgeeoctgaa
atgaaccagc
cetgrtcaac
tgaaggatac
agcaagcaga
agtgagccag
accagaacct
gaaaaggcct
gggegcecace
accaggoege
gagtgggaca
gatcagagag
aagaacagct
atctacaage
cagccccgtg
gagactacgt
caggacgtga
cececgactgce
aggagatgat
agagtgctgg
gcageggggce
gcaaggagyg
tgctggaagt
gcaggccaat

LERFAVNPGL
RIEIKDTKEA
QMVHQAISPR
VGGHQAAMQM
STLOEQIGWM
EPFRDYVDRF
ATLEEMMTAC
LTEEKIKALV
DFRELNKRTQ
K¥YTAFTIPSI
PDIVIYQYMD
PFLKMGYELH
VRQLCKLLRG
IAEIQKQGQG
TTESIVIWGK
WYQLEKEPIV
KTELQAIYLA
IKKEKVYLAW
TYKAAVDLSH
GPGVRYPLTF
VLEWRFDSRL

acgccetggga
ctgaagcacce
tectagectyg
tgcagcccge
accgtggcca
caaggaggce
aaaccecagea
aactacecca
gagccccaga
tcagceccyga
ceccaggacc
catgcagatg
gactgcacce
cccagaggca
gcagtggatg
ggetggatcat
tccatectgg
ggaccggttc
agggctggat
aagagcatcc
gaccgcctygc
ccgaggcecat
aacttcagag
ccacctggcc
gtggcaagga
ttcctgggeca



1301
1351
1401
1451
1501
1551
1601
1651
1701
1751
1801
1851
1901
1951
2001
2051
2101
2151
2201
2251
2301
2351
2401
2451
2501
2551
2601
2651
2701
2?2751
2801
2 851
2901
2 951
3001
3051
3101
3151
3201
3251
3301
3351
3401
3451
3501
3551
31601
31651
3701
3751
3801
3851
3901
3951
4001
4051
4101
4151
4201
4251
4301

4351
4401
2451
4501
4551
4601
4651

agartttggce
cccgagcecca
cgccagectg
tggtgtcect
cceatcagece
tggecccaaa
tgaccgaaat
ggececccgaga
cagcaccaag
cccaggactt
aagaagaaga
cgtgcccoctg
gcaccaacaa
cagggctgga
cctggagece
tggccgecet
aagatcgaag
cgataagaag
tgcaccccga
agctggaceg
cagccaaatc
gaggcgccaa
ctggagctgg
gtactacgac
aggaccagtg
accgggaagt
gctggceccgaa
gcaagaceec
tggtggatgg
gaacaccecec
tcectgggege
aagctgggca
gtctctgacc
tggccctgea
tacgeoetgy
ggtgaaccag
getgggtgec
ctggtgicca
ggcccaggag
gcgacttcaa
gataagtgte
ccectggceate
tggrggcegt
gocgagaccyg
atggcccogig
ccgeccgtgaa
atcocectaca
gctgaagaag
cagccgtgca
attggegget
tatccagacgc
gagtgtacta
ctgctgtgga
caaagtggtg
agatggccgg
atgggcggca
ggagagaatg
ctcaggatct
cccagetgtg
tgtgagaccc
acctgagcca

agccggaage
ctacttecee
ccetgaccett
gtggagaagg
ccagcacggc
agagcagqgcet
tacaaggact
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tagcagcaag
ccgeccctee
cccaageagg
gaagtccctg
ccatcegagac
gtgaaacagt
ctgtaccgag
acccctacaa
tggcggaaac
ctgggaagtyg
agtececgtgac
gacgagaact
cgagaccecce
agggcagcce
ttcecggagea
gtatgtggagc
agctgagggce
caccagaagg
taagtggacc
tgaacgacat
tacgccggca
agccctgaca
ccgagaacag
cccageaagg
gacctaccaa
acgccaggaa
gtggtgcaga
caagttcaag
actactggca
cctetggtga
cgagaccettce
aggccggcta
gagacaacca
ggacagcgge
gcatcattca
atcatcgaga
cgcccacaag
gecggcatceg
gaccacgaga
cergcctcee
agctgaaggg
tggcagctgg
gcacgtggcc
gccaggagac
aaagtggtgc
ggccgectgt
accctcagag
atcatcggcc
gatggcrgtyg
acagcgccgg
aaggaactgc
ccgggacagce
agggcgaagg
cccecggagda
cgatgactgco
agtggtccaa
agaagagcece
ggataagcac
tgtggctgga
caggtgcccc
cttcctgaag

ggcaggagat
gactggcaga
cggetggtgce
ccacagaggyg
atggacgaty
ggcccotgaay
gerga

ggcagacccyg
cgcogagetyg
agcagaagga
ttcggcaacy
cygtgccegtg
ggeecectgac
atggagaagg
cacccecate
tggtggactt
cagctggygea
agtgctggat
tcaggaagta
ggagtgagat
cgccatctte
agaaccecga
agcgatctag
ccacctgetg
agccceocttt
gtgcagccca
ccagaaactg
ttaaagtgaa
gacatcgtga
ggagatcctg
acckbggtgge
atctaccagyg
gagaagcgce
aagtggctat
ctgcccatece
ggccacctgg
agctgtggta
tacgtggacg
cgtgaccgac
accagaaaac
agcgaagtrga
ggcecagece
agctgatcogg
ggcatcggeg
gaaagtgcetg
gataccacag
atcgtggeca
cgaggccatg
cctgecaccca
agcggctaca
cgecctacttce
acaccgccaa
tggtgggcca
ccagggegtg
aggtgaqgga
ttcatccaca
agagcggate
agaagcagat
agggaccccea
cgccgtggtg
aggccaagat
gtggceggea
gggcageatt
ctgecogecge
ggcgccatea
ggcccaggaa
tgagacccat
gagaagggcg

cetggatetyg
attacaccce
ttcaagctgg
cgagaacaac
aggageggya
cacagagecc
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gcaatttcce
ttcggeatgg
cagagagcag
atccectgag
accctgaage
cgaggagaag
agggcaagat
ttcgeccatca
ccgggagety
tceceecacec
gtgggcgacg
cacecgecttce
accagtacaa
cagagcagca
gatcatcate
agatcggcca
agctggggct
cctgtggatg
tcatgctgece
gtgggcaage
gcagctgtge
cactgacaga
aaggaccccg
cgagattcag
agcetttcaa
cacaccaacg
ggagagcatc
agaaggagac
attecctgagt
tcagetggag
gagccgcocaa
agaggcagac
cgagctgceac
acatcgtgac
gatagaagcg
caaggacaaa
gcaacgagca
tttctggacg
caactggegg
aggagatcgt
tacggccagy
cctggaggge
ccgaggccga
ctgctgaage
cggcagcaac
atatccagca
gtggccagca
ccaggccgag
acttcaageg
atcgacatca
caccaagatt
tctggaaggg
atccaggaca
tctgegggac
ggcaggatga
gtgggctgge
tcctggagtyg
Cccagcagcaa
gaggaggaag
gacctacaag
gcectggacgg

tgggtgtace
tggecctgga
tgcctatgga
agcetgetge
agtgctgatc
aggaactgca

ccagagcaga
gcgagggcat
gtgceecceec
ccagggatcc
ceggecatgga
attaaggoee
cagcaagatc
agaagaagga
aacaagagga
tgccggectg
cctacttcag
accatgccca
cgtgctgecet
tgaccaagat
tacecagtaca
gcacaggacc
tcaccaccce
ggctacgage
cgataaggag
tgaattgggce
aggctgetga
ggaggccgag
tgcacggegt
aagcagggcc
gaacctgaaa
atgtgaggca
gtgatctggg
ctgggaaacc
gggagttcgt
aaggacccoca
tagagagacc
agaaagtggt
geccatcoctge
cgactcecag
agagcgagcet
atctacctga
ggtggacaag
gcatcgacaa
acaatggcca
ggccagcotge
tggactgcag
aaagtgattc
agtgattcce
tggccggeag
ttcacctctg
ggagttcggce
tgaacaagga
cacctgaaaa
gaagggcggc,
tcgeccaccga
cagaacttca
ccctgeraag
acagcgacat
tacggcaaac
ggacagatct
ccgagatcecy
ggegecgtgt
catcaacaac
tgggcttcce
ggcgecttcg
cetgatctac

acacccaggg
gtgcggtate
gcccgacgaa
accctatctg
tggaagttcg
cccagagtte



SEQ ID No 4:

SEQ ID No 5:

51
101
151
201
251
301
351
401
451
501
551
601
651
701
751
801
851
301
951

1001
1051
1101
1151
1201
1251
1301
1351
1401
1451
1501
1551

51
101
151
201
251
301
351
a0l
451
501
551
601
651
701
751

MAARASILSG
LETTEGCQQI
LDKIEEIQNK
TLNAWVKVIE
LXDTINEEAA
TGNPPIPVGN
FKALRAEQAT
QGVGGPGHKA
RNCRAPRKKG
PEPTAPPAEL
PISPIETVPV
GPENPYNTP1
KKKKSVTVLD
QGWKGSPALF
KIEELRAHLL
SWTVNDIQKL
LELAENREIL
TGKYARKRSA
WAMDYAQATW
KLGKAGYVTD
YALGIIQAQP
LVSSGIRKVL
DKCQLKGEAM
AETGQETAYF
IPYNPQSQGV
IGGYSAGERI
LLWKGEGAVV
MGGKWSKCSI
PSCVWLEAQE
SRKRQEILDL
VEKATEGENN
YKDC

atgaggctga
catcatgatc
gggtrgaccge
ctgttetgeg
gtgggecace
ccctgQacaa
gaccagatgc
ctgcgtgcag
gagtgaacgce
tgcagcttca
cagccotgtte
acagcgagta
tgccctaagq
cggettcgee
cctgcaagaa
gtgtccacee
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GKLDAWEKIR
MNQLQPAVKT
SKQKTQOAAA
EKAFSPEVIP
EWDRLHEVQA
IYKRWIILGL
QDVKGWMTET
RVLAEAMSQA
CWKCGKEGHQ
FCMGEGIASL
TLKPGMDGPK
FAIKKKDSTK
VGDAYFSVPL
QSSMTKILEP
SWIFTTPDKK
VGKLNWASQT
KDPVHGVYYD
HTNDVROLAE
IPEWEFVNTP
RGROKVVSLT
DRSESELVNQ
FLDGTDKAQE
HGOVDCSPGI
LLKLAGRWPY
VASMNKELKK
IDIIATDIQT
IQDKSCIKVV
VGWPEIRERM
EEEVGFPVRP
WYYHTOGYFP
SLLHPICQHG

tggagatcca
ctgggcatga
gtactacggc
ccagggacgce
cacgectgey
cgtgaccgag
acgaggacat
ctgacccccece
caccttcaac
acatgaccac
taccqqcetgg
ceggotggtg
tgacertega
atcctgaagt
tgtgagcacc
agctgectgct

LRPGGKKKYR
GTEEIKSLFN
DTGDSSKVSQ
MFSALSEGAT
GPIPPGQIRE
NKIVRMYSPV
LLVQNANPDC
QOTNIMMQRG
MEDCTERQAN
PKQEQKDREQ
VEKQWPLTEEK
WRKLVDFREL
DENFRKYTAF
FRSKNPEIIX
HOKEPPFLWM
YAGIKVEQLC
ESKDLVAEIQ
VVQKVAMESI
PLVKLWYQLE
ETTNQKTELH
ITEKLIGKDK
DHERYHSNWR
WOLACTHLEG
KVVHTANGSN
IIGQVRDQARE
KELQKQITKI
PRRKAKILRD
RRAPAAAPGV
QVPLRPMTYK
DWONYTPGPG
MDDEEREVLI

gcggaactge
ttatcatctg
gtgcctgtgt
caaggectac
tgcctacega
gagttcaaca
catcageetyg
tgtgcgtgac
tcecaccgagg
cgagctgcgg
acatcgagaa
aactgcaata
gcccatcocee
gcaacgacac
gtgcagtgca
gaacggcagc

33

LKHLVWASRE
TVATLYCVHQ
NYPIIQNAQG
PODLNVMLNI
PRGSDIAGTT
SILDIKQGPK
KSILKALGSG
NFRGQKRIKC
FLGKIWPSSK
VPPLVSLKSL
IKALTEICTE
NKRTQDFWEV
TIPSTNNETP
YQYMAALYVG
GYELHPDEWT
RLLRGAKALT
KQGQDOWTYC
VIWGKTPKFK
KDPILGAETF
AILLALQDSG
IYLSWVPAHK
TMASDFNLPP
KVILVAVHVA
FTSAAVKAAC
HLKTAVQMAV
QNFRVYYRDS
YGKQMAGDDC
GAVSQDLDKH
GAFDLSHFLK
VRYPLTFGWC
WKFDSRLALK

cagcacctgc
cagcacecgco
ggagagatgce
agcaccgaga
tecccaacect
tgtggaagaa
tgggaccaga
cctgaactgc
acagggagog
gataagaagce
gatcaacagc
ccagcgccat
atccactact
cgagttcaart
cccacggcat
ctggccgaga

LDRFALNPSL
RIDVKDTKEA
OMIHONLSPR
VGGHOAAMQM

. STPQEQLQWM

EPFRDYVDRF
ATLEEMMTAC
FNCGKEGHLA
GRPGNFPQSR
FGNDPLSQGS
MEKEGKISKI
QLG IPHPAGL
GVRYQYNVLP
SDLEIGQHRT
VQPIMLEDKE
DIVTLTEEAE
IYQEBFKNLK
LPIQKETWET
YVDGAANRET
SEVNIVTDSQ
GIGGNEQVDK
IVAKEIVASC
SGYTEAEVIP
WWANIQQEFG
FIHNFKRKGG
RDPIWKGPAK
VAGRODEDRS
GAITSSNINN
EKGGLDGLIY
FKLVPMEPDE
HRAQELHPEF

tgagatgggg
gacaacctgt
cgagaccace
agcacaatgt
caggagatcc
cadcatggtg
geetgaagec
agcaacgcca
catgaagaac
agcaggtgta
agcaacaaca
cacccaggec
gcgccocetge
ggcaccggec
caageccogtg
gagaagtgcg



SEQ ID No 6:

SEQID No 7:

801

851

901

951
1001
1051
1101
1151
1201
12531
1301
1351
1401
1451
1501
1551
1601
1651
1701
1751
1801
1851
19201
1951
2001

51
101
151
201
251
3gl
35l
401
451
501
551
601
651

gatcaggagce
tecgecagecce
aagagctaca
gggcgacate
acaccctgag
accatcatct
cagcttcaat
‘tcaatagcac
aacggcacca
gcagegegteg
gecrgegagag
aacaattccg
caactggcgg
tgggcgeggce
agagccgtgg
atctacaatyg
tgctgagegy
‘gcecageage
ggccagggtg

gcatctgggg
aatagcagct

ctggctgeag
gectgatcga
ctggccectgg
gtggctgtgg

MRVMEIQRNC
LFCASDAKAY
DQMHEDIISL

_ CSFNMTTELR

CPXVTFEPIP
VSTQLLLNGS
KSYRIGPGQT
TIIFTNSSGG
NGTITLPCRI
NNSANETFRP
RAVGIGAVFL
AQOQLLKLTV
NSSWSNKSYD
LALDKWANLW
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gagaacatcg
cgtgaagatc
gaatcggecc
agacaggeee
actggtggee
tcaccaacag
tgtggeggeg
ctggaccace
tcaccctgee
ggccaggeeca
caacatcacce
ccaacgagac
agcgagctgt
cccecaccaga
gcatcggcgce
ggagcecgcca
catcgtgcag
agctgctgaa
ctggccgtgg
ctgcagcgge
ggagcaacaa
tgggacaaqg
ggagagccag
acaagtgggc
tacatcagat

QHLLRWGIMI
STEKHENVWAT
WDQSLKPCVQ
DKKQQVYSLF
IHYCAPAGFA
LAEREVRIRS
FYATDIVGDI
DLEITTHSFN
KQIIRMWQRV
GGGDIRDNWR
GFLGAAGSTM
WGIKQLQARV
DIWQONMTWLO
NWFDISKWLW

ccaacaacge
aactgcatcc
tggccagace
actgcaacgt
aaccagctgce
cagcggegga
agttcttcta
aacaacatgc
ctgeocggate
tgtacgccee
ggcctgatec
cttcagacct
acaagtacaa
gccaagagaa
cgtgtttctg
gcatcaccet
cagcagagca
gctgacagtg
agagatacct
aagcrgatct
gagctacgac
agatcagcaa
aaccagcagg
caacctgtgg
cttga

LGMIIICSTA
HACVFTDPNP
LTPLCVTLNC
YRLDIEKINS
ILKCNDTEFN
ENIANNAKNI
RQAHCNVSRT
CGGEFFYCNT
GQAMYAPPIE
SELYKYKVVK
GAASITLTVQ
LAVERYLRDQ
WDKEISNYTD
YIRS

caagaacarc
ggcccaacaa
ttctacgeca
gtccaggacce
ggaagtactt
gacctggaga
ctgcaacacc
aggagtccaa
aagcagatca
tceccaccgag
tgaccagaga
g9gcggcggag
ggtggtgaag
gagtggrgga
ggcttocctgg
gaccgtgcaqg
atctgctgag
tggggcatca
gagggaccag
gcaccaccaa
gacatctggc
¢tacaccgac
agaagaacga
aactggttcg

DNLRVTVYYGE
QEIPLDNVTE
SNARVNATFN
SNNNSEYRLV
GTGPCKNVST
IVQFASPVKI
DWNNTLRLVA
SGLFNSTWTT
GVIRCESNIT
IEPLGVAPTR
ARQLLSGIVQ
QLLGIWGCSG
IIYSLIEESQ

atcgtgeagt
caatacccyg
ccgacattgt
gactggaaca
cagcaacaag
tcaccaccca
tcecggectgt
cgacaccagc
tceggatgtyg
ggcgtgattce
tggcggcaac
atatccggga
atcgageccce
gcgggagaag
gagccgcecgyg
gccagacage
agccatcgag
agcagetgca
cagctcctgg
cgtgecetgg
agaacatgac
atcatctaca
gcaggatctg
acatcagcaa

VPVWRDAETT
EFNMWKIINMV
STEDREGMKN
NCNTSAITQA
VQCTHGIKPV
NCIRPNNNTR
NQLRKYFSNK
NNMQESKDTS
GLILTRDGGN
AXKRRVVEREK
QOQSNLLRAIE
KLICTTNVEW
NQQEKNEQDL

50

atgaaagtga
caccatgetc
gggtcacagt
ctattctgtg
ttgggccaca
tattgggaaa
gaccagatgce
atgtgtaaaa
ataccactaa
aggaaaggag
agataaggtt
caatagatga
aggttgatac
atcatttgaa
ttctgaagtg
gtcagcacag

aggagaccag
cttgggatgt
ctattatggg
catcagatgc
catgcctgatg
tgtgacagaa
atgaggatat
ttaaccccac
tagtactact
aaataaaaaa
ctaaaaagaat
tgataatgct
attgtaactc
ccaattceca
taacaataag
tacaatgtac

gaagaattat
tgatgatctg
gtacctgtgt
taaagcatat
tacccacaga
tatcttaaca
aatcagttta
tctgtgttac
accactagta
ctgcotcettent
atgcactttt
actaccaaaa
ctcagtcatg
tacattattg
aggtttgatg
acatggaatt

34

cagcactecgt
tagtgctgca
ggaaagaagc
gatacagagq
ccccaacccea
tgtggaaaaa
tgggatcaaa
tttagattgc
atggttggac
aatatcacca
ttataacctt
ataaaactac
acacaggcct
tgocecegget
gaaaaggact
aggecagtag

ggagatgggg
gaacaattgt
aactaccact
tacataatgt
caagaagtag
taacatggta
gcttgaagece
gatgatgtga
aggagaaata
caagcataag
gatgtagtac
tagaaactte
gtccaaaggt
ggtttrgega
atgtacaaat
tgtcaactca

100
150
200
250
300
380
400
450
500
550
600
650
700
750
800



SEQ ID No 8:

SEQ ID No 9:

actgctgtta
acaatttcat
grtagcaatta
tataggacca
taagacaagc
aaacagatag
at.ttaatcaa
attgctggagg
acttggaatg
actcceatgt
aagcaatcra
attacagegc
agagaatcag
attcgagaag
ggagragcac

MK VKETRKNY
LFFCASDAKAY
DOMHEDTISL
RKGEIKNCSF
RL. IECNS5WM
VSTVOCTHGI
VA INCTRPNN
KO IVIKLRER
TWNGTEGKNT
ITGLLLTRDG
GVAPTRAKRR
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aatggcagtc
ggacaatact
attgtacaag
gggagagect
acattgtaac
ttataaaatt
tcctcaggag
ggaatttttc
gtactgaagg
agaataaaac
tgccecteoce
tgctattaac
acagagarct
tgaatctatat
ccaccagggce

QHLWRWGTML
DTEVHNVWAT
WDOSLKPCVK
NITTSIRDKV
TQACPKVSFE
REVVSTQLLL
NTRKGIHIGP
FGNKTIKFNQ
EGNSTITLPC
GTEGNGTENE
VVQR

tagcagaaga
aaaaccataa
acccaacaac
tttatgcage
cttagtagag
aagagaacac
gggacceaga
tactgtgata
aaataacact
aaattataaa
atcggaggac
aagagatggt
tcagacctgg
aaatataaag
aaagagaaga

LGMLMICSAA
HACVPTDPNP
LTPLCVTLDC
QKEYALFYNL
PIPIHYCAPA
NGSLAEEEVV
GRAFYBRARKI
SSGGDPEIVR
RIKQIINMWQ
TEIFRPGGGD

agaggtagta
tagtacagct
aatacaagaa
aagaaaaata
cacaatggaa
trtgggaata
aattgtaagqq
caacacaact
gaaggaaata
catgtggcag
aaattagatg
ggtaccgaag
aggaggagat
tagtaaaagt
gtggtgcaga

EQLWVTVYYG
QEVVLGNVTE
DDVNTTNSTT
DVVPIDDDNA
GFAILKCNNK
IRSDNFMDNT
IGDIRQAHCN
HSFNCGGEFF
EVGKAMYAFP
MRDNWRSELY

attagatctg
gaatgaatct
aaggtataca
ataggagata
taacacttita
ajaacaataaa
catagtttta
gtttaatagt
gcacaatcac
gaagtaggaa
ttcatcaaat
ggaatgggac
atgagggaca
tgaaccacta
gataa

VPVWKEATTT
YFNMWKNNMY
TTSNGWTGEI
TTKNKTTRNF
TFDGKGLCTN
KTIIVQLNES
LSRAQWNNTL
YCDTTQLFNS
IGGQIRCSSN
KYKVVKVEPL

850

900

950
1000
1050
1100
1150
1200
1250
1300
1350
1400
1450
1500
1545

S0
100
is50
200
250
300
350
400
450
500
514

atgcatcaca
atrtc¢cgatcy
accgttcata
ggcgceacgag
ggccacgtga
gcgettaacyg
ggcacgogta
ttcggggegt
tegeeggtgyg
teggcogittce
ggrcrgatgq
gcogagetga
ctgacggtge
accaacctct
atgtgagcce
gcgacgttge
caggceogeoeg
gtgccccagg
ctgesgtggec
atggccaaca
tcgatgttga
aacggggtcc
gggg9tggceg
tageccgegg
aczagcgeeg
ggcgccaggag
atgccgeatt
gcogactteee
gtgetcaaca

gtcatcgatc
atcaatgegt
cgeacccagyg
atcggtggcg
ggcggaacgce
tcggattege
atccageceg
aacacggcecyg

cggcecgogtce
ggcaggcgat
tcgggectac
tccaacgegt
tcaccgoeggt
ggcatcatcce
cagggaacgt
taccaccgga
cecgeggcetcca
agtcggtggt
tggeggegge
ccgcegecca
cCcccgoeggt
tggggcaaaa
aagacgccge
tgccgttcga
c€ggtcgagga
cgctgcaaca
tgtggaagac
accacatgrce
agggctttge
gggcgatgag
ccaacttggg
ccaaccaggce
cggaaagagg
ccggtggtgg
ctccggcage
ccgegetgeoce
tcaacaccaa

ccaacggtigt
tcagcgtcag
atgtegeggt
gcgtegeggt
ccecgtgeggt
tgaccggtge
grgatgcggg
cgtcctag

cgataacttc
ggcgatecgceqg
cgccttectc
ggtegggage
cgacggcgct
cggtgacgte
gacattggcc
gatcaactcc
gatgtggaac
ctggggtctg
ctcgeegtat
ggtcoegggtt
gatcgceccegag
cacccoggeg
cgcgatgttt
ggaggcgcecg
ggccteoegad
gctggeoeocag
ggtctogecyg
gatgaccaac
tccggeggeg
ctcgetgggc
tegsggcggece
agtcacccceg
gceccgggcag
grtcagtggt
cggcgatatc
cctcgacecyg
actgggctac

cgtgctgacce
crceggecaa
getgecagctg
tggtgagccc
geetggoagy
cgaagagaca
cgggcecegte

cagctgtece
ggccagatcce
ggcttgggtg
gcteeggeag
ccgatcaact
atctecggtga
gagggacccoc
gcgaggatgt
agcgtggcga
acggtggggt
gtggcgtgga
gctgeggegyg
aaccgtgctyg
at¢geggtca
ggctacgeeg
gagatgacca
accgeegeqg
cccacgcagg
categgtoge
tcgggtgtgt
geoegecocagy
agctegetgg
teqgtceggtt
gcggcgeggg
atgetggegcg
gtgctgcgtg
gccccgecgg
tcogegatqgg
aacaacgccg

aacaaccacg
acctacggdcg
cgcggtgcceg
gtecgtogega
gtggtcgecgce
ftgaacgggr
gtecaacggee

35

agggtgggca
gatcgggtag
ttgtcgacaa
caagtctcge
cggceaccge
cctggcaaac
cggccgaatt
acgccggcecc
gtgacctgtt
cgtggatagg
tgagcgtcac
cctacgagac
aactgatgat
acgaggccga
cggcgacqgc
gcgcggatgg
cgaaccagtt
dcaccacgce
cgatcagcaa
cgatgaccaa
ccgtgcaaac
grtetteggy
cgttgteggt
cgctgeccgoet
ggctgeeggt
ttceogocegeg
cottgtegea
tegeccaagt
taggcgocgg

tgatcgcggy
tcgatgtggt
gtggectgece
tgggcaacag
tcggccaaac
tgatccagtt
taggacaggt

gggattcgeco
ggggtcaccce
caacggcaac
catctccace
gatggcggac
caagtcgaggce
catggtggat
gggttecggece
ttecggocegeg
ttcgtcggeg
cgcggggeag
ggegtatggg
tctgacageg
atacggegag
gacggcgacg
gctcctegag
gatgaacaat
ttctteccaag
catggtgtcg
caccttgage
cgeggocgcaa
tctgggeggt
gecgcaggcece
gaccagcctg
ggggcagatg
accctatgtg
ggaccggttc
ggggccacag
gaccggcatc

cgccaccgac
cgggtatgac
gtcggogacy
cggtgggcag
cgtgcagqey
cgatgcecgeg
ggteggtatg

60
120
180
240
300
380
420
4B0
540
600
660
720
780
840
500
960

1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
lg20
1680
1740

1800
1860
1920
1980
2040
2100
2160
2178
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SEQ ID No 10:
MHHTAASDNF QLSQGGOGFA IPIGQAMAIA GQIRSGGGSP TVHIGPTAFL GLGVVDNNGN
GARVQRVVGS APAASLGIST GDVITAVDGA PINSATAMAD ALNGHHPGDV ISVTWQTKSG
GTRTGNVTLA EGPPAEFMVD FGALPPEINS ARMYAGPGSA SLVAAAQMWD SVASDLFSAA
SAFQSVVWGL TVGSWIGSSA GLMVAAASPY VAWMSVTAGQ AELTAAQVRV AAAARYETAYG
LTVPPPVIAE NRAELMILIA TNLLGONTPA IAVNEAEYGE MWAQDAAAMF GYAAATATAT
ATLLPFEERP EMTSAGGLLE QAAAVEEASD TAAANQLMNN VPQALQQLAQ PTQGTTPSSK
LGGLWKTVSP HRSPISNMVS MANNHMSMTN SGVSMTNTLS SMLKGFAPAA AAQAVQTAAQ
NGVRAMSSLG SSLGSSGLGG GVAANLGRAA SVGSLSVPQA WAAANQAVTP AARALPLTSL
TSAAERGPGQ MLGGLPVGQM GARAGGGLSG VLRVPPRPYV MPHSPAAGDI APPALSQDRF
AD FPALPLDP SAMVAQVGPQ VVNINTKLGY NNAVGAGTGI VIDPNGVVLT NNHVIAGATD
INAFSVGSGQ TYGVDVVGYD RTQDVAVLQL RGAGGLPSAA IGGGVAVGEP VVAMGNSGGQ
GGTPRAVPGR VVALGQTVQA SDSLTGAEET LNGLIQFDAA IQPGDAGGPV VNGLGQVVGM
NTAARS
SEQ ID No 11:
atgatgagaa aacttgccat cctcagegtc agotcttter tgttegtgga 50
ggccectctte caggagtatce agtgcectacgg aagcagcagce aatacaaggg 100
Tcctgaacga gcetcaactat gacaacgctg gaacgaacct gtataacgag 150
ctggagatga actactatgg caagcaggag aactggtata goctgaagaa 200
gaacageegg tccecctgggcg agaacgacga <ggcaacaac aacaacggcyg 250
acaacggcag ggagggcaaa gatgaggaca agagggacqg gaacaacgag 300
gataacgaga agetgeggaa goccaagcac aagaaactca agcagcocge 350
cgacgyggaac ccggacccca atgcaaatcc caacgtcgac ccaaacgcaa 400
accctaacgt ggacccocaac gccaatccca acgtegatec taatgcecaat 450
ccaaatgcca accctaacgc aaatcctaat gcaaacccca aggccaatcc 500
taacgccaac ccaaatgcca acccaaacgc taaccccaac gctaacccaa 550
atgcaaatcc caatgctaac ccaaacgtgg accctaacge taaccccaac 600
gcaadacccta acgccaatcc taacgcaaa¢ ccecaatgcasa acccaaacgc 650
aaatcccaac gctaacccta acgcaaaccec caacgcocaac cctaatgcca 700
accccaatge taaccccaac gccaatccaa acgcoaaatce aaacgccaac 750
ctaaatgcaa accccaacgc taatcecaac gccaacccaa acgccaatcec ago
taacaagaacC aatcagggca acgggcaggg ccatcaacatg ccgaacgacce 850
ctaatcggaa tgtggacgag aacgccaacy Ccaacagege cgtgaagaac 900
aacaacaacg aggagcoectc cgacaagcac atcaaggaat acctgaacaa 850
gatccagaac agtctgagea ccgagtggte ecccctgetee gtgacetgeg 1000
gcaacggcat ccaggtgagg atcaagccceg geotccgccaa caagcccaag 1050
gacgagctgg actacgccaa cgacatcgayg aagaagatct gcaagatgga 1100
gaaatgcagct ctgtgttcaac gtecgtgaa ctceccgocatc ggccectgrga 1149
SEQ ID No 12:
MMRKLAILSV SSFLFVEALF QEYQCYGSSS NTRVLNELNY DNAGTNLYNE S0
LEMNYYGKQE NWYSLKKNSR SLGENDDGNN NNGDNGREGK DEDKRDGNNE 100
DNEKLRKPKH KKLKQPADGN PDPNANPNVD PNANPNVDPN ANPNVDPNAN 150
PNANFPNANPN ANPNANPNAN PNANPNANPN ANFPNANPNAN PNVDPNANPN 200
ANDPNANPNAN PNANPNANPN ANPNANPNAN PNANPNANPN ANPNANPNAN 250
PNANPNANPN ANPNANPNKN NQGNCQGHNM PNDPNRNVDE NANANSAVKN 300
NNNEEPSDKH IKEYLNKIQN SLSTEWSFCS VICGNGIQVR IKPGSANKPK 350
DEL,DYANDIE XKICKMEKCS SVFNVVNSAI GL 382

36

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
725



5

SEQ ID No 13:

SEQ ID No 14:

SEQ ID No 15:

atgatggctc
coccaatgca
ctaatgccaa
aatgcaaatc
tgcaaaccca
gtaatggaca
gaaaatgcta
aagtgataag
caactgaatg
agaataaagc
aaatgatatt
tcaatgregt
aacatcacat
tttcttattg
ggacttctcect
tcgcagtcec
tceocggtrat
tcctgectget
atgttgcccg
acc<catgcaaa
catgttgctg
ccatcgtoct
tttctcttgg
tttecececac
ccaagtcectgt
cttttgtcte
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ccgatcctaa
aatcctaatg
tccaaatgceca
ctaatgccaa
aatgcaaacc
aggtcacaat
atgccaacag
cacataaaag
gtecccatgt
ctggctcotge
gaaaaaaaaa
aaatagrrea
caggattcct
acaagaatcc
caatttccta
caacctccaa
cgetggacgt
atgcctcatc
tttgtoctet
acctgracga
tacaaaacct
gggctttcgc
ctcagtttac
tgtttggectt
acagcatcgt
tgggtataca

atggtcattg
tcocgcgaact
ccccocggaggt
caagacctta
gcaaatgcta
tgcacecoggt
cgcgggtcotg
gtggatgact
ggatcatact
atactggata
cegattctat
atcggatgac
acaattttaa
ggcttgtcag
tgggcccgat
atggatggtc
ggcgctcogta
agatcgggcece

MMAPLFPNANP
NANPNANPNA
ENANANSAVK
RIKPGSANKP
NITSGFLGPL
SQSPISNHSP
MLBVCPLIPG
PSSWAFAKYL
PSLYSIVSFPF

ttcagaacat
cttaatgcat
cattccgatg
ataccatgct
aaagagacta
gcacgeccggc
atattgcagg
aacaatccac
gggactraaac
tacgccaagg
aagacccttce
agaaactctt
aggctctagg
ggagtcggtg
atctccgata
caaaggtcaa
gagatttgta
agagaacccg

NANPNANPNA
NPNANPNANP
NNNNEEPSDK
KDELDYANDI
LVLQAGFFLL
TSCPPICPGY
STTTNTGPCK
WEWASVRFSW
IPLLPIFFCL

acagggecaa
gggtgaaggt
ttttetgege
taacacggta
taaacgaaga
ccaattgeac
aactacgtct
caatcceggt
aagatagtcce
cecaaaggag
gcgeagagca
ttggtgcaga
accgygcegea
gaccggggea
gaaacagttt
gcagtggeeg
ctgaaatgga
tacaatacac

tgcaaatcca
caaaccccaa
aatccaaatg
teccaaatgea
ccaatgcaaa
atgccaaatg
tgctgtaaaa
aatatttaaa
agtgtaacet
taataaacct
tttgtaaaat
ataggattag
aggaccectg
tcacaatacc
gggggatcac
tcactcacca
gtctgeggcg
ttcttattgg
aattccagga
cteoctgeotea
acggatggaa
aaaataccta
tagtgccatt
tecagctatat
gagtcccttt
tttaa

NPNANPNANP
NANPNANPNK
HIKEYLNKIQ
EXKICKMEKC
TRILTIPOSL
RWMCLRRFIT
TCTTPAQGNS
LSLLVPFVOW
WVYT

37

atggtccace
cgtggaggaa
tatctgaggg
ggegggcacc
ggeccgecgaa
caggccagat
acccttcagg
cggagagatc
gcatgtatte
cegtteaggg
ggcatcccag
atgcgaatcc
acgctagaag
taaagcccgce
cggtcaaget
ctaacggaag
gaaggaaggc
cggtatttgc

aatgcaaacc
tgcaaatcct
caaacccaaa
aatccaaatg
tcctaataaa
acccaiaccg
aataataata
caaaatacaa
gtggaaatgg
aaagacgaat
ggaaaaatgt
ggcctgtgac
ctcgtgttac
gcagagtcta
ccgtgtgtet
acctcctgte
ttttatcata
ttcttctgga
tcaacaacaa
aggcaactct
attgcacctg
tgggagtggg
tgrtcagtgg
ggatgatgtg
ataccgctgt

NANPNANPNA
NNQGNGQGHN
NSLSTEWSPC
SSVFNVVNSS
DSWWTSLNFL
FLFILLLCLI
MFPSCCCTKP
FVGLSPTVWL

caaacgcaaa
aatgcaaatc
cgcaaacccce
caaacccaaa
aacaatcaag
aaatgtagat
acgaagaacce
aattctettt
tattcaagtt
tagattatge
tccagtgtgt
gaacacggag
aggeggggtt
gactcgtggt
tggecaaaat
ctccaatttg
ttcecteoktca
ttatcaaggt
ccaatacggg
atgrrreecet
tattcccatc
cctcagtceccg
ttcgtaggge

gtattggggg
taccaatttt

NPNANPNANP
MPNDPNRNVD
SVTCGNGIQV
IGLGPVTNME
GGSPVCLGON
FLLVLLDYQG
TDGNCTCIPI
SATWMMWYWG

aggcaattag
aaggcattce
¢cgcaacgecg
aagccgcetat
tgggatcgag
gegegagecy
agcagattgg
tataagagge
tccgacttee
actatgtcdga
gaggtcaaaa
ggattgtaaa
agatgatgac
gtcttacaca
taaaccaggg
agaagattaa
aagataagca
aataaagaaa

S0
100
150
200
250
300
350
400
450
500
550
500
650
700
750
g00
850
200
250

1000
1050
1100
1150
1200
1250
1275

50
100
150
200
250
300
350
400
424

50
100
150
200
250
300
350
400
450
500
550
600
650
700
750
800
B850
200



SEQ ID No 16:

aaggattcaa
gcgaacccaa
gtctaaagaa
ttragtgtac
accgagcata
teoccgecaggg
aaaatacttg
atacatggac
gcactaagat
actcccgaca
cgagcetteat
aggattcttg
tgggcctctc
acrtgaggyga
cagagcttga
ggggtatact
ggggcagggce
tgaagactgyg
aagcaactta
at ggggcaag
aaacatggtg
tt tgtcaaca
gccgatagta
aaacgaagct
gt cgtaacce
ttaccttgeca
ctcaatatgc
gagcttgtaa
tectggoctgg
acaagctagt
tggtctaage
acgcgccgaa
agaagcacgg
tgecgcatggt
tccccaggtg
ctcacttect
aggcgacagdg
tocggactgg
ctrtcgggtg
gaggctaata
cgggatggat
gacttgogtt
aactgeegee
agatcgatag
agcttaagca
aatccaggce
gctacagecg
ataccgtcge
actaaagaqg
gaaggccceag
aaaactacta

MVIVQNIQGQ
QDLNTMLNTV
RGSDIAGTTS
ILDIRQGPKE
TILKALGPAA
MDGPKVKQWP
KDS TKWRKLV
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caaaatggcg
gacttttggg
gaagaaatcg
cgcttgatga
aacaatgaaa
ctggaagggg
aaccattccg
gatctctatg
tgaggaactg
agaagcacca
ceggacaagt
gaccgtaaat
agatttaccc
actaaggctc
gctggcagag
acgaccecetc
caatggacgt
gaagtacgcg
cggaagcagt
accccaaagt
gactgaatat
cgcecygecact
ggggcagaga
aggcaaggcg
ttacggatac
cttcaggata
gcttggecatt
accaaataat
geccecgeto
cagcgetggg
ctagcgtagt
ccagccgcag
ggctataact
tagaagccca
ccgrtaaggce
taaggagaaa
atattcttga
cagaattaca
gtgctacaaa
agggcgagaa
gaccceagaac
ccatcacgta
caatgggcgc
gaaaagatac
cattgtgtgg
tgcttgagac
agcctacaga
gactctctac
coccttgataa
caggccegecg
a

MVHQAISPRT
GGHQAAMOML
TLQEQIGWMT
PFRDYVDRFY
TLEEMMTACQ
LTEEKIKALV
DFRELNKRTQ

aaagcttgta
aagtccaact
gtcacagtcc
ggacttccga
cgccaggeat
tectocggega
aaagcagaat
tgggctcgga
aggcaacatce
gaaggagceg
ggacagtaca
gatattcaga
aggcattaag
taacagaggt
aatcgcgaaa
caaggacctt
accagatata
cgcatgcgag
aCaaaagatt
tcaagctgec
tggcaagcta
tgttaagctt
ccttctatgt
ggatacgtga
caccaatcag
gtggectaga
attcaagecgc
agaacagctt
acaagggaat
attcgcaagg
cggetggecg
atggcgtggg
tccagtaaca
agaagaggaa
cgatgaccta
g999g9gctag
tcrgtggatt
cecgggggec
ctagtcccag
cacttctert
gagaggrtct
gcacgcgagce
cagggccagt
gcctacgecce
gecectotegey
gagtgaaggce
ctggcagecga
tgcgttcatce
aattgaggag
ccgacaccgg

LNAWVKVVEE
KETINEEAAE
NNPPIPVGEI
KTLRAEQASQ
GVGGPGHKAR
EICTEMEKEG
DFWEVQLGIP

38

gattttaggg
agggatceca
tggatgtagg
aagtatactg
tcgctatcag
tatttcagag
ccggatattg
tctagaaatt
tgcttegatg
ccgtroctaa
gcegatagtg
aactagtecgg
gtcecgacage
catcccatta
ttcttaagga
atagccgaga
tcaagaaccyg
gggctcatac
actactgagt
catacagaag
cctggattee
tggtaccagc
cgatggeogece
ctaatagggyg
aagactgaac
ggtcaacata
agccagatca
ataaagaaag
tggcggceaat
ttcttgcgat
acagtcegeg
ggcagcgtct
cggcggcgac
gaagtagggt
taaggcageyg
agggcttaat
taccatacce
aggcgtgege
tggaacccga
cttcacecyg
agaatggagg
tgcatccaga
gtacttagtg
ggggggcaag
aacttgagcg
tgtaggcaaa
ggagcttegt
aacgaattga
gaacagaata
gcacagcaac

KAFSPEVIPM
WDRVHPVHAG
YKRWIILGLN
EVKNWMTETL
VLHMGPISPI
KISKIGPENP
HPAGLKKKKS

aactaaacaa
catccagecyg
agacgcatat
cgtttactat
tacaacgtgc
ctgtatgaca
taatttacca
gggcagcatc
gggectcact
agatgggcta
ctgcccgaaa
caagcttaac
tttgcaagct
acggaggaag
geccggtgeac
teccagaagceca
tttaagaatc
taatgatgta
crattgtgat
gaaacatggg
agaatgggaa
ttgaaaagga
gegaatcgeg
ccgccaaaag
tacaagcgat
gtcacggact
aagcgaaagc
agaaggtata
gagcaagtygy
ggggggtaag
agcgcatgeg
agggatctgg
gaacgccgca
ttccggtaac
gtggatcrre
tcacagccag
aggggtactec
tatcccootga
caaggtcgaa
taagcctgca
ttcgactete
atatttcaag
gcggagaact
aagaagtaca
attcgcagtg
ttctggggcea
agtetttata
aataaaggat
agtcgaaaaa
caggtgtccc

FSALSEGATP
PIAPGOMREP
KIVRMYSPTS
LVQNANPDCK
ETVSVKLKPG
YWNIPVFAIXX
VITVLDVGDAY

950
10040
1050
1100
1150
1200
1250
1300
1350
1400
1450
1500
1550
L1600
1650
1700
1750
1800
1850
19C0
1950
2000
2050
2100
2150
2200
2250
2300
2350
2400
2450
2500
2550
2600
2650
2700
2750
2800
2850
2900
2950
3000
3050
3100
3150
3200
3250
3300
3350
3400
3411

1
100
150
200
250
300
350
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15

20

25
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FSVPLDEDFR KYTAFTIPSI NNETPGIRYQ YNVLPQGWKG SPAIFQSCMT 400
KILEPFRKQN PDIVIYQYMD DLYVGSDLEI GQOHRTKIEEL RQHLLRWGLT 450
TPDKKHQKEP PFLKMGYELH PDKWTVQPIV LPEKDSWTVN DIQKLVGKLN 500
WASQIYPGIK VROLCKLLRG TKALTEVIPL TEEAELELAE NREILKEPVH 550
CVYYDPSKDL IAEIQKQGQG QWTYQIYQEP FKNLKTGKYA RMRGAHTNDV 6090
KQLTEAVOKI TTESIVIWGK TPKFKLPIQK ETWETWWTEY WQATWIPEWE 650
FVNTPPLVKL WYQLEKEPIV GAETFYVDGA ANRETKLGXA GYVTNRGRQK 700
VVTLTDTTINQ KTELQAIYLA LQDSGLEVNI VTDSQYALGI IQAQPDQSES 750
ELVNQIIEQL IKKEKVYLAW VPAHKGIGGN EQVDKLVSAG IRKVLAMGGK  B0O
WSKSSVVGHP TVRERMRRAE PAADGVGAAS RDLEKHGAIT SSNTAATNAA B850
CAWLEAQEEE EVGFPVTPQV PLRPMTYKAA VDLSHFLKEK GGLEGLIHSQ 900
RRQDILDLWI YHTQGYFPDW ONYTPGPGVR YPLTFGWCYK LVPVEPDKVE 950
EANKGENTSL LHPVSLHGMD DPEREVLEWR FDSRLAFHHV ARELHPEYFK 1000
NCRPMGARAS VLEGGELDRW EKIRLRPGGK KKYKLKHIVW ASRELERFAV 1050
NPGLLETSEG CRQILGQLQP SLQTGSEELR SLYNTVATLY CVHQRIEIKD 1100
TKEALDKIEE EQNKSKKKAQ OAAADTGHSN QVSONY 1136

En toda la memoria descriptiva y las reivindicaciones que siguen, a menos que el contexto lo requiera de otro modo,
se entendera que la palabra 'comprender' y variaciones tales como 'comprende’ y 'que comprende' implican la
inclusién de un nimero entero, etapa, grupo de nimeros enteros o grupo de etapas establecido, pero no la exclusion
de cualquier otro numero entero, etapa, grupo de nimeros enteros o grupo de etapas.

La solicitud de la que forma parte esta descripcion y reivindicaciones puede usarse como base de prioridad con
respecto a cualquier solicitud posterior. Las reivindicaciones de tal solicitud posterior pueden referirse a cualquier
rasgo o combinacion de rasgos descritos en el presente documento. Pueden tomar la forma de reivindicaciones de
producto, composicién, procedimiento o de uso.

LISTADO DE SECUENCIAS

<110> Glaxosmithkline Biologicals Glaxosmithkline Biologicals

<120> Procedimiento novedoso y composiciones

<130> V62209

<160> 16

<170> PatentIn versién 3.5

<210>1
<211> 3204
<212> ADN
<213>VIH

<400> 1
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atgggtgcec
ctgcgeccag
cttoaac gyt
ctggggcaat
acagtggcta
ttggacaaaa
gacactggoc
cagatggtec
gagaaggcct
cctcaggace
ttgaaggaga
gygcccaateg
tctacactge
atctataaac
tccatccttg
tataagaccc
ctcctggtac
gcraccctgg
agagtgttga
atggacggcc
gagatctgca
tacaacaccc
gatttccggg
catccggecg

ttcagcgtcc

gagcttcggt
gaggcaaaaa
ttgccgtgaa
tgcagecatc
ccctctactg
ttogaggagga
atagcaacca
atcaggcecat
tttctcctga
tcaatacaat
ctatcaacga
cgeceggaca
aagagcaaat
ggtggatcat
acattagaca
tgcgagcaga
agaacgctaa
aagagatgat
tgggccceat
ccaaggtcaa
ccgagatgga
ccgrgtttoc
agctgaataa
gcctgaagaa

ctctgogacga

ES 2609418 T3

actgtctgot
gaaatacaag
ccecaggecty
cctccagacc
cgtacaccag
gcaaaacaag
ggtatcacag
cagccecegg
ggttatccee
gcttaatace
goaggcagcc
gargcgggag
cggatggatg
cctgggecctg
fgggacccaaa
gcaggcctct
ccccgacege
gaccgeetgt
cagtcccate
gcagtggcca
gaaagaggoc
catcaagaag
gcggacccag
gadagaagagc
ggactttaga

ggagagctyg
ctcaagcata
ctggaaacat
gggagtgaag
aggatcgaga
agcaagaaga
aactatccta
acgctcaaty
atgttctccg
gtagacggce
gagtgggaca
ccregoggce
accaacaatc
aacaagatcg
gagcectttta
caggaggtca
aaaacaatct
cagggagtag
gagaccgtgce
ctcaccgagg
aagatcagca
aaggacagca
gatttetagg
gtgaccgtyc
aagtacaccq

40

acagatggga
tcgtgtggge
ctgagggaty
agctgaggtc
ttaaggatac
aggcccagca
ttgtccaaaa
cctggytgaa
ctttgagtga
atcaggccygc
gagtgcatcc
ctgacattge
ctcccateee
tgcgeatgta
gggattacgt
aaaactggat
tgaaggcact
gcggaccecgg
cggtgaagct
agaagatcaa
agatcggqgcce
ccaagtggcy
aggtccaget
tggacgtggg
cctrtaccat

gaaaattagg
ctcgagggag
tegccagate
cttgtataac
caaggaggec
ggcagetgct
cattcaggge
ggttgtcgaa
gggggccact
catgcaaaty
cgtceacget
cggcaccacc
agttggagaa
ctctoccgaca
cgaccggttt
gacggagaca
aggcccgact
acacaaagee
gaaacccggg
ggccctggtg
ggagaaccea
caagctggty
gggcateece
cgacgcttac

cccatcrace

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

1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500



10

aacaacgaga
tctcccgeca
ccecgaratcg
gggcagcﬁtc
actccggaca
cccgacaagt
gacatccaga
gtgcgccage
acggaggaag
ggcgtgtact
cagtggacat
cgcatgaggy
acgaccgagt
gagacctggg
ttcgtgaata
ggcgcggaga
gggtacg tca
aagacggagc
gtgacggaca
gaactggtga
gtcccggecc
attagaaagg
acttacaagg
ctaattcact
tacttccctyg
ggatggtgct
gagaacacca
gtgttagagt
ccggagtact

<210> 2

<211> 1067
<212> PRT
<213>VIH

<400> 2

cccctggeat
ttttccagag
tcatctacca
gcacgaagat
agaagcatca
ggaccgtrgca
agctgotggy
tctgcaaget
ccgagetega
atgacccctc
accagattta
gcgeccacac
ccatcgrgat
agacgtgotyg
cacctectet
cattctacygt
ccaaccgggg
tgcaggccat
gccagtacgc
accagattat
ataagggcat
tgctgatggt
cagctgtaga
cccaaagaag
attggcagaa
acaagctagt
gcttgttaca
ggaggttrga
tcaagaactyg
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cagatatcag
ctccatgacc
gtacatggac
tgaggagctg
gaaggagceyg
gcctatcgrc
caagctcaac
gctgcgcgyc
gctggctgag
caaggacctg
ccaggagccet
caacgatgtc
ctgggggaag
gaccgaatat
ggtgaagctg
ggacggcgcg
ccgccagaag
ctatctcget
gctgggcatt
cgagcagcty
tggcggcaac
gggtrtrcca
fcttagccac
acaagatatc
ctacacacca
accagttgag
ccctgtgage
cagccgecta

ctga

tacaacgtcc
aagatcctog
gaccrgtacg
aggcagearc
ccattcctga
ctccccgaga
tgggctagcc
accaaggccc
aaccgggaga
atcgccgaaa
ttcaagaacc
aagcagctga
acacccaagt
tggcaggeca
tggtaccagc
gccaacegeg
gtcgtcacee
ctccaggact
attcaggccc
atcaagaaag
gagcaggtcg
gtcacacctc
tttttaaaag
cttgatctgt
gg9gccaggqgqg
ccagataagg
ctgcatggga
gcatttcatc

téc&céadgg
agecgtttceg
tgggctctga
tgctgagatg
agatgggcta
aggacagcty
agatctatcc
tgaccgaggt
tcctgaagga
tccagaagea
tcaagaccgg
ccgaggcegt
tcaagcrgcc
cctggattec
tcgagaagga
aaacaaagct
tgaccgacac
ccggectgga
agccagacca
agaaggtcta
acaagctggt
agotaccttt
aaaagggggg
ggatctacca
tcagatatcc
tagaagaggc
tggatgaccce
acgtggeccy

ctggaagogc
gaagcagaac
<ctggaaatce
gggcctgacc
cgagctecat
gaccptgaac
cgggatcaag
gattccecte
gccegtgeac
gggccagagd
caagtacgce
ccagaagatc
tatccagaag
cgagtgagag
gcccategty
€gggaaggcc
caccaaccay
ggtgaacatc
gtcegagage
cctcgectgy
0agtgcoagg
aagaccaatg
actggaaggyg
cacacaaggc
actgacCtre
caataaagga
ggagagagaa
agagctgeat

1560
1620
1680
1740
1800
1860
1920
1980
2040
2100
2160
2220
2280
2340
2400
2460
2520
2580
2640
2700
2760
2820
2880
2940
3000
3060
3120
3180
3204

?et Gly Ala Arg §1a Ser val Leu Ser ?3y Gly Glu Leu Asp ggg Trp
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Glu

His

Gly

GIn

65

Thr

Thr

Lys

Ser

GIn

145

Glu

Glu

Ala
Pro
225
ser

Pro

Ile

Lys

ITe

Leu

50

Pro

val

Lys

Lys

GIin

130

Ala

Lys

Gy

His

ala

210

Gly

Thr

va)

val

Ile
val
35

Leu
Ser
Ala
Glu
Ala
115
AsSn
Ile
Ala
Ala
Gin
195
Glu
GIn

Leu

Gly

278

Arg

20

Trp

Glu

Leu

Thr

Ala

100

GIn

Tyr

Ser

Phe

Thr

180

Ala

Trp

Met

Gin

Glu

260

Met

Leu

Ala

Thr

GIn

Leu

Leu

GIn

Pro

Pro

ser

165

Pro

Ala

ASp

Arg

Glu

245

Ile

Tyr
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Arg
ser
Ser

Thr
70

Tyr
Asp
Ala
Ile
Ar

15

Pro
Gln
Met
Arg
Glu
230
Glin

Tyr

ser

Pro

Arg

Glu

Gly

Cys

Lys

Ala

val

135

Thr

Glu

Asp

Gin

val

215

Pro

Ile

Lys

Pro

Gly

Glu

40

Gly

ser

val

Ile

Ala

120

Gln

Leu

val

Leu

Met

200

His

Arg

Gly

Arg

Thr
280

42

Gly
25

Leu
Cys
Glu
His
Glu
105
Asp
Asn
Asn
Ile
Asn

185

Leu

Pro

Gly

Trp

Trp

Ser

Lys

Glu

Arg

Glu

GIn

90

Glu

Thr

Ile

Ala

Pro

170

Thr

Lys

val

ser

Met

250

Ile

Ile

Lys

Arg

Gln

Leu

75

Arg

Glu

Gly

Gln

Tr

15

Met

Met

Glu

His

ASp

Thr

Ile

Leu

Lys

Phe

Ile

60

Arg

Ile

Gln

His

Gly

140

val

Phe

Leu

Thr

Ala

220

Ile

ASD

Leu

Asp

Tyr

Ala

45

Leu

Ser

Glu

Asn

ser

125

GIn

Lys

ser

ASn

Ile

Gly

Ala

ASh

Gly

Ile
285

Gly

Leu

Ile

Lys

110

Asn

Met

val

Ala

Thr

190

Asn

Pro

Gly

Pro

Leu

270

Arg

Leu

ASn

Gln

Tyr

ser

Gln

val

val

Leu

175

val

Glu

Ile

Thr

Pro

255

Asn

Gln

Lys

Pro

Leu

Asn

80

ASp

Lys

val

His

Glu

160

ser

Gly

Glu

Ala

Thr

240

Ile

Lys

Gly



Pro
Arg
30%
Leu
Leu

val

Pro

Pro

Ser

Thr

Leu

465

Phe

Ile

val

Met

Ile

545

Gly

Lew

Gly

Gly

Ile

370

val

Ite

Glu

Thr

Gln

450

Lys

ser

Pro

Leu

Thr

530

Tye

Gln

Glu
Glu
val
Pro
Gl

35

Glu
Lys
Cys
AShH
LysS
435
AsSp
Lys
val
ser
Pro
515
Lys

Gln

His

Pro

Gln

GlIn

Ala

340

Pro

Thr

Gin

Thr

Pro

420

Trp

Phe

Lys

Pro

Ile

500

GIn

Ile

Tyr

Arg

Phe

Ala

Asn

325

Ata

Gly

val

Trp

Glu

405

Tyr

Arg

Trp

Lys

Lew

485

Asn

Gly

Leu

Met

Thr
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Arg

Ser

310

Ala

Thr

His

Pro

Pro

390

Met

Asn

Lys

Glu

Ser

470

Asp

Asn

Trp

Glu

550

Lys

Asp

Gln

Asn

Lew

Lys

val

375

Leu

Glu

Thr

Leu

val

455

val

Glu

Glu

Lys

Pro

535

Asp

Ile

Tyr

Glu

Pro

Glu

Ala

360

Lys

Thr

Lys

Pro

val

440

Gln

Thr

Asp

Thr

Gly

Phe

Leu

Glu

43

val

val

Asp

Glu

345

Arg

Leu

Gl

Glu

val

425

ASp

Leu

val

Phe

Pro

S05

ser

Arg

Tyr

Glu

ASp
Lys
Cys
338
Met
val
Lys
Glu
Gl

41

Phe
Phe
Gly
Leu
Arg
490
Gly
Pro
Lys
val

Leu

Arg
Asn
315
Lys
Met
Leu
Pro
Lys
395
Lys
Ala
Arg
Ile
ASp
Lys
Tle
Ala
Gln
G)

55

Arg

Phe’

300

Trp
Thr
Thr
Met
Gly
1le
Ite
Ile
Glu
Pro
460
val
Tyr
Arg
Ile
Asn
540

ser

6ln

Tyr

Met

Ile

Ala

Gl

36

Met

Lys

Ser

Lys

Leu

445

His

Gly

Thr

Tyr

Phe

525

Fro

ASp

His

Lys

Thr
Leu
Cys
3§0
Pro
Asp
Ala
Lys
LYyS
4%0
Asn
Pro
Asp
Ala
Gin
510
Gln
ASp

Leu

Leu

Thr
Glu
Lys
353
Gln
Ile
Gly
Leu
Ile
415
Lys
Lys
Ala
Ala
Phe
495
Tyr
Ser
Ile

Glu

Leu

Leu

Thr

320

Ala

Gly

ser

Pro

val

400

Gly

Asp

Arg

Gly

Tyr
480

Thr

ASn

Ser

val

Ile

560

Arg



Trp

Leu

Ile

Leu

625

val

val

Glu

ASp

Gln

705

Arg

val

Lys

Glu

Pro

785

Gly

Leu

Thr

Gly

Lys

val

610

val

Arg

Ile

Ile

Leu

690

Ile

Met

Gln

Phe

Tyr

770

Pro

Ala

Gly

Leu

Lev

Met

595

Leu

Gly

GIn

Pro

Leu

675

Ile

TYF

Arg

Lys

Lys

Trp

Leu

Glu

Lys

Thr
835

Thr
580
Gly
Pro
Lys

Leuw

Leu

563

Thr

TYr

Glu

Leu

Cys

645

Thr

660

Lys

Ala

Gln

Gly

Ile

740

Leu

Gln

val

Thr

ala

820

Asp

Glu
Glu
Glu
Ala
725
Thr
Pro
Ala
Lys
Phe
805

Gly

Thr
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Pro

Glu

Lys

Asn

630

Lys

Glu

Pro

Ile

Pro

710

His

Thr

Ile

Thr

Leu

750

Tyr

Tyr

Thr

ASp

Leu

As

61

Trp

Leu

Glu

val

Glin

695

Phe

Thr

Glu

Gln

775

Trp

val

val

Asn

Lys

His

600

ser

Ala

teu

Ala

His

680

Lys

Lys

AsSn

ser

760

Ile

Tyr

Asp

Thr

Gln
840

44

Trp

Ser

Arg

Glu

665

Gly

GlIn

AsSnh

ASp

Ile

745

Glu

Pro

GIn

Gly

Asn

825

Lys

570

His GIn

ASp Lys

Thr val

Gln Ile
635

Gly Thr
650

Leu Glu

val Tyr

Gly GIn

Leu Lys
715

val Lys
730

val Ile

Thr Trp

Glu Trp

Leu Glu

795

Ala Ala
810

Arg Gly

Thr Glu

Lys

Trp

Asn

620

Tyr

Lys

Leu

Tyr

Gly

700

Thr

GlIn

Trp

Glu

Glu

780

Lys

AsSn

Arg

Leu

Glu
Thr
605
Asp
Pro

Ala

Ala

Gly
Leu
Gly
Thr
765
Phe
Glu
Arg

Gln

Gln

Pro
590
val
Ile
Gly
Leu
Glu
670
Pro
Trp
Lys
Thr
Lys
750
Trp
val
Pro
Glu
Lys
850

Ala

575

Pro

GIn

Gln

Ile

Thr

655

Asn

Ser

Thr

Tyr

Glu

735

Thr

Trp

Asn

Ile

Thr

815

val

Ile

Phe

Pro

Lys

Arg

Lys

Tyr

Ala

720

Ala

Fro

Thr

Thr

val

800

Lys

val

Tyr



<210>3

<211> 4665
5 <212> ADN

<213>VIH

<400> 3

Leu

Gin

865

Glu

Tyr

val

phe

Ala

945

Leu

His

Gly

val

ser

Arg

His

Ala

850

Tyt

Leu

Leu

Asp

Pro

930

val

Ile

Thr

val

Glu

1010

Leu

Ala

val

Ala

Lys

915

val

Asp

His

Gln

Arg
295

GlIn

Leu

AsSn

Trp

900

Leu

Thr

Leu

Ser

Gly

980

TYr

Asp
Gly
Gln
885
vg]
val
Pro
ser
GlIn

9635

Tyr

ES 2609418 T3

Ser

Ile

870

Ile

Pro

Ser

Gln

His

950

Arg

Phe

Gly

Ile

Ite

Ala

Ala

val

935

Phe

Arg

Pro

Pro Leu Thr

Leu

Gln

Glu

His

Gly

Pro

Leu

Gln

Asp

Glu

Ala

GIn

Lys

Ile

Leu

Lys

ASp

™p
985

val Asn

Gln Pro
875

Leu ITle
890

Gly Ile
Arg Lys
Arg Pro
Glu Lys

9%5
Ile Leu

970

GIn Asn

Ile
860
Asp
Lys
Gly

val

Met

940

Gly

Asp

Tyr

val

Gln

Lys

Gly

Leu

925

Thr

Gly

Leu

Thr

Thr

ser

Glu

Asn

910

Met

Tyr

Leu

Trp

Pro
990

Asp

Glu

Lys

895

Glu

val

Lys

Glu

Ile

975

Gly

ser
ser
880
val
Gln
Gly
Ala
Gl

2%

TYr

Pro

Pphe Gly Trp Cys Tyr Lys Leu val Pro
1000 1005

Pro Asp Lys val Glu Glu Ala Asn Lys Gly Glu Asn Thr
1015 1020

Leu teu His Pro val ser Leu His Gly Met Asg Asp Pro Glu
1025 1030 1035

Glu
1040

val
1055

val Leu Glu Trp Arg Phe Asp Ser Arg Leu Ala Phe His
1045 1050

Ala Arg Glu Leu His Pro Glu Tyr Phe Lgs ASRh Cys
1060 1065

atggccgeoca gagocagcat cctgagldgg 99caagctgg acgoctggga gaagatcaga

Cctgaggcctg gcggcaagaa gaagtaccgg ctgaagcacc tggtgtgggec cagcagagag

ctggatcgct tcgeoctgaa tcoctagoctg ctggagacca ccgagygetg ccagcagatc

10

45

60
120
180



atgaaccagc
accgtggcca
ctggacaaga
gacaccggeg
cagatgatee
gaaaaggccet
ccccaggacc
ctpaaggaca
ggacccatcc
tccaccectce
atctacaagc
tccatcctgg
ttcaaggccc
ctgctggtgc
gccacactgg
agagtgctog
aacttcagag
agaaactgca
atgaaggact
ggcagaccceg
ttcggecatgy
gtgcececcee
cccatcagece
gtgaaacagt
atggagaagg
ttcoccatca
aacaagagga
aagaagaaga
gacgagaact
ggagtgagat
cagagcagca
taccagtaca
aagatcgaag

caccagaagg

tgcagcccge
ccctgtacte
tcgaggagat
acagcagcaa
accagaacct
tcagccccega
tgaacgtgat
ccatcaatga
cccctggeca
aagaacagct
ggtggatcat
atatcaagca
tgagagccga
agaacgccaa
aggagatgat
ccgaggccat
gccagaageg
gagcccccag
gcaccgagag
gcaatttcce
gcgagggeat
tggtgtcect
ccatcgagac
ggcccctgac
agggcaagat
agaagaagga
cccaggactt
agtcegtgac
tcaggaagta
accagtacaa
tgaccaagat
tggccegecct
agctgagggc
ageccocctret
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cgtgaaaace
cgtgcaccag
ccagaacaag
agrgagccag
gagceccaga
agtgatcect
gctgaacatt
ggaggccgcc
gatcagagag
gcagtggatg
ccrgggectyg
gggreccaag
gcaggecace
ccccgactge
gaccgectoe
gagccaggcee
gatcaagtoc
gaagaagogc
gcaggccaat
ccagagcaga
cgccagectg
gaagtccctg
cgtycccgty
cgaggagaag
cagcaagatc
cagcaccaag
ctgggaagtg
agtgctggat
caccgectre
cgtgetgect
cctggagecc
gtatgigggc
ccacctgctg

cctgtggatg

ggcaccgagg
<ggatcgacg
agcaagcaga
aactacceca
accctgaatg
atgttcageg
gtgggcggac
gagtgggaca
Cccagaggea
accggcaace
aacaagattg
gagccocttca
caggacgtga
aagagcatcc
<agggagtgg
cagcagacca
ttcaactgcg
tgctggaagt
ttcctgggca
cccgagecca
cccaagceagqg
tteggcaacg
accctgaagc
attaaggccc
ggccccgaga
tggcggaaac
cagctgggca
gtgggcgacg
accatcccca
cagggctgga
ttccggagea
agcgatctgg
agctggggct
ggctacgaqc

46

agatcaagag
tgaaggatac
daacccagea
tcatccagaa
cctaggtgaa
ccctgagega
accaggcecge
gactgcacce
gcgacatcgce
cteecatecc
tgcggatgta
gagactacgt
agggctggat
tgaagaccct
gcggacecgg
acatcatgat
gcaaggaygg
gtggcaagga
agatttggcc
ccgeeectee
agcagaagga
atcctetgag
ccggcatgga
tgaccgaaat
accectacaa
tggtggactt
tcccecaccec
cctacttcaqg
gcaccaacaa
agggcagecc
agaaccccga
agatcggeca
tcaccaccce

tgcaccccga

cctygttcaac
caaggaggec
ggccgetgcc
tgceccagggc
agtgatcgag
gggcgecacc
catgcagatg
cgtgcaggec
cggcaccacc
tgtgggcaac
cagceecgty
ggaccggttc
gaccgagacc
gggcageggc
ccacaaggec
gcageggggc
ccacctggec
agggcaccag
tagcagcaag
cgecgagety
cagagagcag
ccagggatcec
tggecccaaa
ctgtaccgag
cacccccartc
ccgggagctg
tgccggectg
cgtgccecty
cgagacecce
cgccatcette
gatcatcatc
gcacaggacc
cgataagaag

taagtggacc

240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
900
960
1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620
1680
1749
1800
1860
1920
1980
2040
2100
2160
2220



gtgcagccca
groggcaagc
aggctgetga
ctggagctag
cccagcaagg
atctaccagy
cacaccaacg
gtgatctggg
tggtggatog
cctctggtoa
tacgtggacg
agaggcagac
gccarcctge
tacgcocctgg
atcatcgaga
ggcatcgycg
ttrctggacy
acaatggceca
gataagtgtc
tggcagctgg
agcggectaca
ctgctgaagc
ttcacctcty
atccectaca
atcatcggcec
ftcatccaca
atcgacatca
cagaacttca
ctgctgtgoa
ccccggagoa
gtggccggea
gtgggctgge
ggcgcegtgt
cccagetgtg
caggtgccce

teatgergec
tgaattgggc
gaggcgccaa
ccyagaacag
acctggtggc
agcetttcaa
argtgaggca
graagaccce
actactggca
agctgtggta
gagccgecaa
agaaagtggt
tggeectgca
gcatcattca
agctgatcegg
gcaacgagca
gcatcgacaa
gcgacttcaa
agctgaagyg
cctgcaccea
tcgaggeega
togccgygcag
ccgecgtgaa
accctcagag
aggtrgaggga
acttcaagcg
tcgecaccga
gagtgtacta
agggcgaagy
aggccaagat
ggcaggatga
ccgagatccg
ctcaggatct
tgtggctgga
tgagacccat
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cgataaggag
cagccaaatc
agccctgaca
ggagatcctg
cgagattcag
gaacctgaaa
gctggccgaa
caagttcaag
ggccacctgg
tcagetgoag
tagagagacc
gtctctgacce
ggacagegyc
ggcccagecc
caaggacaaa
ggtggacaag
ggcccaggag
cergectcec
cgaggccatg
cctoggagggc
agrgattccc
atggceegtg
ggccgectgt
ccagggcgtg
ccaggcegag
gaagggcggc
tatccagacc
ccgggacage
cgcegtggtg
tctgegggac
ggacagatct
ggagagaatyg
ggataagcac
ggcccaggaa
gacctacaag

agctggaccg
tacgcceggea
gacatcgtga
aaggaccecg
aagcagggcc
accogggaagt
gtggtgcaga
ctgcccatcc
attcctgagt
aaggacccca
aagctgggca
gagacaacca
agcgaaqgrga
gatagaagca
atctacctga
ctggtgtcca
gaccacgaga
atcgtggceca
cacggccagg
aaagtgattc
gccgagaccg
aaagtggtac
togtgggcca
gtggccagca
cacctgaaaa
attggcgact
aaggaactgc
agggaccceca
atccaggaca
tacggcaaac
argggcggca
agaagagcecc
ggcgecatca
gaggaggaag
ggcgeetteg

47

tgaacgacat
ttaaagtgaa
cactgacaga
tgcacggegt
aggaccagtg
acgccaggaa
aagtggctat
agaaggagac
gggagttcgt
tcctgggege
aggceggeta
accagaaaac
acatcgtgac
agagcgagct
gctgggtgcc
gcggecatccy
gataccacag
aggagatcgt
tggactgcag
tggtggecgt
gccaggagac
acaccgecaa
atatccagca
tgaacaagga
cagccgtgea
acagcgecgg
agaagcagat
tctggaaggg
acagcgacat
agatggecyy
agtggtccaa
ctgcegeege
ccagcagcaa
tgggcttcce
acctgageca

ccagaaacty
gcagetgtgc
ggaggecgag
gtactacgac
gacctaccaa
gagaagcgcec
ggagagcate
ctgggaaacc
gaacaccccee
cgagacctte
cgtgaccgac
cgagctgcac
cgactcceag
ggtgaaccag
cgcccacaag
gaaagtgctg
caactggcgg
ggccagetge
ccctggeate
gcacgtggcec
cgcctactte
cggcagcaac
ggagttcgge
gctgaagaag
gatggccgty
agagcggatc
caccaagatt
cectgecaag
caaagtggto
cgatgactgc
gggcagcatt
tcctyggagto
catcaacaac
tgtgagaccce
cttcctgaag

2280
2340
2400
2460
2520
2580
2640
2700
2760
2820
2880
2940
3000
3060
3120
3180
3240
3300
3360
3420
3480
3540
3600
3660
3720
3780
3840
3900
3960
4020
4080
4140
4200
4260
4320
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cctgatctac
ctactteece
Cggcrggtyge
cgagaacaac
agtgctgatc

cccagagttce

agccggaage
gactggcaga
ttcaagctgg
agcetgetge
tggaagttcg

tacaaggact

ggcaggagat cctggatctg
attacaccce tggccctgga
tgcctatgga gcoccgacgaa
acccratctg ccagcacgoc
acagcagact ggccctgaag
gctga

gagaaggocg gcctggacgg
tgggtgtacc acacccagggd
gtgcggtatc ccctgacctt
gtggagaagg ccacagaggg
atggacgatg aggagcggga
cacagagccc aggaactgca
<210>4
<211> 1554
<212> PRT
<213> VIH
<400> 4
Tet Ala Ala Arg
Glu Lys Ile Arg
20
His Lew val Trp
35
Ser Lew Leu Glu
50
GIn Pro Ala val
65
Thr val Ala Thr
Thr Lys Glu Ala
100
Gln Lys Thr Gln
115
ser GIn Asn Tyr
130
Gln ASn Leu Ser
145
Glu Lys Ala Phe
Glu Gly Ala Thr
180

Ala

Leu

Ala

Thr

Lys

Leu

85

Leu

Gln

Pro

Pro

Sear

165

Pro

ser
Arg
ser
Thr
Thr
70

Tyr
Asp
Ala
Ile
Ar

150
Pro

Gln

Ile

Pro

Arg

Glu

55

Gly

Cys

Lys

Ala

Ile
135

g Thr

Glu

ASp

Leu

Gly

Glu

40

Gly

Thr

val

Ile

Ala

120

Gln

Leu

val

Leu

48

S5er

Gly

25

Leuw

Cys

Glu

His

Glu

105

Asp

ASD

AsSn

Ile

Asn
185

Gly

10

Lys

ASp

Gin

Glu

Gin

90

Glu

Thr

Ala

Ala

Pro

170

val

Gly

Lys

Arg

Gln

Ile

75

Arg

Ile

Gly

Gln

Trp

Met

Met

Lys

Lys

Phe

Ile

60

Lys

Ile

Gln

Asp

Galy

140

val

Phe

Leu

Leu

Tyr

Ala

45

Met

Ser

Asp

Asnh

Ser

125

Gln

LysS

ser

Asn

Asp

Arg

30

Leu

Asn

Leu

val

Met

val

Ala

Ile
190

Ala
15

Lau
Asn
Gln
Phe
Lys
Y

sSer
Lys
Ite
Ile
Leu

175

val

Trp

LYS

Pro

Leu

Ash

80

Asp

Lys

val

His

Glu

160

Ser

Galy

4380
4440
4500
4560
4620
4665



Gly

Ala

Pro

225

Ser

Pro

Ile

Pro

Ar

30

Leu

Leu

val

Gln

GIn

385

Arg

Glu

Gly

Ser

Glu

His
s
Gly
Thr
val

val

Lys
Ala
Leu
Gly
Galy
Ala
370
Lys
ASh
Gly
Lys
Arg

450

Gly

Glin

Glu

Glin

Pro

Gly

Ar

27

Glu

Glu

val

Ser

Gly

Gln

Arg

Cys

His

Ile

Pro

Ile

Ala

Trp

Ile

Gln

AsSn

260

Met

Fro

Gln

Gln

Gly

Fro

GIn

Ile

Arg

GlIn

420

Trp

Glu

Ala

Ala

Asp

Arg

Glu

245

Ile

Tyr

Phe

Ala

Asn

325

Ala

Gly

Thr

Lys

Ala

405

Met

Pro

Pro

Ser
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Met
Arg
Glu
Gln
Tyr
ser
Arg
I
Ala
Thr
His
Asn
39Q
fro
Lys
ser

Thr

Lew

Gln

Leu

215

Pro

Leu

Lys

Pro

ASp

Gln

ASNh

Leu

Lys

Arg

ASp

sSer

Ala

455

Pro

Met

200

His

Arg

Gln

Arg

val

280

Tyr

ASD

Pro

Glu

Ala

360

Met

Asn

Lys

Cys

Lys

Pro

Lys

49

Leu

Pro

Gly

Trp

Tr

26

ser

val

val

Asp

Glu

Arg

Met

Cys

Lys

Thr

Gly

Pro

Gin

Lys Asp

val

Ser

Met

250

Ile

Ile

ASp

Lys

Cys

330

Met

val

GlIn

Gly

Gl

41

Glu

Arg

Ala

Glu

Gin
AS

23

Thr
Ile
Leu
Arg
Gly
Lys
Met
Leu
Arg
333
Cys
Arg
Pro
Glu

Gln

Thr'Ile Asn

Ata

220

Ile

Gly

Leu

Asp

Phe

300

Trp

ser

Thr

Ala

Gly

Glu

Trp

Gln

Gly

Leu

460

Lys

205

Gly

Ala

Asn

Gly

Ie

285

rhe

Met

Ile

Ala

Glu

Asn

Gly

Lys

Ala

AsN

445

Phe

Asp

fro
Gly
Pro
Leu
270
Lys
LYys
Thr
Leu
Cys
5%
Ala
Phe
His
Cys
Asn
430
Phe

Gly

Arg

Glu
Ile
Thr
Pro
255
ASn
Gln
ala
clu
LYS
353
Gln
Met
Arg
Leu
')

41

Phe
Pro

Met

Glu

Glu

Pro

Thr

240

Ile

Lys

Gly

Leu

Thr

320

Ala

Gly

ser

Gly

Ala

400

Lys

Leu

GlIn

Gly

GlIn



465

val

Ser

Lys

Glu

Gly

Phe

Phe

Gly

Leu

Pro

ser

val

Leu

705

His

ASp

Pro

aln

Pro

LyS

530

Lys

Ala

Arg

Ile

Asp

610

Lys

val

Ala

Lys

Gly

690

Arg

Lys

Pro

Gly

Gly

Ile

ile

Ile

Glu

Pro

595

val

Tyr

Arg

Ile

Asn

675

Ser

Ala

Lys

Trp

Leu

ser

500

Met

Lys

Ser

Lys

Leu

580

His

Gly

Thr

Tyr

Phe

660

Pro

Asp

His

Glu

Thr
740

val

485

Pro

ASp

Ala

Lys

565

AsSn

Pro

ASp

Ala

Gln

645

Gln

Glu

Leu

Leu

Pro

725

val
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470

Ser

Ile

Gly

Leu

Ile

550

Lys

Lys

Ala

Ala

fhe

630

Tyr

Ser

Ile

Glu

Leu

710

Pro

GlIn

Leu

ser

Pro

Thr

535

Gly

Asp

Arg

Gly

Tyr

Thr

Asn

ser

Ile

Ile

693

ser

Phe

Pro

Lys

Pro

LysS

Glu

Pro

Ser

Thr

Ley

600

Phe

Ile

val

Met

Ile

680

Gly

Trp

Leu

Ie

50

Ser

Ile

505

val

Ile

Glu

Thr

GlIn

585

Lys

Ser

Fro

Leu

Thr

665

Tyr

GlIn

Gly

Trp

Met
745

Leu

490

Glu

Lys

Cys

AsSh

Lys

570

Asp

LysS

val

5er

Pro

650

Lys

GlIn

His

Phe

Met

730

Leu

475

Phe

Thr

GIn

Thr

Pro

335

Trp

Phe

Lys

Pro

Thr

635

GIn

Ile

Tyr

Arg

Thr

715

Gly

Pro

Gly

val

Trp

Glu

540

Tyr

Arg

Trp

Lys

Leu

620

Asn

Gly

Leu

Met

Thr

700

Thr

Tyr

Asp

Asn
Pra
Pro
525
Met
Asn
Lys
Glu
Ser
605
Asp
Asn
Trp
Glu
Ala
685
Lys
Pro

Glu

Lys

Asp

val

510

Leu

Glu

Thr

Leu

val

590

val

Glu

Glu

LYS

Pro

670

ala

Ile

ASp

Leu

Pro

495

Thr

Thr

Lys

Pro

val

575

Gln

Thr

Asn

Thr

Gl

65

Phe

Leu

Glu

Lys

His

735

ser

480

Leu

Leuy

Glu

Glu

Ile

560

AS[

Leu

val

Fhe

Pro

640

Ser

Arg

Tyr

Glu

Trp
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Thr val Asn Asp I1e GIn Lys Leuv Val Gly Lys Leu Asn Trp Ala Ser
755 760 765

GIn Ile Tyr Ala Gly Ile Lys val Lys GIn Leu Cys Arg Leu Leu Arg
770 775 780

6ly Ala Lys Ala Leu Thr Asp Ile val Thr Leu Thr Glu Glu Ala Glu
78 790 795 800

Leu Glu Leu Ala Glu Asn Arg Glu Ile Leu Lys Asp Pro val His Gly
805 810 815

val Tyr Tyr Asp Pro Ser Lys Asp Leu val Ala Glu Ile Gln Lys Gln
820 825 830

Gly G61n Asp GIn Trp Thr Tyr 6In Ile Tyr GIn Glu Pro Phe Lys Asn
835 840 845

Leu Lys Thr Gly Lys Tyr Ala Arg Lys Arg Ser Ala His Thr Ash Asp
850 855 860

val arg GIn Leu Ala Glu val val Gln Lys val ala Met Glu Ser Ile
865 870 875 880

val Ile Trp Gly Lys Thr Pro Lys Phe Lys Leu Pro Ile Gln Lgs Glu
885 890 895

Thr Tep Glu Thr Trp Trp Met Asp Tgr Trp Gln Ala The Trp Ile Pro
900 905 910

Glu Trp Glu Phe val Asn Thr Pro Pro Leu val Lys Leu Trp Tyr GIn
915 920 925

Leu Glu Lys Asp Pro Xle Leu Gly Ala Glu Thr Phe Tyr val Asp Gly
930 935 940

Ala Ala asn Arg Glu Thr Lys Leu Gly Lys Ala Gly Tyr val Thr Asp
945 950 Y 955 960

arg Gly Arg GIn Lys val val ser Leu Thr Glu Thr Thr Asn Gln Lys
965 970 975

Thr Glu Leu His Ala ITe Leu Leu Ala Leu Gln Asp Ser 618 ser Glu
980 98s 99

val Asn Ile val Thr Asp ser GIn Tyr Ala Leu Gly Ile Ile Gln Ala
995 1000 1005

GIn Pro_ Asp Arg Ser Glu ser Glu Leu val asn GIn Ile Ile Glu
1010 1015 1020

51



Lys
His
ser
Gln
Ser
ser
val
Glu
Ile
Tyr
His
Ala
Asn
_Lys
Thr
Gly

Ile

Leu
1025

Lys
1040

1070
1085
Cys

1%00

ASp
1115

Gl
1130

Glu
1145

Phe
1160

Thr
1175

Cys
1190

Pro
1205

Lys
1220
A1a
1235

Ala
1265

Ile

Gly

Ile

Asp

Phe

Asp

Cys

Lys

Ala

Leu

Ala

Trp

Gln

Ile

val

Ile

Thr

Gly

Ile

Arg

His

Asn

Lys

ser

val

Glu

Leu

ASD

Trp

ser

Ile

Gln

Gly

ASp
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Lys
Gly
Lys
Glu
Leu
Cys
Pro
Ile
val
Lys
Giy
Ala
Gln
Gly
Met
Gly

Ile

ASp

Gly

val

Arg

Pro

Gln

Gly

Leu

Ile

Leu

Ser

Asn

Gly

GIn

Ala

Tyr

Gln

Lys
1030

Asn
1045

Leu
1060

Tyr
1075

Pro
1090

Leu
1105

Ie
1120

val
1135

Pro
1150

Ala
1165

Asn
11380

Ile
1195

val
1210

val
1225

val
1240

ser
1255

Thr
1270

Ile

Glu

Phe

His

Ile

Lys

Trp

Ala

Ala

Gly

phe

Gln

val

Arg

Phe

Ala

Lys

52

Tyr

Gln

Leu

Ser

val

Gly

Gln

val

Glu

Arg

Thr

GIn

Ala

Asp

Ile

Gly

Glu

Leu

val

ASp

Asn

Ala

Glu

Leu

His

Thr

Trp

ser

Glu

ser

Gln

His

Glu

Leu

Ser

Asp

Gly

Trp

Lys

Ala

Ala

val

Gly

Pro

Ala

Fhe

Met

Ala

Asn

Arg

Gln

Trp
1035

Lys
1050

Ile
106S

Arg
1080

Glu
1095

Met
1110

1125

Ala
1140

Gln
1155

val
1170

Ala
1185

Gly
1200

Ash
1215

Glu
1230

Phe
1245

Ile
1260

Lys
1275

val

Leu

Asp

Thr

Ile

His

Thr

Ser

Glu

Lys

val

Ile

Lys

His

LYyS

Ile

Gln

Pro
val
Lys
Met
val
Gly
His
sly
Thr
val

Lys

Pro

Glu

Leu

Arg

Asp

Ile

Ala

ser

Ala

Gln

Leu

Tyr

Ala

val

Ala

Tyr

Leu

Lys

LYyS

Ie

Thr



Lys

Ile

val

Lys

Asp

Lys

Arg

Ser

Asn

val

Tyr

Gly

Asp

Asn

Trp

Ala

His

Asp

Ile
1280

Trp
1295

val
1310

Ala
1325

30

Trp
1355

Met
1370

Gln
1385

Ash
1400

Lys
1430

Leu
1445

Leu
1460

Tyr
11?5

Cys
1490

Thr
1505

Gln
Lys
Ile
Lys
val
sSer
Arg
Asp
Pro
Rhe
Gly
Asp
Trp
Thr
Phe
Glu
Met

Arg

Ash

Gly

GlIn

Ile

Ala

LysS

Arg

Leu

Ser

Pro

Ala

Gly

val

Pro

Lys

Gly

ASp

Leu

Phe

Pro

Asp

Leu

Gly

Gly

Ala

Asp

cys

val

fhe

Leu

Tyr

Gly

Leu

Glu

Asp

Ala
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Arg

Ala

Asn

Arg

Arg

Ser

Pro

Lys

val

Arg

ASp

Ile

His

Pro

val

Asn

Glu

Leu

val
1285

Lys
1300

ser
1315

Asp
1330
Gln

1345

Ile
1360

Ala
1375

His
1390

Trp
1405

Pro
1420

Leu
1435

Tyr
1450

Thr
1465

Pro
1495

Asn
1510

Glu
1525

Lys

Tyr

Leu

Asp

Tyr

Asp

val

Ala

Gly

Leu

Gln

ser

ser

Gln

val

Met

Ser

Arg

His

53

Tyr

Leu

Ile

Gly

Glu

Gly

Ala

Ala

Glu

val

His

Arg

Gly

Arg

Glu

Leu

Glu

Arg

Arg

Trp

Lys

Lys

ASp

Trp

Pro

Ile

Ala

Pro

Phe

LysS

Tyr

Tyr

Pro

Leu

val

Ala

Asp
Lys
val
Gln
Arg
Pro
Gly
Thr
Gln
Leu
Leu
Arg
Phé
Pro
Asp
His
Leu

Gln

ser
1290

val
1320

Met
1335

ser
1350

Glu
1365

val
1380

Ser
1395

Glu
1410

Ar
1425
LyS
1440
Gin
1455

Pro
147¢Q

Leu
1485

Glu
1500

Pro
1515

Ile
1530

Glu

Arg

Glu

Pro

Ala

Met

Ile

Gly

Ser

Glu

Pro

Glu

Glu

ASp

Thr

val

Ile

Trp

Lau

Asp

Gly

Arg

Gly

Gly

Arg

Ala

Asn

Glu

Met

Lys

Ile

Trp

Phe

Glu

Cys

Lys

His

Pro
Ala
Arg
Asp
Gly
Glu
Ya1
Itle
Glu
Thr
Gly
Leu
GIn
Gly
Lys
Gin
Phe

Pro



ES 2609418 T3
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54

1535 1540 1545
Glu Phe Tyr Lys Asp Cys
1550

<210> 5

<211> 2025

<212> ADN

<213>VIH

<400> 5
atgagggtga tggagatcca gcggaactgc cagcacctge tgagatgggg catcatgatc 60
ctgggcatga ttatcatclg cagcaccgoe gacaacctgt gggtgaccgt gtactacggce 120
gtgcctgtgt ggagagaigC cgagaccace ctottctgcg ccagcgacge caaggcctac 180
agcaccgaga agcacaatgt gtgggecacce cacgcetgeg tgcctaccga tcccaaccct 240
caggagatcc ccctggacaa cgtgaccgag gagttcaaca tgtggaagaa caacatggtg 300
gaccagatgc acgaggacat catcagcctg tgggaccaga goctgaagoe ctgegtgcag 360
ctgaccccoce tgtgcgtgac cctgaactgc agcaacgoca gagtgaacgc caccttcaac 420
tccaccgagg acagggaggy catgaagaac tgcagcttca acatgaccac cgagcotgcegg 480
gataagaagc apcaggtgta cagcctgttc taccggetgg acatcgagaa gatcaacage 540
agcaacaaca acagcgagta ccggetggtg aactgceaata ccagcgecat cacccaggec 600
tgccctaagg tgaccttoga goccatccce atccactact gegococtge cggottogec 660
atcctgaagt gcaacgacac cgagttcaat ggcaccggcc cctgeaagaa tgtgagcacc 720
gtgcagtgca cccacgygcat caageccgtg gtgtccaccc agetgcetgot gaacggeage 780
ctggccgaga gagaagrgcy gatcaggage gagaacatcg Ccaacaacgc caagaacatc 840
atcgtgcagtr togccagoce Cgtgaagarte aactgcatce ggcccaacaa caatacccyg 900
aagagct aca gaatcggccc tggocagace ttctacgcca ccgacattgt gggcgacatc 960
agacaggccc actgcaacgt gtccaggacc gactggaaca acaccctgag actggtggec 1020
aaccagctge ggaagtactt cagcaacaag accatcatct tcaccaacag cagcggegga 1080
gacctggaga tcaccaccca cagettcaat tgtggeggeg agttcttcta ctgcaacacce 1140
tccggectgt tcaatagcac Cctggaccace aacaacatgc aggagtccaa cgacaccagce 1200
dacggcacca tcaccectgec ctgecggate aagcagatca tccggatgtg gcagcgogtg 1260
ggccaggeca tgtacgccee tcccatcgag dggegtgattc gotgogagag caacat;acc 1320
ggcctgatec tgaccagaga tggeggcaac aacaattcecg <€caacgagac Cttcagacct 1380
gocggcgygag atatccggga caactggcgg agcgagctgt acaagtacaa ggtggtgaag 1440
atcgagcecc tgggegtgge ccccaccaga gccaagagaa gagtggtgga gégggagaag 1500
agagccgtgg gcatcggoge cgtgtttctg ggettectgg gagocgecgg atctacaatg 1560
ggagccgoeca gocatcaccoct gaccgtgcag gcocagacagc tgctgagegg catcgtygcag 1620
cagcagagca atctgctgag agccatcgag gocccageage agetgctgaa getgacagtg 1680



tggggcatca
cagctcctyg
aatagcagct
tgggacaagg
aaccagcagg

aactogtteg

ES 2609418 T3

agcagctgca ggccaggotg

gratctygggg ctgcagcegyc

ggagcaacaa gagctacgac

agatrcagcaa ctacaccgac

agaagaacga gcaggatctg

acatcagcaa gtggctgtgog

ctggccgtgy
aagctgatct
gacatctggc
atcatctaca
ctggccctygy

tacatcagat

agagatacct
gcaccaccaa
agaacatgac
gcctgatcga
acaagtgggc
cttga

gagggaccag
cgtgccctay
ctggctgcag
ggagagccag
caacctgtgg

1740
1800
1860
1920
1980
2025

<210> 6

<211> 674
<212> PRT
<213>VIH

<400> 6

Tet Arg val met g1u ITe GIn Arg Asn igs Gln His Leu Leu é;g Trp

Ile Ala

30

Ile The

25

Ile Ile Ile ser

20

Gly Met Leu Gly Met Cys ASp ASn

val Thr val val val Ala Glu

35

Gl
40y

Leu Trp Tyr Tyr Pro Trp Arg

45

Asp

Thr Ala Ala Ala ser Thr Glu

50

Thr Leu Phe Cys ser Asp Lys Tyr

60

Lys

Thr Ala val Thr

70

Pro
80

Pro Pro Asn

75

g;s Asn val Trp Ala His Cys Asp

Thr clu Glu Phe Asn Met

20

GIn Glu Ile Leu val

85

Pro AsSp Asn Trp

Lys
95

Ile Ile Leu

110

Glu ser

105

val GIn His

100

Asn Asn Met Asp Met Asp Trp Asp

GIn Thr val Thr

120

GIn Leu Pro val Pro Leu Leu

115

ser Lys Cys Leu Cys

Phe Asn Ser Thr Glu

140

val Ala Thr

135

Asn ser Asn Ala Arg Asn Asp

130

Met Thy Thr Glu

155

Glu Gly Met Asn Phe Leu

150

Arg Lys ser Asn Arg

Cys
160

Ile Glu

175

Phe
170

GIn val

165

Asp Lys Lys Gln Tyr Ser Leu Tyr Arg Leu Asp

val
190

Ile Ser Asn Glu Leu AsSn

180

Asn ser ser Cys

185

Lys Asn Asn Tyr Arg

asn Thr ser Ala Ile Thr GIn Ala Cys Pro Lys val Thr Phe Glu Pro

55



Ile

Asn

225

val

Leu

Ile

Lys

Ile

305

Arg

Arg

Ile

Phe

Asn

385

Ash

Trp

Ile

Gly

Ile
465

Pro
210
AsSp
Gin

Asm

Ala

Gly

Gln

Leu

Phe

Asn

370

ser

Gly

GlIn

Arg

Asn

450

Arg

195

ITe

Thr

Cys

Gly

Asn

275

Asn

Pro

Ala

val

Thr

355

Cys

Thr

Thr

Arg

Cys

Asn

AsSp

His

Glu

Thr

ser

260

Asn

Cys

Gly

His

Ala

340

Asn

oly

Trp

Ile

val

420

Glu

Asn

Asn

Tyr

Phe

His

245

Leu

Ala

Ile

Gin

Cys

325

ASnh

Ser

Gly

Thr

405

Gly

Ser

Ser

Trp

ES 2609418 T3

Cys

ASn

230

Gly

Ala

Lys

Arg

Thr

310

Asn

GIn

ser

Glu

Thr

390

Leu

Gln

Asn

Ala

Ala

215

Gly

Ile

Glu

Asn

Pro

295

Phe

val

Leu

Gly

Phe

375

Asn

Pro

Ala

Ile

Asn

455

Ser

200

Pro

Thr

Lys

Arg

Ile

280

Asn

Tyr

Ser

Arg

ASn

Cys

Met

Thr

440

Glu

Glu

56

Ala
Gly
Pro
Glu
265
Ile
Asn

Ala

Arg

ASp
Tyr
Met
Arg
Tyr
425
Gly

Thr

Leu

Gly

Pro

val

250

val

val

Asn

Thr

Thr

330

Tyr

Leu

Cys

G1n

Ile

410

Ala

Leu

Phe

Tyr

Phe
Cys
348
val
Arg
Gin
Thr
AS

31

Asp
Phe
Gliu
Asn
Glu
395
Lys
Pro
Ile

Arg

Lys
475

ala

220

Lys

ser

Ile

Phe.

Ar

30

Ile

Trp

ser

Iie

Thr

380

Ser

GIn

Pro

Leu

Pro

460

Tyr

205

Ile

AsSn

Thr

Arg

Ala

285

Lys

val

Asn

Asn

Thr

365

sSer

Asn

Ile

Ile

Thr

445

Gly

Lys

Leu

val

Gln

ser

270

Ser

Ser

Gly

Asn

Lys

350

Thr

Gly

ASp

Ile

Glu

430

Arg

Gly

val

Lys

Ser

Leu

255

Glu

Pro

Tyr

AsSp

Thr

335

Thr

His

Leuw

Thr

Arg

415

Gly

ASD

Gly

val

cys

Thr

240

Leu

Asn

val

Arg

Ile

320

Leu

Ile

ser

Phe

ser

400

Met

val

Gly

Asp

480



10

Ile Glu
Glu Arg
Leu Gly
val Gln
Leu Leu
545

Trp Gly
Leu Arg
Ile Cys
Tyr Asp

6

Ile Ser
625

Asn GIn

Ala Asn

Arg ser

<210>7
<211> 1545
<212> ADN
<213>VIH

<400> 7

Pro

Glu

Ala

515

Ala

Arg

Ile

Asp

Thr

595

Asp

Asn

Gln

Leu

Leu

LysS

500

Ala

Aarg

Ala

Lys

Gin

580

Thr

Ile

Tyr

Glu

Gl

a8t
Arg
Gly
Glin
Ile
Gln
565
Gln
Asn
Trp
Thr
Lys

645

Asn

ES 2609418 T3

val

Ala

Ser

Leu

Leu

Leu

val

Gln

Trp

Ala

val

Thr

Leu

535

Ala

Gin

Leu

Pro

AsSn

615

Ile

Glu

Phe

atgaaaglt9a aggagaccag gaagaattat

cttgggatgt
gtacctgtgt
gatacagagg
caagaagtag

tgatgatctg tagtgctgca

ggaaagaagc aactaccact

tacataatgi ttgggccaca

tattgggaaa tgtgacagaa

Pro
Gly
Met
520
ser
Gln
Ala
Gly
Trp
Met
Ile
Gln

Asp

Thr

Ile

505

Gly

Gly

Gln

Arg

Ite

585

Asn

Thr

Tyr

ASpP

Ile
665

Ar

490
Gly
Ala
Ile
Gln
val
570
Trp
Ser
Trp
sSer
Leu

650

ser

Ala

Ala

Ala

val

Leu

555

Leu

Gly

ser

Leu

Leu

635

Leu

Lys

Lys

val

Ser

GlIn

540

Leu

Ala

Cys

Trp

GlIn

620

Ile

Ala

Trp

cagcacttgt ggagatggag

gaacaattgt gggtcacagt

ctattctgtg catcagatgc

catgcctgrg tacccacaga

tattttaaca tgtogaaaaa

57

Arg

Phe

Ile

525

Gln

Lys

val

ser

ser

605

Trp

Glu

Leu

Leu

Arg

Leu

510

Thr

Gln

Leuw

Glu

Gly

Asn

Asp

Glu

Asp

Trp

val
495
Gly
Leu
Ser
Thr
Arg
575
LyS
Lys
Lys
ser
LysS
6%5

Tyr

caccatgctc

ctattatgog

taaagcatat

cCccaaccca

taacatggta

val

Phe

Thr

Asn

val

560

Tyr

Leu

Ser

Glu

Gln

640

Trp

Ile

120
180
240
300
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gaccagatgc
ttaaccccac
accactagta
aatatcacca
gatgtagtac
aggttgatac
ccaattcccea
acgtttgatg
aggccagtag
attagaxcty
gtagcaatta
gggagagcect
cttagtagag
tttgggaata
catagtttta
a;ttggaatg
agaataaaac
atcggaggac
ggtaccgaag
atgagggaca
ggagtagcac
<210> 8
<211> 514

<212> PRT
<213>VIH

<400> 8

Met Lys

Gly Thr
Leu Trp

Thr
50

Thr

His
65

Ash

atgaggatat
tctgtottac
atggttogac
caagcataag
caatagatga
attgtaacte
tacattattg
gaaaaggact
tgtcaactca
acaatttcat
attgtacaag
tttatgcagce
cacaatggaa
aaacaataaa
atrgtggagg
gtactgaagg
aaattataaa
aaattagatg
ggaatgggac
attggagaag

ccaccagggc

val Lys

Met Leu
20

val Thr

35

Leu Phe

val Trp

Glu

Leu

val

Cys

Ala

ES 2609418 T3

aatcagttta
tttagattge
aggagaaata
agataaggty
tgataatgct
ctcagtcatg
tgcceegyct
atgtacaaat
actgctgtta
ggacaatact
acccaacaac

aagaaaaata

‘taacacttta

atttaatcaa
ggaattttte
aaataacact
catgtggcag
ttcatcaaat
agagaatgag
tgaattatat

aaagagaaga

Thr Arg

cly Mmet

Tyr Tyr

Ala ser

55

Thr
70

His

tgggatcaaa
gatgatgtga
aggaaaggag
Caaaaagaat
actraccaaaa
acacaggcect
ggttttgcga
gtcagcacag
aatggcagtc
aaaaccataa
aatacaagaa
ataggagata
aaacagatag
tcctcaggag
tactgtgata
gaaggaaata
gaagtangaa
attacaggge
acagagatct

aaarataaag

gtggtgcaga

LYS ASh

Met
25

Leu

Gly val

40

Asp Ala

Ala Cys

58

gcttgaagec
ataccactaa
aaataaaaaa
atgcactett
ataaaactac
gtccaaagot
ttctgaagtyg
tacaatgtac
tagcagaaga
tagtacagct
aaggtataca
taagacaagc
ttataaaatt
gggacccaga
caacacaact
gcacaatcac
aagcaatgta
tgctattaac
tcagacctgg
tagtaaaagt

gataa

Tyr GIn His

10

Ile Cys ser

Pro val Trp

Lys Ala Tyr
60

val pPro Thr
75

atgtotaaaa
tagtactact
ctgctctttt
Ttataacctt
tagaaacttt
atcatttgaa
taacaataag
acatggaatt
agaggtagta
gaatgaatct
tataggacca
acattgtaac
aagagaacac
aattgtaagy
gtttaatagt
actcccatgt
tgccectecc
aagapgatggt
aggaggagat
tgaaccacta

360
420
480
340
600
660
720
780
840
500
960
1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1545

Leu Trp Arg Trp
15

Ala Ala Glu G1n

30

Lys Glu
45

Ala Thr

Asp Thr Glu val

ASp Pro Asn Pro
80



Gln
Asn
Gln
Asp
Gly
Asn
Phe
Lys
val
His
Thr
Thr
Ser
Asn
53
Gly

Ala

G6lu
AsSn
Ser
Cys
1’50
Trp
Ile
TYr
ASm
Met
210
Tyr
Phe
His

Leu

Thr

290

Thr

Arg

His

val

Met

Leu

115

ASp

Thr

Thr

Asn

Cys

Asp

Gly

Ala

Lys

Arg

Ala

Cys

val

val

100

Lys

Asp

Gly

Thr

Leu

180

Thr

GIn

Ala

Gly

Ile

260

Glu

Thr

Pro

Fhe

Asn
340

Leu

85

Asp

Pro

val

Glu

ser

165

Asp

Thr

Ala

Pro

Lys

245

Arg

Glu

Ile

Asn

Tyr

325

Leu

ES 2609418 T3

Gly
Gln
Cys
Asn
Ile
150
Ile
val
Arg
Cys
Ala
230
Gly
Pro
Glu
Ile
ASn
310

Ala

Ser

AsSn

Met

val

Thr

135

Arg

Arg

val

Asn

Pro

215

Gly

Leu

val

val

val

295

Asn

Ala

Arg

val
His
Lys
1%0
Thr
Lys
ASp
Pro
Phe
200
LyS
Phe
Cys
val
val
280
GIn
Thr

Arg

Ala

59

Thr

Glu

105

Leu

Asn

Gly

Lys

Ile

185

Arg

val

Ala

Thr

Ser

265

e

Leu

Arg

Lys

GIn
345

Glu

90

Asp

Thr

Ser

Glu

val

170

AsSp

Leu

ser

Ile

Asn

250

Thr

Arg

Asn

Lys

Ile

330

Trp

Tyr

Ile

Pra

Thr

Ile

155

Gln

Asp

Ile

Phe

Leu

235

val

Gin

ser

Glu

Gl

31

Ile

Asn

Phe

Ile

Leu

Thr

140

Lys

Lys

Asp

His

Lys

Ser

Leu

Asp

Ser

300

Ile

Gly

AsSh

Asn

ser

Cys

125

Thr

Asn

Glu

Asn

CYs

205

Pro

Cys

Thr

Leu

Asn

285

val

His

Asp

Thr

Met

Leu

110

val

Thr

Cys

Tyr

Ala

190

Asn

Ile

Asn

val

Ley

270

Phe

Ala

Ile

Ile

Leu
350

Trp

95

Trp

Thr

Ser

Ser

Ala

175

Thr

sSer

Pro

Asn

Gln

Asn

Met

Ile

Gly

Arg

LyS

Lys
AsSD
Leu
Asn
e
Leu
Thr
ser
Ile
et
Cys
Gly
ASp
Asn
320

Gln

Gln
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<210>9

Ile val

GIn
370

Asn

Cys Gly

385

Thr Trp

Thr Leu
Gly

Lys

Asny
450

ser

Asn
465

Gly
Met Arg
Glu

val

Gln Arg

<211> 2178
<212> ADN
<213> Mycobacterium tuberculosis

<400> 9

Ite
355
ser
Gly
ASN
Pro
Ala
435
Ile
Thr

ASp

Pro

Lys

sSer

Glu

Gly

Cys

Met

Thr

Glu

Asn

Leu
500

Leu
Gly
Phe
Thr
405
Arg
Tyr
Gly
Asn
Tr

418

Gly

ES 2609418 T3

Arg

Gly

Phe

390

Glu

Ile

Ala

Leu

Glu

470

Arg

val

Glu

Asp

375

Tyr

Gly

Lys

Pro

Leu

455

The

Ser

Ala

-Pro

atgcatcaca cggccgcgtc

attccgatcg
accgttcata
ggcgcacgag
ggcgacgtga
gcgcttaacy
ggcacgcgta
ttcggggegt
tcgergotgg

ggcaggecgat
tcgggectac
tccaacgegt
tcaccocggt
ggcatcatec
cagggaacgt
taccaccgga

ccgecggetea

Cgataacttc
ggcgatcgeg
cgccttcete
gg9tcgggagce
cgacggcoct
cggtgacgte
gacattggcc
gatcaactce

gatgtoggac

His Phe

360

Glu
Cys Asp

Asn AsSn

Gly

Ile

Thr

Thr

Asn Lys

val Arg

Thr Gln

395

G6lu Gly

410

Ile
425

GIn

Pro Ile

440

Leu Thr

Glu Ile
Glu

Leu

Thr
505

Fro

cagctgtccc
ggccagatcc
ggcttggygto
gcrecggedg
ccgatcaact
atctcggtga
gagggaccec
gCyaggatgt
agcgtgocga

60

Ile

Gly

Arg

Phe

Asn Met

Gly GIn

Gly
460

Asp

Arg Pro

475

Lys Tyr

Ala Lys

agggtgggca
gatcgggtoy
ttgtcgacaa
caagtctcgg
cggcecaccge
cctggcaaac
cggccgaatt
acgeegyeec

gtgacctgtt

Thr

365

His

Leu

Asn

Trp

Ile

445

Gly

Gly

Lys

Arg

Ile

ser

Phe

s5er

GlIn

430

AFQ

Thr

Gly

val

Arg
510

LyS

Phe

Asn

Thr

415

Glu

Cys

Glu

Gly

val

495

val

gggattcgcc
ggggtcaccc
caacggcaac
catctccacc
gatggcggac
taagtcgygc
catggtggat
gggtrcggec
ttcggecgey

Phe

Asn

Ser
400

Ile

val

Ser

Gly

Asp
480

Lys

val

120
180
240
300
360
420
480
540
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tcggcgEttc
ggtcrgatgg
gccgagctga
ctgacggtgce
accaacctct
atgtgggccc
gcgacgttygce
caggccgccg
gtgccccagy
ctgggtggcc
atggccaaca
tcgatgttga
aacgggotcc
goggtggccy
tgggccgcgg
accagcgecg
ggcgccaggg
atgccgcatt
gcecgacttec
gtggtcaaca
gtcatcgatc
atcaatgocqgt
cgcacccagg
atcggtggcg
ggcggaacgc
tcggattcoc
atccageeco

aacacggccg

agtcggtggt
tggcggcyge
ccgecgecca
cceegecggt
tggggcaaaa
aagacgccgc
tgccgttcga
cggtcgagga
cgctgcaaca
tgtggaagac
accacatgte
agggctitgc
gggcgatgag
ccaacttgog
ccaaccaggc
cggaaagagg
€cggtgatgg
ctccgocage
ccgegetgec
tcaacaccaa
ccaacggtgt
tcagcgtcgg
atgtcgcgot
gcgtcgcggt
cccgtygcggr
tpaccggtge
gtgatgcgag
cgtcctag

<210> 10

<211>725

<212> PRT

<213> Mycobacterium tuberculosis

<400> 10

ES 2609418 T3

ctogggtctg
ctcgecgtat
gotccggott
gatcgccgag
caccccgocyg
cgcgatgtet
ggaggcgecyg
ggcctccgac
gctggcccag
gotctcgecyg
gatgaccaac
tccggegycy
ctcgetggge
tcoggcggcc
agtcaccccg
gcccgggcag
gctcagtggr
cggcgatatc
cctegacecy
actgggctac
cgtgctgacc
ctccggccaa
gctgcagetyg
tggtoagcec
gcctggcagy
Cgaagagaca

cgggeccgtc

acggtggggt
gtggcgtgga
gctgcggcgg
aaccgtgetg
atcgcggtca
goctacgcceg
gagatgacca
accgcecgogyg
cccacgcagg
catcggtcgce
tcgagtgrgt
gcogeecagyg
agcrcgetgy
tcgotcggtt
gcggcgcggg
atgctggycyg
gtgctgegtg
gccecgeeygg
tccgegatgg
aacaacygccg
aacaaccacg
acctacggcy
cgcggtgccg
gtcgtegega
gtggtcgege
ttgaacgqgt

gtcaacggcce

cgtggatagy
tgagcgtcac
cctacgagac
aactgatgat
acgaggccga
cggcgacggc
g9cgcgggtay
cgaaccagtt
gcaccacgec
cgatcagcaa
cgatgaccaa
ccgtgcaaac
gtrcttcgyy
cgttgtcggt
cgctgccget
ggctgccggt
TECCOCCyco
ccttgtcgca
tcgceccaagt
tgggcgccgg
toatcgcgyg
tcgatgtggt
gtgocectgec
tgggcaacag
tcggecaaac
tgatccagtt
taggacaggt

ttcgtcggcg
€gc<ggggcag
ggcgtatogg
tctgatageg
atacggcgag
gacggcgacg
gctectegag
gatgaacaat
Ttcticcaag
catggtgtcyg
caccttgagc
cgcggegcaa
tctgggcggt
gcegeagacc
gaccagcctg
ggggcagatg
acccratogty
ggaccaggttc
ggggccacag
gaccggcatc
cgccaccpac
cgggtatgac
gtcggcggcg
cggtgggcagy
cgtgcaggcyg
cgatgccgeq
ggtcggtatg

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
2178

Met His His Thr Ala Ala ser Asp Asn Phe GIn Lev Ser GIn Gly Gly
1 5 ' 10 15

Gin Gly Phe Ala Ile Pro Ile Gly GIn Ala Met Ala Ile Ala Gly Gln

61



Ile

Phe

Gln

65

Gly

Ala

val

Leu

Pro

145

Ser

Phe

Gly

Pro

Ala

Leu

Ile

val

Met

Arg

Leu

50

Arg

Asp

Met

Thr

Ala

130

Pro

Lews

5er

ser

Tyr

210

Ala

Thr

Leu

Asn

Phe
290

Ser

35

Gly

val

val

ala

Trp

Glu

Glu

val

Ala

GlIn

val

Ile

Glu

275

Gly

20

Gly

Leu

val

Ile

Asp

100

G6In

Gly

Ile

ala

Ala

180

Ile

Ala

val

Pro

Ala

260

Ala

Tyr

Gly
Gly
Gly
Thr
85
aAla
Thr
Pro
Asn
Ala.
165
ser
Gly
Trp
Arg
Pro
245
Thr

Glu

Ala

ES 2609418 T3

Gly

val

ser

70

Ala

Leu

Lys

Pro

ser

150

Ala

Ala

Ser

Met

val

230

Pro

Asn

Tyr

Ala

ser

val

55

Ala

val

AsSn

ser

ata

135

Ala

GIn

Phe

ser

Ser

215

Ala

val

Leu

Gly

Ala
295

Pro

40

ASD

Pro

ASp

Gly

Gl

12

Glu

Arg

Met

Gln

Ala

200

val

Ala

Ile

Leu

Glu

280

Thr

62

25

Thr

Asn

Ala

Gly

His

105

Gly

Phe

Met

Trp

S5er

185

Gly

Thr

Ala

Ala

Met

Ala

val

Asn

Ala

Ala

90

His

Thr

Met

Tyr

Leu

Ala

Ala

Glu

250

Gin

Trp

Thr

His

Gly

ser

75

Pro

Pro

Arg

val

Ala

155

Ser

val

Met

Gly

Tyr

Asn

Asn

Ala

Ala

Ile

ASh

60

Leu

Ile

Gly

Thr

Asp

Gly

val

Trp

val

Gln

220

Glu

Arg

Thr

Gln

Thr
300

Gly

45

Gly

Gly

AsSn

Asp

Gly

Phe

Fro

Ala

Gly

Ala

205

Ala

Thr

Ala

Pro

ASp

285

Ala

30

Pro

Ala

Ile

ser

val

110

Asn

Gly

Gly

Ser

Lew

1%0

Ala

Glu

Ala

Glu

Ala

270

Ala

Thr

Thr

Arg

Ser

Ala

95

Ile

val

Ala

s5er

Asp

Thr

Ala

Leu

Tyr

Leu

255

Ile

Ala

Leu

Ala
val
Thr
80
Thr
Ser
Thr
Leu
Ala
160
Leu
val
Ser
Thr
Gly
2
Met
Ala

Ala

Leu



Pro

305

GIn

Leu

Gln

Ser

His

385

ser

Thr

Leu

Ala

Asn

465

Thr

val

Arg

Asp

Ala

54§

val

Phe

Ala

Met

Gly

Pro

370

Met

Met

Ala

Gly

Ala

450

Ser

Gly

val

Ile

530

Leu

val

Glu

Ala

Asn

Thr

355

His

ser

Leu

Ala

ser

435

Ser

Ala

Ala

Gln

Pro

515

Ala

Pro

Asn

Glu

Ala

AsSn

340

Thr

Arg

Met

Lys

Gln

420

Ser

val

val

Ala

Met

500

Pro

Pro

Leu

Ile

Ala

val

325

val

Pro

ser

Thr

Gly

Gly

Thr

Glu

485

Gly

Arg

Pro

Asp

AsSh
565

ES 2609418 T3

Pro

310

Glu

Pro

Ser

Pro

Ash

390

Phe

Gly

Leu

Ser

Pro

470

Arg

Ala

Pro

Ala

Pro

550

Thr

Glu

Glu

Gln

ser

Ile

ser

Ala

val

Gly

Leu

455

Ala

Gly

Arg

Tyr

Leu

535

ser

Lys

Met
Ala

Ala

Gly
Pro
Arg
Gly
4

ser
Ala
Pro
Ala
val
520
ser

Ala

Leu

63

Thr

Ser

Leu

345

Leu

Asn

val

Ala

Ala

425

Gly

val

Arg

Gly

Gl

50

Met

Gln

Met

Gly

Ser

Asp

330

Glin

Gly

Met

ser

ATa

410

Met

val

Pro

Ala

Gln

490

Gly

Pro

ASp

val

Tyr
570

Ala

315

Thr

Gln

Gly

val

Met

395

Ala

Ser

Ala

Gln

Leu

475

Met

Gly

His

Arg

Ala

555

AsSn

Gly
Ala
Leu
Leu
ser
380
Thr
Ala
ser
Ala
Ala
460
Pro
Leu
Leu
ser
Phe
540

Gln

ASn

Gly

Ala

Ala

Trp

365

Met

Asn

Gln

Leu

Asn

445

Trp

Leu

Gly

Ser

Pro

525

Ala

val

Ala

Leu

Ala

GlIn

350

Lys

Ala

Thre

Ala

Leu

Ala

Thr

Gly

Gl

51

Ala

Asp

Gly

val

Leu

Asn

335

Pro

Thr

Asn

Leu

val

415

s5er

Gly

Ala

ser

Leu

495

val

Ala

Phe

Pro

Gly

Glu

320

GlIn

Thr

val

Asn

Ser

400

Gln

ser

Arg

Ala

Leu

480

Pro

Leu

Gly

Pro

GlIn

560

Ala



10

Gly Thr

His va’l

Gly GIn
610

val Ala
625

Ile Gly
ser Gly
Ala Leu
Glu Thr

690

Asp Ala
703

Gly Ile val

580

ES 2609418 T3

Ile Asp

Ile Ala Gly Ala Thr

595

Thr Tyr Gly val asp

val

Gly Gly val

Lteu GIn Leu Arg

630

Ala val

645

Gly GIn Gly Gly Thr

660

Gly GIn Thr val

67

Leu Asn Gly Leu Ile

Gly Gly Pro val

Gin

695

val
710

Asn Thr Ala Ala Ser
725§

<210> 11

<211> 1149

<212> ADN

<213> Plasmodium falciparum

<400> 11

atgatgagaa
caggagt atc
gacaacgctg
aactggtata
aacaacggcg
gataacgaga
ccggacccca
gccaatccca
gcaaaccccea
gctaacccaa

gcaaacccta

aacttgccat
agtgctacgg
gaacgaacct
gcctgaagaa
acaacggcag
agcrgeggaa
atgcaaatcc
acgtcgatcc
acgccaatee
atgcaaatcc

acgccaatcce

cctcagegte
aagcagcagc
gtataacgag
gaacagccgg
ggagggcada
gcccaageac
caacgtcgac
taatgccaat
taacgccaac
caatgctaac

taacgcaaac

Pro Asn Gly val val Leu Thr

585

590

Asp Ile Asn Ala Phe Ser val

val

605

Gly Tyr Asg Arg Thr
62

Gly Ala G6ly g]y Leu Pro Ser

Gly Glu pro val

val Ala Met

650

Pro Arg Ala val

Pro Gly Arg
670

Ala Ser Asp Ser Leu Tgr Gly

680

685

Gln Phe Asp Ala Ala Ile Gln

Asn Gly Leu G1§ Gln val
71

agctctttec
aatacaaggg
ctggagatga
tcectgageg
gatgaggaca
aagaaactca
ccaaacgcaa
ccaaatgcca
ccaaatgeca
Ctaaacgrgg

cccaatgeaa

64

700

VaI

Asn

Gly

GIn

Ala

Gl

65

val

Ala

Pro

Gly

tgttcgtgga ggccctettc
tcctgaacga gctcaactat
actactatgyg caagcaggag
agaacgacga cggcaacaac
agagggacgg gaacaacgag
agcagcecge cgacgggaac
accctaacgt ggaccccaac
accctaacge aaatcctaat
acccaaacge taaccccaac
accctaacqe taacccocaac

acccaaacge aaatcccaac

Asn

Ser

Asp

Ala
640

Asn

val

Glu

Gly

Met
720

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
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gctaacccta
gcraatccaa
gccaacccaa
ccgaacgacc
aacaacaacg
agtctgagca
atcaagcccg
aagaagatct

ggccrorga

acgcaaaccc
acgcaaatcc
acgccaatec
ctaatcggaa
aggageeete
ccgagtggte
getccgecaa

gcaagatgga

ES 2609418 T3

caacgccaac
aaacgccaac
taacaagaac
tgtggacgag
cgacaagcac
ccectgetec
caagcecaag

gaaatgcagc

cctaatgeea
ccaaatgcaa
aatcagggea
aacgccaacy
atcaaggaat
gtgacctgcg
gacgagetog
tctgtgttca

accccaatge
accccaacge
acgggcaggg
ccaacagege
acctgaacaa
gcaacggcat
actacgccaa

acgtcgtgaa

taacceccaac
taatcccaac
Ccataacatyg
cgtygaagaac
gatccagaac
CCaggtgagg
cgacatcgag

ctccgccatc

<210>12
<211> 382
<212> PRT

<213> Plasmodium falciparum

<400> 12

Met

Glu

Arg

AsSn

Leu

65

Asn

Gly

Leu

val

val

145

Ala

Met

Ala

val

Gilu

30

Lys

Asn

Asn

Lys

130

ASp

Asn

Arg

Leu

Leu

Leu

Lys

Gly

Asn

Gln

115

Pro

Pro

Pro

Lys

Phe

20

Asnh

Glu

Asn

AsD

Glu

100

Pro

Asn

Ash

Asn

Leu
5
Gln
Glu
Met
ser
Asn
85
AsSp
Ala
Ala

Ala

Ala
165

Ala

Glu

Leu

Asn

Arg

70

Gly

ASn

Asp

Asn

Ash

150

Asn

Ile
Tyr
Asn
5%
Ser
Arg
Glu
Gly
Pro
135

Pro

Pro

Leu

GIn

Tyr

Tyr

Leu

Glu

Lys

AsSn

120

AsSn

Asn

ASn

65

Ser

Cys

Asp

Gly

Gly

Gly

Leu

105

Pro

val

Ala

Ala

val

10

Tyr

Asn

Lys

Glu

Arg

Asp

Asp

Asn

Ash
170

ser

Gly

Ala

Gln

Asn

75

Asp

Lys

Pro

Pro

Pro

155

Pro

Ser

Ser

Gly

Glu

60

Asp

Glu

Pro

Asn

Asn

140

Asn

Asn

Phe

ser

Thr

45

Asn

ASp

AsSp

Lys

Ala

125

Ala

Ala

Ala

Leu

ser

30

Asn

Trp

Gly

Lys

His

110

Asn

Asn

Asn

Asn

Phe

15

Asn

Leu

Tyr

Asn

Arg

95

Lys

Pro

Pro

Pro

Pro
175

720
780
840
900
960
1020
1080
1140
1149

val

Thr

Tyr

Ser

Asnh

80

Asp

Lys

Asn

Asn

Asn

160

Asn



10

Ala Asn Pro Asn Ala
180

val Asp Pro Asn Ala
195

Ala Asn Pro Asn ala
210

Ala Asn Pro Asn Ala
Ala Asn Pro Asn Ala

Ala Asm Pro Asn Ala
260

Gly Asnm Gly G1n Gly
27

Asp Glu Asn Ala Asn
290

Glu Pro Ser Asp Lys
305

Ser Leuw Ser Thr Glu

Ile ¢In val arg 1le
34

Leu Asp Tgr Ala Asn
355

Cys ser ser val Phe
370
<210> 13
<211> 1275
<212> ADN

<213> Plasmodium falciparum

<400> 13

ES 2609418 T3

AsSn
AsSn
Asn
Asn
230
Ash
Asn
His
Ala
His
310
Trp
Lys

Asp

Asn

Pro

Pro

Pro

215

Pro

Pro

Pro

Asn

Asn

295

Ile

ser

Pro

Ile

val
375

atgatggetc ccgatcctaa tgcaaatcca

aatcctaatg caaaccccaa tgcaaatccet

aatccaaatg caaacccaaa cgcaaaccce

@atccaaatg caaacccaaa tgcaaaccca

dacaatcaag gtaatggaca aggtcacaat

Asn Ala Asn Pro Asn
185

Asn Ala Asn Pro Asn
200

Asn Ala Asn Pro Asn
220

Asn Ala Asn Pro Asn
235

Asn Ala Asn Pro Asn
250

Asn Ala Asn Pro Asn
265

Met Pro Asn Asp Pro
280

Ser Ala val Lys Asn
300

Lys Glu Tyr Leu Asn
315

Pro Cys Ser val Thr
330

Gly Ser ala Asn Lys
345

Glu Lys Lys Ile Cys
360

val asn ser Ala Ile
380

aatgcaaacc caaacgcaaa
aatgcaaatc ctaatgcCcaa
aatgcaaatc ctaatgccaa
aatgcaaacc ccaatgcaaa

atgccaaatq acccaaaccg

66

Ala

Ala

205

Ala

Ala

Ala

Lys

Asn

285

Asn

Lys

Cys

Pro

Asn
190
Asn
Ash
ASn
Asn
Asn
270
Arg
Asnh
Ile
Gly
Lys
3%0
Mat

Leu

Pro

Pro

Pro

Pro

Pro

Asn

Asn

Asn

Gln

Asn

335

Asp

Glu

ccccaatgea

tccaaatgca

tccaaatgea

tcctaataaa

aaatgtagat

Asn

Asn

Asn

Asn

240

AsSn

GlIn

val

Glu

ASN

320

Gly

Glu

Lys

60
120
180
240
300



10

gaaaatgcta
cacataaaag
agtgtaactt
aaagacgaat
tccagtgtygt
aacatcacat
acaagaatcc
gggggatcac
ACCTCCRGLC
ttccrcttca
atgrtgecocg
acctgcacga
acggatggaa
tgggaotgag
ttcgtagggc
ccaagtctgt
tgggtataca

atgccaacag
aatatttaaa
gtggaaatgg
tagattatgc
ttaatgtcgt
caggattcct
tcacaatacc
ccgtgtgtct
ctccaatteg
tectgotget
tttgtectet
ctcctgetea
attgcacctg
ccrcagtcco
tttccceccac
acagcatcgt

Tttaa

ES 2609418 T3

tgctgtaaaa
caaaatacaa
tattcaagtt
aaatgatatt
aaatagttca
aggacccctg
gcagagtcta
tggccaaaat
tcctgatrat
atgcctcatc
aattccagga
aggcaactct
tattcccate
tttctcttgg
tgtttggctt

gagtcccttt

<210> 14

<211>424

<212> PRT

<213> Plasmodium falciparum

<400> 14

Met Met Ala Pro gsp Pro Asn

Ala
20

Asn Pro Asn Asn Pro Asn

Asn Ala

33

Asn Pro ASh Pro Asn

Pro Asn Ala Asn Pro Ash
50 55

Asn

Asn Pro Asn Ala Asn Pro
65 70

Asn

Asn Asn Glin Asn Gln

&5

Gly Gly

Arg Asn val Asp Glu Asn Ala

aataataata
aattctcett
agaataaagc
gaaaaaaaaa
ataggattag
ctcgrgttac
gactcgtggt
tcgcagtoce
cgctggatgr
ttcttattog
tcaacaacaa
atgtttccct
ccatcgrect
ctcagtttac
tcagctatht

ataccgetgt

Ala Asn

Ala Asn

25

Ala
40

Ash
Ala Asn
A1a.Asn
His

Gly

Ala
105

Asn

67

pro

10

Pro

Pro Asn

Pro

Pro

Asn

20

Asn

acgaagaacc
caactgaatg
ctggetetge
tttgtaaaat
ggcctotgac
aggcogogtt
ggacrtctct
caacctccaa
gtctocgacy
ttecttctgga
CCaatacgyy
catgttgcty
gggcrrIcge
tagtgccatt
ggatgatgtg
taccaatttt

Asn Ala

Asn Ala

Ala

Ala
80

Asn

Asn Ala

75

Meft Pro

ser Ala

aagtgataag
gtccccatgt
taataaacct
ggaaaaatgt
gaacatggag
tttcttgtto
caattttcta
tcactcacca
tttrtatcata
ttatcaaggt
accatgcaaa
tacaaaacct
aaaataccta
tgttcagtag
gtatiggggg
cttitgtctc

Asn Pro Asn

Pro Asn

30

Asn

Asnh Pro Asn

45

Asn Pro Asn

Asn Pro Ash

Pro
95

ASNn Asp

val Lys Asn

110

360
420
480
540
600
660
720
780
840
900
960
1020
1080
1140
1200
1260
1275

Ala

Ala

Ala

Ala

Asn



Asn

Ile

Gly

LyS

Met

Leu

Pro

Thr

225

Gly

Asn

Met

Leu

365

Thr

Cys

ser

ser

AsSn

Gln

130

Asn

Asp

Glu

Gly

Lew

210

Ile

Gly

His

cys

Ile

290

Pro

Cys

Thr

Trp

370

Glu

115

Asn

Gly

Glu

Lys

Pro

195

Leu

Pro

ser

ser

Leu

275

Phe

Leu

Thr

Lys

Ala

355

Leu

Glu

sSer

Ile

Leu

Cys

180

val

val

GIn

Fro

Pro

260

Arg

Leu

Ile

Thr

Pro

340

Phe

Ser

Pro

Leu

GlIn

Asp

ser

Thr

Leu

sSer

val

245

Thr

Arg

Leu

Pro

Pro

325

Thr

Ala

Leu

ES 2609418 T3

Ser

Ser

val

150

Tyr

Ser

Asn

Gin

Leu

230

cys

Sear

Phe

val

Gly

Ala

Asp

Lys

Leu

ASD

Thr

135

Arg

Ala

val

Met

Ala

215

ASp

Leu

Cys

Ile

Leu

295

ser

GIn

Gly

Tyr

val
375

Lys
120
Glu
Ile
Asnh
Phe
Glu
200
Gly
ser
Gly
Pro
Ile
280
Leu
Thr
Gly
ASn
Leu

360

Pro

68

His
Trp
LyS
Asp
Asn
185
Asn
Phe
Trp
Gln
Pro
265
Phe
Asp
Thr
Asn
i

Trp

Phe

Ile

ser

Pro

1le

170

val

Ile

Phe

Trp

Asn

250

Ile

Leu

Tyr

Thr

Ser

330

Thr

Glu

val

Lys

Pro

Gly

Glu

vail

Thr

Leu

Thr

235

Ser

Cys

Phe

GIn

Asn

315

Met

Cys

Trp

GlIn

Glu

Cys

140

ser

Lys

Asn

ser

Leu

220

ser

Gln

Pro

Ile

Gly

300

Thr

Phe

Ile

Ala

Trp
380

TYyr
125
ser
Ala

Lys

ser

Leu

ser

Gly

Leu

285

Met

Gly

Pro

Pro

Ser

365

Phe

Leu

val

Asn

Ile

ser

190

Phe

Arg

Asn

Pro

Tyr

270

Leu

l.eu

Pro

Ser

Ile

350

val

val

Asn

Thr

Lys

Cys

175

Ile

Leu

Ile

Phe

Thr

255

Arg

Leu

Pro

Cys

Cys

335

Pro

Arg

Gly

Lys

Cys

Pro

160

Lys

Gly

Gly

Leu

Leu

240

Ser

Trp

cys

val

Lys

320

Cys

5er

Phe

Leu
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385

Pro Ser Leu Tyr Ser Ile val Ser Pro Phe Ile Pro Leu Leu P
405 410

ES 2609418 T3

Ser Pro Thr val Trp ggg Ser Ala Ile Trp

Phe Phe Cys Leu Trp val Tyr Ile
420

<210> 15
<211> 3411
<212> ADN
<213> VIH

<400> 15

atggtcattg
cttaatgcat
ttttctgcoc
ggcaggcacc
tgggatcpag
cgcgggtcetg
aacaatccac
aagatagtcce
ccgrtcaggg
gaggtcaaaa
acaattttaa
ggagtcogtyg
gaaacagittt
ctaacggaag
aagataagca
aaggattcaa
gacttttagg
gtcacagtecc
aagraractg
tacaacgtgc
azaatacttyg
gatctctatg
aggcaacatc
cegttcctaa
ctgcecgaaa

tgggcctetce

ttcagaacat
gggtgaaggt
tatctgaggqg
aagccgetat
tgcacceyggt
atattgcagg
caatccegot
gcatgrattc
actatgtcoga
attggatgac
aggctctagg
gaccggggea
cggtcaagct
agaagattaa
agatcgggee
caaaatggcy
aagtccaact
tggatgtagy
cgtttactat
tcccgeaggg
aaccattccg
tgggctogga
tgcttegaty
agatgggcta
aggattcttg
agatttaccc

acagggecaa
cgtggaggaa
cgcaacgccyg
gcaaatgcta
gcacgeegge
aactacgtct
cagagagatc
tccgacttcet
ccgattctat
agaaactcty
accggcegea
taaagccege
taaaccaggg
ggcgctcgta
agagaacceg
aaagcttgta
agggatccca
agacgcatat
accgagcata
ctggaagggg
aaagcagaat
t¢tagaaatt
gggcctcact
cgagctrcat
gaccgtaaat
dggcattaag

atggtccacc
aaggcattce
caagacctta
aaagagacta
ccaattgcac
acccttcagg
tataagaggt
atactggata
aagacccttce
ttggtgcaga
acgctagaag
gtcttacaca
atggatggtc
gagatttgta
tacaatacac
gattttagog
catccagccey
tttagtgtac
aacaatgaaa
tctecggega
ccggatattg
gggcagcatc
actcccgaca
ccggacaagt
gatattcaga

gtccgacage

69

aggcaattag
ccccggaggt
ataccatgct
taaacgaaga
caggccagat
agcagattgg
ggatcatact
tacgcecaagg
gcgcagagea
atgcgaatcc
agatgatgac
tgggcecgat
caaaggtcaa
ctgaaatgga
cggtatttac
aactaaacaa
gtctaaagaa
cgcttoatga
cgccaggeat
tatttcagag
taatttacca
gcactaagat
agaagcacca
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REIVINDICACIONES

1. Una composicion de vacuna que comprende (i) uno o mas primeros polipéptidos inmundgenos que comprenden
uno o mas antigenos del VIH seleccionados de Env, Nef, Gag y/o Pol, o un fragmento inmundégeno; (ii) uno o mas
vectores adenovirales que comprenden uno o mas polinucleétidos heterdlogos que codifican uno o mas segundos
polipéptidos inmundgenos que comprenden uno o mas antigenos del VIH seleccionados de Env, Nef, Gag y/o Pol, o
un fragmento inmundégeno; v (iii) un adyuvante que comprende 3D-MPL y QS21.

2. Una composicion de vacuna segun la reivindicacion 1, en la que uno o mas de dichos uno o mas primeros
polipéptidos inmundgenos es sustancialmente el mismo, o contiene al menos un antigeno que es sustancialmente el
mismo que un antigeno contenido en uno o mas de dichos uno o mas segundos polipéptidos inmundgenos .

3. Una composicién de vacuna segun cualquier reivindicacion precedente, en la que el uno o mas primeros
polipéptidos inmundégenos comprende al menos un epitopo de linfocitos T y/o al menos un epitopo de linfocitos B.

4. Una composicién de vacuna segun cualquier reivindicacion precedente, en la que uno o mas de dichos uno o mas
primeros polipéptidos inmundégenos y uno o mas de dichos uno o mas segundos polipéptidos inmunégenos
comparten uno o mas epitopos de linfocitos B y/o de linfocitos T idénticos.

5. Una composicidon de vacuna segun cualquier reivindicacion precedente, en la que ninguno del uno o mas de
dichos uno o mas primeros polipéptidos inmundgenos es sustancialmente el mismo que o contiene algin antigeno
en comun con uno o mas de dicho uno o mas segundos polipéptidos inmundgenos.

6. Una composicidon de vacuna segun cualquier reivindicacion precedente, en la que uno o mas de los vectores
adenovirales se deriva de un adenovirus humano o un adenovirus de primate no humano.

7. Una composicion de vacuna segun la reivindicacion 6, en la que el serotipo de adenovirus humano esta
seleccionado de Ad1, Ad2, Ad4, Ad5, Ad6, Ad11, Ad24, Ad34 y Ad35 y el serotipo de adenovirus de primate no
humano esta seleccionado de los serotipos de adenovirus de chimpancé Pan5, Pan6, Pan7 y Pan9.

8. Una composicion de vacuna segun la reivindicacion 1, en la que un primer polipéptido inmundgeno es p24-RT-
Nef-p17 y/o un segundo polipéptido inmunégeno es Gag-RT-Nef.

9. La composicion de vacuna de la reivindicacion 8, en la que el uno o mas primeros polipéptidos inmundgenos y/o
el uno o mas segundos polipéptidos inmunégenos comprenden Env.

10. La composicion de vacuna segun cualquier reivindicacion precedente, en la que el adyuvante comprende
ademas CpG.

11. Una composicion de vacuna segun cualquier reivindicacion precedente, en la que el adyuvante contiene una
emulsion de aceite en agua, o en la que el adyuvante contiene liposomas.

12. Una composicidon de vacuna segun cualquier reivindicacion precedente para su uso en fomentar una respuesta
inmunitaria frente al VIH o para su uso en estimular la produccion de linfocitos T CD4+ y/o CD8+ especificos para el
VIH y/o anticuerpos en mamiferos.

13. Uso de una composicién de vacuna segun cualquier reivindicacion precedente en la fabricacion de un
medicamento para fomentar una respuesta inmunitaria frente al VIH o para estimular la produccién de linfocitos T
CD4+ y/o CD8+ especificos para el VIH y/o anticuerpos en mamiferos.

14. Un kit que comprende (i) uno o mas primeros polipéptidos inmundgenos seleccionados de Env, Nef, Gag y/o Pol
de VIH, o un fragmento inmundgeno; (ii) uno o mas vectores adenovirales que comprenden uno o mas
polinucleédtidos heterdlogos que codifican uno o mas segundos polipéptidos inmundgenos seleccionados de Env,
Nef, Gag y/o Pol de VIH, o un fragmento inmundégeno; v (iii) un adyuvante que comprende 3D-MPL y QS21.

15. Una composicion de vacuna, o uso, o kit segun cualquier reivindicacion precedente en la que el primer
polipéptido inmundgeno comprende p24-RT-Nef-p17, el adyuvante comprende 3D-MPL y QS21 en una formulacion
liposomal, y el vector adenoviral comprende un vector de serotipo de adenovirus de chimpancé Pan7 que
comprende un polinucleétido que codifica el polipéptido inmunégeno Gag-RT-Nef, opcionalmente de coddn
optimizado.

16. Una composicion de vacuna, o uso, o kit segun cualquier reivindicacion precedente, en la que uno, o dos, o
todos de los componentes de polipéptido, vector adenoviral y adyuvante se combinan con un excipiente
farmacéuticamente aceptable.
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Figura 1
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Figura 2a
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Respuesta de CD8
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Figura 2b
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Figura 3a
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Figura 3b
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Figura 4

Serologia de anti-F4
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Figura 5

Serologia de anti-p24
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Figura 6

Serologia de anti-RT
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Figura 7
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Figura 8

Promedio

Media geométrica

Serologia de anti-Nef

ﬁ (1idpPzL1)
oquiod X |}

L 3

(dpgs)
oquiod X

3

(dpPi2)
oquiosyx |

-

ve oled (NIPZID)

. XAt 2

ddvv

(AIdPas)
ddvv

(Ndpr12)
ddvv

(NdPZLL)
- vvdd

(Ardpss)
“¥ Yvaa

(NdP12)
vvdd

wlps {ndpziL1)

oquIooxXz

(hdp9s)
oquodxz

Wdp12)
oquioaxz

+ IIdPIZ YV

| & (1dP12) dd

20000 -

10000 -

olpaw ojund |3 ua sojnyIL

86



ES 2609418 T3

Figura 9
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Figura 10
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Figura 11

Serologia de anti-F4
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Figura 12a
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Figura 12b
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Figura 13
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Figura 14

% de IFNg y/o IL-2 de CD4+
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Figura 15A
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Figura 15C

% de CD4+ especificos para F4
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Figura 16

% de IFNy y/o IL-2 de CD8+

16,0

140

6,0

40

20

00

21ap 7 21 56dPI

= C7-GRN

~#-C7-GRN + adyuvante B

== C7-GRN + Fdop + Tp PO4NaCl
-a=C7-GRN + adyuvante B
=w=F4c0 + Tp PO4/NaCl

=4~F4co + adyuvante B

=—=Ady. B

— T

w2 C7 + adyuvante B

=e-C7+ Faco + TpPO4 NaCl

~a-~C7 + F4co + adyuvante B

96




Figura 17A

% de linfocitos T CD8+especificos para F4
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Figura 17B

% de linfocitos T CD8+especificos para F4
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Figura 17C
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200

18,0

LX)
"o

C7-GRN/F4col/adyuvante B 7 dpll

o OIL2+ IFNy-
Iy ® |L2+IFNy+
% B IFNy+ IL2-
.o
20
0,0

Mezcla Mezcla

99



Figura 18
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Figura 20
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Figura 22
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Figura 23
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Figura 24
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