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DESCRIPCION

Virus recombinantes del sarampién que expresan epitopes de antigenos de virus ARN y uso de los virus
recombinantes para la preparacién de composiciones de vacuna

La invencioén se refiere a virus recombinantes del sarampidon que expresan epitopes de antigenos del virus de la
fiebre amarilla o el virus del Nilo occidental y a su uso para la preparacién de composiciones de vacuna.

El virus del sarampion es un miembro del orden mononegavirales, es decir, virus con un genoma ARN de cadena
negativa no segmentado. El genoma no segmentado del virus del sarampion (MV del inglés "measles virus") tiene
una polaridad anti-mensajero que produce un ARN gendémico que ni se traduce in vivo o in vitro ni es infeccioso
cuando se purifica.

Se ha estudiado la transcripcion y replicaciéon de virus ARN de cadena (-) no segmentada y su ensamblaje como
particulas virales y se ha presentado especialmente en Fields virology (32 edicion, vol. 1, 1996, Lippincott - Raven
publishers - Fields BN et al.). La transcripcion y replicacion del virus del sarampion no implican el nucleo de las
células infectadas sino que en cambio tiene lugar en el citoplasma de dichas células infectadas. El genoma del virus
del sarampion comprende genes que codifican seis proteinas estructurales principales a partir de los seis genes
(denominados N, P, M, F, H y L) y dos proteinas no estructurales adicionales a partir del gen P. El orden de los
genes es el siguiente: 3'-I, N, P (incluyendo C y V), M, F, H, y la proteina polimerasa grande L en el extremo 5'. El
genoma comprende adicionalmente regiones no codificantes en la region intergénica IWF; esta regiéon no codificante
contiene aproximadamente 1000 nucleétidos de ARN no traducido. Los genes citados codifican respectivamente el
péptido lider (gen |), las proteinas de la nucleocapside del virus, es decir, la nucleoproteina (N), la fosfoproteina (P),
y la proteina grande (L) que se ensamblan alrededor del ARN gendmico para proporcionar la nucleocapside. Los
otros genes codifican las proteinas de la envuelta viral incluyendo las proteinas hemaglutinina (H), de fusion (F) y de
matriz (M).

Se ha aislado el virus del sarampién y se han obtenido vacunas vivas atenuadas del aislado del MV Edmonston en
1954 (Enders, J. F., y T. C. Peebles. 1954. Propagation in tissue cultures of cytopathogenic agents from patients with
measles. Proc. Soc. Exp. Biol. Med. 86:277-286.), por pases en serie en células renales o amniéticas humanas
primarias. Las cepas usadas después se adaptaron para fibroblastos embrionarios de pollo (FEP) para producir
semillas Edmonston A y B (Griffin, D., y W. Bellini. 1996. Measles virus, pag. 1267-1312. En B. Fields, D. Knipe, et
al. (ed.), Virology, vol. 2. Lippincott - Raven Publishers, Filadelfia). Edmonston B se autorizé en 1963 como la
primera vacuna contra el MV. Pases adicionales de Edmonston A y B en FEP produjeron los virus Schwarz y
Moraten mas atenuados (Griffin, D., y W. Bellini. 1996. Measles virus, pag. 1267-1312. En B. Fields, D. Knipe, et al.
(ed.), Virology, vol. 2. Lippincott - Raven Publishers, Filadelfia) cuyas secuencias se ha demostrado recientemente
que son idénticas (Parks, C. L., R. A. Lerch, P. Walpita, H. P. Wang, M. S. Sidhu, y S. A. Udem. 2001. Analysis of the
noncoding regions of measles virus strains in the Edmonston vaccine lineage. J Virol. 75:921-933; Parks, C. L, R. A.
Lerch, P. Walpita, H. P. Wang, M. S. Sidhu, y S. A. Udem. 2001. Comparison of predicted amino acid sequences of
measles virus strains in the Edmonston vaccine lineage. J Virol. 75:910-920). Como la vacuna Edmonston B era
reactogénica, se abandon6 en 1975 y se remplazé por la vacuna Schwarz/Moraten que es actualmente la vacuna
contra el sarampién mas ampliamente usada en el mundo (Hilleman, M. 2002. Current overview of the pathogenesis
and prophylaxis of measles with focus on practical implications. Vaccine. 20: 651-665). También se usan otras varias
cepas de vacuna: AIK-C, Schwarz F88, CAM70, TD97 en Japdn, Leningrad-16 en Rusia, y Edmonston Zagreb. Las
cepas chinas CAM70 y TD97 no se obtuvieron de Edmonston. Las vacunas Schwarz/Moraten y AIK-C se producen
en FEP. La vacuna Zagreb se produce en células diploides humanas (WI38).

La vacuna viva atenuada obtenida de la cepa Schwarz esta comercializada por Aventis Pasteur (Lyon Francia) con
el nombre comercial Rouvax®.

En un trabajo notable y pionero, Martin Billeter y sus colegas clonaron el ADNc infeccioso correspondiente al
antigenoma del MV Edmonston y establecieron un procedimiento genético original y eficaz para recuperar el virus
correspondiente (Radecke, F., P. Spielhofer, H. Schneider, K. Kaelin, M. Huber, K. Doétsch, G. Christiansen, y M.
Billeter., 1995. Rescue of measles viruses from cloned DNA. EMBO Journal. 14:5773-5784) y documento WO
97/06270. Desarrollaron un vector Edmonston para la expresion de genes foraneos (Radecke, F., y M. Billeter. 1997.
Reverse genetics meets the nonsegmented negative-strand RNA viruses. Reviews in Medical Virology. 7:49-63.) y
demostraron su gran capacidad de insercion (hasta 5 kb) y su alta estabilidad en la expresion de transgenes (Singh,
M., y M. Billeter. 1999. A recombinant measles virus expressing biologically active human interleukin-12. J. Gen.
Virol. 80:101-106; Singh, M., R. Cattaneo, y M. Billeter. 1999. A recombinant measles virus expressing hepatitis B
virus surface antigen induces humoral immune responses in genetically modified mice. J. Virol. 73:4823-4828;
Spielhofer, P., T. Bachi, T. Fehr, G. Christiansen, R. Cattaneo, K. Kaelin, M. Billeter, y H. Nairn. 1998. Chimeric
measles viruses with a foreign envelope. J. Virol. 72:2150-2159); Wang, Z., T. Hangartner, L. Cornu, A. Martin, M.
Zuniga, M. Billeter, y H. Nairn. 2001. Recombinant measles viruses expressing heterologus antigens of mumps and
simian immunodeficiency viruses. Vaccine. 19:2329-2336. Este vector se clon6 a partir de la cepa Edmonston B del
MV propagado en células HelLa (Ballart, I., D. Eschle, R. Cattaneo, A. Schmid, M. Metzler, J. Chan, S. Pifko-Hirst, S.
A. Udem, y M. A. Billeter. 1990. Infectious measles virus from cloned cDNA. Embo J. 9:379-384).
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Ademas, se ha producido virus recombinante del sarampion que expresa el antigeno de superficie del virus de la
hepatitis B y ha demostrado inducir respuestas inmunes humorales en ratones genéticamente modificados (Singh M.
R. et al., 1999, J. virol. 73: 4823-4828).

También se ha producido virus recombinante del sarampién de la cepa de Edmonston B que expresa las proteinas
env, gag o pol de SIV y HIV y se mostré que inducian una respuesta inmune humoral y celular en modelos animales
(Tangy F et al., AIDS vaccine 2001 Conference, 5-8 de septiembre de 2001, resumen N° 225, Measles vaccine as a
potential vector for AIDS vaccination).

La vacuna contra el MV induce una inmunidad muy eficaz, de por vida después de una Unica inyeccion de baja dosis
(10* DICTso) (33, 34). La proteccion estd mediada tanto por anticuerpos como por células T CD4+ y CD8+. El
genoma del MV es muy estable y nunca se ha observado reversiéon a patogenicidad con esta vacuna. El MV se
replica exclusivamente en el citoplasma, descartando la posibilidad de integracion en el ADN del hospedador.
Ademas, se ha establecido un clon de ADNc infeccioso correspondiente al anti-genoma de la cepa Edmonston del
MV y un procedimiento para recuperar el virus correspondiente (35). Este ADNc se ha creado en un vector para
expresar genes foraneos (36). Puede albergar hasta 5 kb de ADN foraneo y es genéticamente muy estable (37, 38,
39).

A partir de la observacién de que las propiedades del virus del sarampion y especialmente su capacidad de provocar
elevados titulos de anticuerpos neutralizantes in vivo y su propiedad de ser un potente inductor de respuestas
inmunes celulares de larga duracioén, los inventores han propuesto que puede ser un buen candidato para la
preparacion de composiciones que comprendan virus recombinantes infecciosos que expresen péptidos o
polipéptidos antigénicos de determinados virus ARN, incluyendo especialmente retrovirus o flavivirus, para inducir
anticuerpos neutralizantes contra dicho virus ARN y especialmente dichos retrovirus o flavivirus que podrian ser
preferiblemente adecuados para conseguir al menos algun grado de proteccion contra dichos virus ARN,
especialmente retrovirus o flavivirus, en animales y mas preferiblemente en hospedadores humanos. Especialmente,
las cepas de MV y en particular las cepas de vacuna se han elegido en la presente invencion como vectores
candidatos para inducir inmunidad tato contra el virus del sarampion como contra virus ARN cuyo constituyente se
expresa en el MV recombinante disefiado, en poblaciones de bebés expuestos porque ellos no tienen inmunidad
contra el MV. Las poblaciones adultas, incluso individuos ya inmunizados contra el MV, sin embargo, también
pueden beneficiarse de la inmunizacion con MV recombinante porque la readministracion del virus MV en forma
recombinante de la presente invencion puede provocar un refuerzo de anticuerpos anti-MV.

Entre los flavivirus de interés, los inventores han elegido algunos que son patégenos humanos importantes.
Ejemplos desvelados en el presente documento son el virus de la fiebre amarilla (YFV del inglés Yellow Fever Virus)
y el virus del Nilo occidental (WNV del inglés West Nile Virus).

El YFV y el WNV pertenecen a la familia Flaviviridae descrita en Fields virology (32 edicion, vol. 1, 1996, Lippincott -
Raven publishers - Fields BN et al.).

La solicitud también desvela un virus recombinante mononegavirales que expresa una secuencia heterdloga de
aminoacidos, siendo capaz dicho virus recombinante de provocar una respuesta inmune humoral y/o celular contra
dicha secuencia heteréloga de aminoacidos incluyendo en individuos que tienen inmunidad preexistente contra el
virus del sarampion.

En una primera realizacion, la invencién proporciona especialmente virus recombinantes del sarampién capaces de
expresar antigenos y especialmente epitopes de flavivirus.

La invencién también se refiere a construcciones de acido nucleico, especialmente a construcciones recombinantes
de acido nucleico que expresan los virus recombinantes del sarampion y que expresan con los mismos antigenos o
epitopes de antigenos de flavivirus.

La invencion también se refiere a procesos para la preparacion de dichos virus recombinantes del sarampién y
especialmente se refiere a la produccién dicho MV recombinante en sistemas de recuperacion.

La invencion también se refiere a composiciones que comprenden dichos virus recombinantes del sarampién como
principios activos para la proteccién de hospedadores, especialmente hospedadores humanos, contra enfermedades
relacionadas con infecciones por dichos flavivirus. Ejemplos desvelados en el presente documento son virus de la
fiebre amarilla o virus del Nilo occidental.

Se han desvelado secuencias de acido nucleico en la solicitud de patente internacional WO 98/13501,
especialmente una secuencia de ADN de 15.894 nucleétidos correspondiente a una copia de ADN del ARN
mensajero con sentido de cadena positiva (antigenémica) de diversas cepas tipo silvestre de sarampion para
vacunas, incluyendo la cepa de tipo silvestre Edmonston, la cepa Moraten y la cepa Schwarz que es idéntica a la
capa Moraten excepto por las posiciones de los nucleétidos 4917 y 4924 en que la cepa Schwarz tiene una « C » en
lugar de una « T ».
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Para producir virus recombinantes del sarampién, se ha desarrollado un sistema de recuperacion para la cepa del
MV Edmonston y se ha descrito en la solicitud de patente internacional WO 97/06270. La descripcion de dicho
sistema de recuperacion esta contenida en el documento WO 97/06270, y se hace referencia especialmente a los
ejemplos de esta solicitud internacional, incluyendo los ejemplos referidos a células y virus, a la generacion de la
linea celular 293-3-46, construcciones plasmidicas, la transfeccion de plasmidos y la recoleccion de productos
génicos informadores, la configuracion experimental para recuperar el MV, células auxiliares que expresan de forma
estable las proteinas N y P del MV asi como la ARN polimerasa T7, la recuperacion del MV usando células auxiliares
293-3-46 y la caracterizacion del MV recuperado.

El sistema de recuperacion desvelado en el documento WO 97/06270 se ha desarrollado adicionalmente para incluir
una etapa de choque térmico descrita en Parks C. L. et al., 1999, J. virol. 73: 3560-3566.

La invencion por tanto se refiere a virus recombinantes del sarampion que expresan una secuencia heteréloga de
aminoacidos procedente de un antigeno de un flavivirus determinado, donde dicho virus recombinante del sarampién
es capaz de provocar una respuesta inmune humoral y/o celular contra dicho flavivirus o contra tanto el virus del
sarampion como contra dicho flavivirus.

La expresion « secuencia heterdloga de aminoacidos » se refiere a una secuencia de aminoacidos que no se obtiene
de los antigenos de virus del sarampion, derivandose, por consiguiente, dicha secuencia heteréloga de aminoacidos
de un flavivirus de interés para establecer una respuesta inmune en un hospedador, especialmente en un ser
humano y preferiblemente para establecer proteccion contra una infeccion por dicho flavivirus.

La secuencia heteréloga de aminoacidos expresada en virus recombinantes del sarampion de acuerdo con la
invencion es tal que es capaz de provocar una respuesta inmune humoral y/o celular en un hospedador
determinado, contra el flavivirus a partir del cual se ha originado. Por consiguiente, esta secuencia de aminoacidos
es una que comprende al menos un epitope de un antigeno, especialmente un epitope conservado, estando
expuesto dicho epitope de forma natural en el antigeno u obteniéndose o exponiéndose como resultado de una
mutaciéon o modificacion o combinacion de antigenos.

Los antigenos usados para la preparacion de los virus recombinantes del sarampion son especialmente antigenos
de envuelta de flavivirus. Sin embargo, pueden usarse ventajosamente otros antigenos flavivirales para obtener virus
recombinantes del sarampidn capaces de provocar anticuerpos contra dichos flavivirus, y la invencion se refiere, en
una realizacion particular, a antigenos a partir de los cuales pueden obtenerse secuencias de aminoacidos que
provoquen la produccién de anticuerpos neutralizantes contra el flavivirus. De acuerdo con otra realizacion de la
invencion, la secuencia de aminoacidos de estos antigenos alternativa o adicionalmente también provoca una
respuesta inmune celular contra los flavivirus.

La solicitud también desvela antigenos de envuelta del virus de la fiebre amarilla o el virus del Nilo occidental.

De acuerdo con una realizacion preferida de la invencion, el virus recombinante del sarampién de la invencion se
obtiene dentro de un sistema de recuperaciéon para la preparacion de virus infecciosos del sarampion. Por
consiguiente, el virus recombinante del sarampion es un virus infeccioso del sarampion recuperado de un sistema de
recuperacion.

Un virus recombinante del sarampién particular desvelado en la solicitud se obtiene de la cepa Edmonston del virus
del sarampioén.

El virus recombinante del sarampién de acuerdo con la invencién se obtiene de la cepa Schwarz y especialmente de
una cepa Schwarz de vacuna aprobada tal como la producida con el nombre comercial Rouvax®, disponible en
Aventis Pasteur (Francia).

La invencién por tanto proporciona un virus recombinante del sarampiéon que se recupera a partir de células
auxiliares transfectadas con un ADNc que codifica el ARN antigenémico (cadena (+)) del virus del sarampion,
estando dicho ADNc recombinado con una secuencia de nucleétidos que codifica la secuencia heteréloga de
aminoacidos de ARN flaviviral.

La expresién « codificante » en la definicién anterior abarca la capacidad del ADNc de permitir la transcripcion de un
ARN antigenémico (+) de longitud completa, sirviendo dicho ADNc especialmente como molde para la transcripcion.
Por consiguiente, cuando el ADNc es una molécula bicatenaria, una de las cadenas tiene la misma secuencia de
nucledtidos que el ARN de cadena antigendmica (+) del virus del sarampién, excepto en que los nucleétidos « U »
estan sustituidos por « T » en el ADNc. Dicho ADNc es el inserto correspondiente al virus del sarampién, contenido
en el plasmido pTM-MVSchw depositado con el N° I-2889 en el CNCM Paris, Francia) el 12 de junio de 2002. Este
plasmido esta representado en la figura 2A.

La expresion "ADNc" usada para la descripcion de la secuencia de nucleétidos de la molécula de la invencion
simplemente se refiere al hecho de que originalmente dicha molécula se obtiene por transcripcion inversa del
genoma ARN genomico (-) de longitud completa de particulas virales del virus del sarampion.
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Esto no deberia considerarse como una limitacion de los métodos usados para su preparacion. La invencion por
tanto abarca, dentro de la expresion "ADNc", todos los ADN con la condicién de que tenga la secuencia de
nucledtidos definida anteriormente. Por tanto estan incluidos acidos nucleicos purificados, incluyendo ADN, dentro
del significado de ADNc de acuerdo con la invencion, con la condicién de que dicho acido nucleico, especialmente
ADN cumpla las definiciones dadas anteriormente.

Las células auxiliares de acuerdo con el sistema de recuperacion se transfectan con un vector de transcripciéon que
comprende el ADNc que codifica el ARN antigenémico (+) de longitud completa del virus del sarampioén, cuando
dicho ADNc se ha recombinado con una secuencia de nucledtidos que codifica la secuencia heteréloga de
aminoacidos de interés (secuencia heterdloga de nucledtidos) y dichas células auxiliares se transfectan
adicionalmente con un vector de expresién o varios vectores de expresion que proporcionan las funciones auxiliares
que incluyen aquellas que posibilitan la expresion de proteinas de accion en trans del virus del sarampion, es decir,
las proteinas N, P y L y proporcionan la expresion de una ARN polimerasa para posibilitar la transcripcion del ADNc
recombinante y la replicacion del ARN viral correspondiente.

La solicitud también desvela la preparacién de virus recombinantes del sarampioén que albergan epitopes de
antigenos de retrovirus HIV. Desvela especialmente un virus recombinante del sarampidén que expresa una
secuencia heteréloga de aminoacidos que se obtiene de un antigeno de envuelta del HIV y que se obtiene
especialmente de una proteina de envuelta o glicoproteina del HIV-1.

Los antigenos de interés a este respecto son especialmente gp160, gp120 y gp41 de HIV-1 o0 gp140, GAG o TAT de
HIV-1.

En una realizacion particular desvelada en la solicitud, la secuencia heteréloga de aminoacidos se obtiene de una
proteina recombinante gp160, gp120 de HIV-1 o0 gp140, GAG o TAT de HIV-1.

La solicitud desvela en particular un virus recombinante del sarampidn donde los bucles V1, V2 y/o V3 del antigeno
gp120 (o gp160) estan delecionados o delecionados en parte, individualmente o en combinacion de tal modo que los
epitopes conservados estan expuestos en el antigeno gp120 recombinante obtenido.

Los bucles V1, V2 y V3 del antigeno gp120 (o gp160) de HIV-1 se han desvelado especialmente en Fields virology
(Fields B.N. et al. - Lippincott Raven publishers 1996, pag. 1953-1977).

La solicitud también desvela un virus recombinante del sarampion que es tal que expresa una secuencia heteréloga
de aminoacidos obtenida del antigeno gp120 (o gp160) de HIV-1, donde los bucles V1, V2 y/o V3 del antigeno
gp120 (o gp160) estan sustituidos o sustituidos en parte, individualmente o en combinacién, de tal modo que los
epitopes conservados estén expuestos en el antigeno gp120 (o gp160) recombinante obtenido.

La solicitud también desvela un virus recombinante del sarampién que expresa una secuencia heterdloga de ADN
obtenida de un antigeno de envuelta de HIV-1 que se obtiene del antigeno gp120 de tal modo que los bucles V1 y
V2 estan delecionados y el bucle V3 esta sustituido por la secuencia AAELDKWASAA.

La solicitud también desvela un virus recombinante del sarampidon que expresa una secuencia heteréloga de
aminoacidos seleccionada entre gp160AV3, gp160AV1V2, gp160AV1V2V3, gp140AV3, gp140AV1V2,
gp140AV1V2V3, estando dichas secuencias heterdlogas de aminoacidos esquematicamente representadas en la
figura 1.

La solicitud también desvela virus recombinantes del sarampién definidos de acuerdo con las afirmaciones
anteriores, donde la secuencia de aminoacidos se obtiene de un antigeno del virus de la fiebre amarilla seleccionado
entre las proteinas de envuelta (Env) o NS1 o mutantes inmunogénicos de las mismas.

La solicitud también desvela virus recombinantes del sarampién definidos de acuerdo con las afirmaciones
anteriores, donde la secuencia de aminoacidos se obtiene de un antigeno del virus del Nilo occidental seleccionado
entre la proteina de envuelta (E), premembrana (preM) o mutantes inmunogénicos de las mismas.

La invencion también se refiere a virus recombinantes del sarampion o a particulas tipo virus (VLP del inglés "virus
like particles") que expresan dos o multiples antigenos de flavivirus, contra los que se busca una respuesta inmune.
Dichos virus recombinantes del sarampién o VLP pueden expresar ventajosamente antigenos de diferentes virus y
por tanto proporcionar inmunégenos contra diversos virus.

La invencion se refiere adicionalmente a virus recombinantes del sarampién de acuerdo con una cualquiera de las
definiciones anteriores, donde el ADNc necesario para la expresion de las particulas virales, que esta comprendido
dentro del vector pTM-MVSchw esta recombinado con la secuencia ATU de la figura 8 o la secuencia ATU ilustrada
en la figura 2C, estando dicha ATU insertada en una posicién del vector pTM-MVSchw que aprovecha la ventaja del
gradiente del genoma viral para permitir diversos niveles de expresion de la secuencia transgénica que codifica la
secuencia heterdloga de aminoacidos insertada en dicha ATU. La invencion posibilita ventajosamente la insercién de
dichas secuencias heterologas de ADN en una secuencia que se denomina Unidad de Transcripcion Adicional (ATU
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del inglés Additional Transcription Unit) especialmente una ATU como se desvela por Billeter et al. en el documento
WO 97/06270.

Las propiedades inmunoldgicas ventajosas de los virus recombinantes del sarampion de acuerdo con la invencion
pueden mostrarse en un modelo animal que se elige entre animales susceptible a los virus del sarampion y donde se
determina la respuesta inmune humoral y/o celular contra el antigeno heterélogo y/o contra el virus del sarampion.

Entre dichos animales adecuados a usar como modelo para la caracterizaciéon de la respuesta inmune, los
especialistas en la técnica pueden usar especialmente ratones y especialmente ratones recombinantes susceptibles
a los virus del sarampién, o en monos.

En una realizacioén preferida de la invencion, el virus recombinante del sarampion de la invencién es adecuado para
provocar anticuerpos neutralizantes contra la secuencia heteréloga de aminoacidos en un modelo animal de
mamifero susceptible al virus del sarampién. Especialmente, esta respuesta inmune que comprende provocar
anticuerpos neutralizantes puede buscarse en ratones o monos recombinantes.

Como se describe en el presente documento, especialmente cuando la secuencia heterdloga de aminoacidos se
deriva de una de las proteinas de envuelta de HIV-1 y donde provoca anticuerpos capaces de neutralizar un aislado
de HIV primaria, la respuesta se ensaya ventajosamente en células indicadoras tales como células P4-CCR5
disponibles en el NIH (NIH AIDS Research and Reference Reagent Program). (Charneau P. et al. - 1994 - J. Mol.
Biol. 241: 651-662).

De acuerdo con otra realizacion preferida, el virus recombinante del sarampién de acuerdo con la invencién provoca
anticuerpos neutralizantes contra la secuencia heteréloga de aminoacidos en un mamifero, con un titulo de al menos
1/40000 cuando se mide en ELISA, y un titulo neutralizante de al menos 1/20.

La invencién también se refiere a una secuencia de nucledtidos del virus recombinante del sarampién que
comprende un replicon que comprende (i) una secuencia de ADNc que codifica el ARN antigenémico (+) de longitud
completa del virus del sarampion unido de forma funcional a (ii) un secuencia de control de la expresion vy (i) una
secuencia heteréloga de ADN que codifica una determinada secuencia heterdloga de aminoacidos, estando dicha
secuencia heterdloga de ADN clonada en dicho replicén en condiciones que permiten su expresion y en condiciones
que no interfieren con la transcripcion y la replicacion de dicha secuencia de ADNc, teniendo dicho replicon una
cantidad total de nucleétidos que es un multiplo de seis.

Una secuencia de ADNc particular usada en el virus recombinante de la invencién es la secuencia del ADNc de la
cepa Schwarz representada en la figura 11. Dicho ADNc se obtiene de pTM-MVSchw.

pTM-MVSchw es un plasmido derivado de Bluescript que contiene la secuencia completa del virus del sarampion, la
cepa de vacuna Schwarz, bajo el control del promotor de la ARN polimerasa T7. Su tamafio es de 18967 nt.

La invencion también se refiere a un vector de virus recombinante del sarampién que comprende la secuencia de
nucleétidos del virus recombinante del sarampidn definida anteriormente.

La « regla de seis » se expresa en el hecho de que la cantidad total de nucledtidos presentes en el ADNc
recombinante resultante de la recombinacién de la secuencia de ADNc obtenida de la transcripcion inversa del ARN
antigendmico del virus del sarampidn, y la secuencia heteréloga de ADN finalmente suman una cantidad total de
nucledtidos que es un multiplo de seis, una regla que permite la replicacion eficaz del ARN gendmico del virus del
sarampion.

Un vector del virus recombinante del sarampion preferido de acuerdo con la definicion anterior es tal que el vector
viral de ADN heterélogo donde la secuencia heteréloga de ADN esta clonada dentro de una Unidad de Transcripcion
Adicional (ATU) insertada en el ADNc correspondiente al ARN antigendmico del virus del sarampién.

La unidad de transcripcion adicional (ATU) se desvela en la figura 2A; puede modificarse con la condicion de que
finalmente posibilite que el replicdn obtenido en el vector cumpla la regla de seis.

La localizacion de la ATU dentro del ADNc obtenido del ARN antigenémico del virus del sarampién puede variar a lo
largo de dicho ADNc. Sin embargo esta localizado en tal sitio que se beneficiara del gradiente de expresion del virus
del sarampioén.

Este gradiente corresponde con la abundancia de ARNm de acuerdo con la posicion del gen relativa al extremo 3'
del molde. Por consiguiente, cuando la polimerasa opera sobre el molde (el ARN gendmico y antigenémico o los
ADNCc correspondientes), sintetiza mas ARN creado a partir de genes corriente arriba que de genes corriente abajo.
Este gradiente de abundancia de ARNm es, sin embargo, relativamente suave para el virus del sarampion. Por lo
tanto, la ATU o cualquier sitio de insercién adecuado para clonar la secuencia heterdloga de ADN puede propagarse
a lo largo del ADNc, con una realizacion preferida para un sitio de insercion y especialmente en una ATU, presente
en la parte N-terminal de la secuencia y especialmente dentro de la region corriente arriba del gen L del virus del
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sarampion y ventajosamente corriente arriba del gen M de dicho virus y mas preferiblemente corriente arriba del gen
N de dicho virus.

Dependiendo del sitio de expresion y el control de la expresion del ADN heterdlogo, el vector de la invencion permite
la expresion de la secuencia heteréloga de aminoacidos como una proteina de fusién con una de las proteinas del
virus del sarampion.

Como alternativa, el sitio de insercién de la secuencia de ADN en el ADNc del virus del sarampion puede elegirse de
tal modo que el ADN heterélogo exprese la secuencia heterdloga de aminoacidos en una forma que no sea una
proteina de fusién con una de las proteinas del virus del sarampién.

El vector del virus recombinante del sarampion de acuerdo con la invencién contiene una secuencia heteréloga de
ADN que codifica una secuencia de aminoacidos flaviviral.

Como se desvela en el presente documento, esta secuencia de aminoacidos se obtiene de un antigeno de flavivirus,
especialmente el virus de la fiebre amarilla o el virus del Nilo occidental.

La solicitud desvela la posibilidad de que la secuencia heteréloga de aminoacidos codificada por el vector del virus
recombinante del sarampion se obtiene de un antigeno de envuelta de un retrovirus HIV, especialmente de HIV-1.

En una realizacién desvelada en la solicitud, esta secuencia de aminoacidos codificada por la secuencia heteréloga
de ADN se selecciona entre los antigenos gp160, gp120 o gp41 del HIV-1, o gp140 de HIV-1, o una versién mutada
de dichos antigenos.

Como resultado que se espera por la expresion del vector del virus recombinante del sarampién de la invencion, es
la produccion de una respuesta inmune, especialmente una respuesta inmune humoral y/o celular, contra la
secuencia heteréloga de aminoacidos codificada por el vector, se prefiere que la secuencia heteréloga de ADN
usada sea una que codifique un antigeno o un antigeno mutado que posibilite la exposicién de epitopes
neutralizantes sobre el producto de expresién producido de dicho vector.

En una realizacion particular, la secuencia heteréloga de aminoacidos expresada, puede exponer epitopes que no
son accesibles o0 no se forman en el antigeno nativo del que deriva la secuencia heteréloga de aminoacidos.

En una realizacion desvelada en la solicitud, la secuencia heteréloga de ADN codifica gp160AV3, gp160AV1V2,
gp160AV1V2V3, gp140AV3, gp140AV1V2, gp140AV1V2V3.

Como se describe en el presente documento, secuencias heterdlogas de aminoacidos se desvelan especialmente en
la figura 1 y pueden prepararse de acuerdo con métodos bien conocidos partiendo de secuencias de antigenos o
secuencias de ADN correspondientes de dichos antigenos obtenidos de diversos aislados de HIV-1.

De acuerdo con la invencion, el vector del virus recombinante del sarampién esta disefiado de tal modo que las
particulas producidas en células auxiliares transfectadas o transformadas con dicho vector que contiene el ADN que
codifica el ARN antigenémico (+) de longitud completa del virus del sarampion, originado a partir de la cepa Schwarz
del virus del sarampién adaptada para vacunacion, posibilitan la producciéon de particulas virales para su uso en
composiciones inmunogénicas, preferiblemente composiciones protectoras o incluso de vacuna.

Entre las cepas del virus del sarampién adaptadas para vacunacion, se puede citar la cepa Edmonston B. y la cepa
Schwarz, estando la ultima distribuida por la compafia Aventis Pasteur (Lyon Francia) como una cepa de
vacunacién aprobada del virus del sarampién.

Las secuencias de nucledtidos de la cepa Edmonston B. y de la cepa Schwarz, se han desvelado en el documento
WO 98/13505.

Para preparar el vector del virus recombinante del sarampién de la invencién, los inventores han disefado el
plasmido pTM-MVSchw que contiene el ADNc resultante de la transcripcion inversa del ARN antigenémico del virus
del sarampion y una secuencia de control de la expresion adaptada que incluye un promotor y un terminador para la
polimerasa T7.

El vector del virus recombinante del sarampién de acuerdo con la invencion es preferiblemente un plasmido.

La solicitud desvela vectores obtenidos con la secuencia de nucleétidos de la cepa Edmonston B. depositados el 12
de junio de 2002 especialmente:

pMV2(EdB)gp160[delta]V3HIV89.6P CNCM 1-2883
pMV2(EdB)gp160HIV89.6P CNCM 1-2884
pMV2(EdB)gp140HIV89.6P CNCM 1-2885
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pMV3(EdB)gp140[delta] V3HIV89.6P CNCM 1-2886
pMV2(EdB)-NS1YFV17D CNCM 1-2887
pMV2(EdB)-EnvYFV17D CNCM 1-2888.

La solicitud también desvela otros vectores obtenidos con la secuencia de nucleétidos de la cepa Schwarz,
depositados en el CNCM el 26 de mayo de 2003:

pTM-MVSchw2-Es(WNV) CNCM 1-3033
pTM-MVSchw2-GFPbis - CNCM 1-3034
pTM-MVSchw2-p17p24[deltalmyr(HIVB) CNCM 1-3035
pTM-MVSchw3-Tat(H IV89-6p) CNCM 1-3036
pTM-MVschw3-GFP CNCM 1-3037
pTM-MVSchw2-Es (YFV) CNCM 1-3038 and

los vectores depositados en el CNCM el 19 de junio de 2003:

pTM-MVSchw2-gp140 [delta] V1 V2 V3 (HIV89-6) CNCM 1-3054
pTM-MVSchw2-gp140 [delta] V3 (HIV89-6) CNCM 1-3055
pTM-MVSchw2-gp160 [delta] V1 V2 V3 (HIV89-6) CNCM 1-3056
pTM-MVSchw2-gp160 [delta] V1 V2 (HIV89-6) CNCM 1-3057

pTM-MVSchw2-Gag SIV239 p17-p24 [delta] myr-3-gp140 (HIV89-6) CNCM [-3058

[-2883 (pMV2 (EdB) gp160[delta]V3HIV89.6P) es un plasmido derivado de Bluescript que contiene la secuencia
completa del virus del sarampién (cepa Edmonston B), bajo el control del promotor de la ARN polimerasa T7 y que
contiene el gen de la gp160AV3 + ELDKWAS de la cepa 89.6P del virus SHIV insertado en una ATU en la posicion 2
(entre los genes N y P del virus del sarampion). El tamafio del plasmido es de 21264 nt.

[-2884 (pMV2 (EdB) gp160HIV89.6P) es un plasmido derivado de Bluescript que contiene la secuencia completa del
virus del sarampion (cepa Edmonston B), bajo el control del promotor de la ARN polimerasa T7 y que contiene el gen
de la gp160 de la cepa 89.6P del virus SHIV insertado en una ATU en la posicion 2 (entre los genes N y P del virus
del sarampién). El tamario del plasmido es de 21658 nt.

[-2885 (pMV2 (EdB) gp140HIV89.6P) es un plasmido derivado de Bluescript que contiene la secuencia completa del
virus del sarampion (cepa Edmonston B), bajo el control del promotor de la ARN polimerasa T7 y que contiene el gen
de la gp140 de la cepa 89.6P del virus SHIV insertado en una ATU en la posicion 2 (entre los genes N y P del virus
del sarampién). El tamario del plasmido es de 21094 nt.

[-2886 (pMV3 (EdB) gp140[delta]V3HIV89.6P) es un plasmido derivado de Bluescript que contiene la secuencia
completa del virus del sarampién (cepa Edmonston B), bajo el control del promotor de la ARN polimerasa T7 y que
contiene el gen de la gp140AV3 (ELDKWAS) de la cepa 89.6P del virus SHIV insertado en una ATU en la posicion 2
(entre los genes N y P del virus del sarampion). El tamafio del plasmido es de 21058 nt.

[-2887 (pMV2 (EdB) -NS1YFV17D) es un plasmido derivado de Bluescript que contiene la secuencia completa del
virus del sarampion (cepa Edmonston B), bajo el control del promotor de la ARN polimerasa T7 y que contiene el gen
NS1 del virus de la fiebre amarilla (YFV 17D) insertado en una ATU en la posicién 2 (entre los genes N y P del virus
del sarampién). El tamario del plasmido es de 20163 nt.

[-2888 (pMV2 (EdB) -EnvYFV17D) es un plasmido derivado de Bluescript que contiene la secuencia completa del
virus del sarampion (cepa Edmonston B), bajo el control del promotor de la ARN polimerasa T7 y que contiene el gen
Env del virus de la fiebre amarilla (YFV 17D) insertado en una ATU en la posicion 2 (entre los genes N y P del virus
del sarampién). El tamario del plasmido es de 20505 nt.

[-3033 (pTM-MVSchw2-Es (WNV)) es un plasmido derivado de Bluescript que contiene una secuencia de ADNc del
genoma infeccioso completo del virus del sarampion (cepa Schwarz), bajo el control del promotor de la ARN
polimerasa T7 y que expresa el gen de la envuelta secretada (E) del virus del Nilo occidental (WNV), insertado en
una ATU.
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[-3034 (pTM-MVSchw2-GFPbis) es un plasmido derivado de Bluescript que contiene una secuencia de ADNc del
genoma infeccioso completo del virus del sarampion (cepa Schwarz), bajo el control del promotor de la ARN
polimerasa T7 y que expresa el gen de la GFP insertado en una ATU.

[-3035 (pTM-MVSchw2-p17p24[deltalmyr (HIVB)) es un plasmido derivado de Bluescript que contiene una secuencia
de ADNCc del genoma infeccioso completo del virus del sarampién (cepa Schwarz), bajo el control del promotor de la
ARN polimerasa T7 y que expresa el gen gag que codifica las proteinas p17p24Amyr del virus HIVB insertado en
una ATU.

[-3036 (pTMVSchw3-Tat (HIV89-6p)) es un plasmido derivado de Bluescript que contiene una secuencia de ADNc
del genoma infeccioso completo del virus del sarampion (cepa Schwarz), bajo el control del promotor de la ARN
polimerasa T7 y que expresa el gen tat de la cepa viral 89.6P insertado en una ATU.

[-3037 (pTM-MVSchw3-GFP) es un plasmido derivado de Bluescript que contiene una secuencia de ADNc del
genoma infeccioso completo del virus del sarampién (cepa Schwarz) bajo el control del promotor de la ARN
polimerasa T7 y que expresa el gen de la GFP insertado en una ATU que tiene una delecién de un nucleétido.

[-3038 (pTM-MVSchw2-Es) (YFV) es un plasmido derivado de Bluescript que contiene una secuencia de ADNc del
genoma infeccioso completo del virus del sarampién (cepa Schwarz) bajo el control del promotor de la ARN
polimerasa T7 y que expresa el gen de la proteina secretada del virus de fiebre amarilla (YFV) insertado en una
ATU.

[-3054 (pTM-MVSchw2-gp140 [delta] V1 V2 V3 (HIV89-6)) es un plasmido derivado de Bluescript que contiene una
secuencia de ADNc del genoma infeccioso completo del virus del sarampion (cepa Schwarz), bajo el control del
promotor de la ARN polimerasa T7 y que expresa el gen que codifica gp140 [delta] V1 V2 (HIV 89-6) insertado en
una ATU.

[-3055 (pTM-MVSchw2-gp140 [delta] V3 (HIV89-6)) es un plasmido derivado de Bluescript que contiene una
secuencia de ADNc del genoma infeccioso completo del virus del sarampion (cepa Schwarz), bajo el control del
promotor de la ARN polimerasa T7 y que expresa el gen que codifica gp14 [delta] V3 (HIV 89-6) insertado en una
ATU.

[-3056 (pTM-MVSchw2-gp160 [delta] V1 V2 V3 (HIV89-6)) es un plasmido derivado de Bluescript que contiene una
secuencia de ADNc del genoma infeccioso completo del virus del sarampion (cepa Schwarz), bajo el control del
promotor de la ARN polimerasa T7 y que expresa el gen que codifica gp160 [delta] V1 V2 V3 (HIV 89-6) insertado en
una ATU.

[-3057 (pTM-MVSchw2-gp160 [delta] V1 V2 (HIV89-6)) es un plasmido derivado de Bluescript que contiene una
secuencia de ADNc del genoma infeccioso completo del virus del sarampion (cepa Schwarz), bajo el control del
promotor de la ARN polimerasa T7 y que expresa el gen que codifica gp160 [delta] V1 V2 (HIV 89-6) insertado en
una ATU.

[-3058 (pTM-MVSchw2-Gag SIV239 p17-p24 [delta] myr-3-gp140 (HIV89-6)) es un plasmido derivado de Bluescript
que contiene una secuencia de ADNc del genoma infeccioso completo del virus del sarampion (cepa Schwarz), bajo
el control del promotor de la ARN polimerasa T7 y que expresa el gen que codifica Gag SIV239 p17p24 [delta] myr-
3-gp140 (HIV89-6) insertado en una ATU.

En una realizacion particular de la invencion, el replicén contenido en el vector de virus recombinante del sarampion
se disefia de acuerdo con el mapa de la Figura 2 en la que « inserto» representa la secuencia heteréloga de ADN.

Cuando la secuencia heteréloga de ADN presente en el vector del virus recombinante del sarampion de la invencion
se obtiene del virus de la fiebre amarilla (YFV), se selecciona ventajosamente entre YFV 17D 204 comercializada por
Aventis Pasteur con el nombre comercial Stamaril®.

Cuando la secuencia heteréloga de ADN presente en el vector del virus recombinante del sarampién de la invencion
se obtiene del virus del Nilo occidental (WNV), se selecciona ventajosamente entre la cepa neurovirulenta IS 98-ST1.

La invencion también se refiere a un sistema de recuperacion para el ensamblaje del virus recombinante del
sarampion que expresa una secuencia heteréloga de aminoacidos, que comprende una determinada célula auxiliar
recombinada con al menos un vector adecuado para la expresion de la ARN polimerasa T7 y la expresion de las
proteinas N, P y L del virus del sarampion transfectado con un vector del virus recombinante del sarampién de
acuerdo con cualquiera de las definiciones proporcionadas anteriormente.

Los virus recombinantes de la invencién o las VLP también pueden producirse in vivo mediante una vacuna viva
atenuada segun la invencion.

Los virus recombinantes de la invencidon o las VLP pueden usarse en composiciones inmunogénicas o en
composiciones de vacuna, para la proteccion contra flavivirus, estando expresados dichos antigenos en el virus
recombinante o en la VLP, como se desveld anteriormente y como se ilustra en los siguientes ejemplos.

9



10

15

20

25

30

35

40

45

50

ES 2632723 T3

La solicitud desvela composiciones inmunogénicas o composiciones de vacuna Utiles contra el virus HIV, virus del
Nilo occidental o virus de la fiebre amarilla.

La invencion también se refiere al uso de los virus recombinantes desvelados o de las VLP, o de los vectores
recombinantes, para la preparacién de composiciones inmunogénicas o para la preparacion de composiciones de
vacuna de la invencion.

La invencion también se refiere a anticuerpos preparados contra dichos virus recombinantes o contra dichas VLP,
especialmente a anticuerpos protectores y a anticuerpos neutralizantes. Los anticuerpos pueden ser policlonales, o
anticuerpos monoclonales.

Los virus recombinantes para su uso de acuerdo con la invencion o las VLP pueden asociarse con cualquier
adyuvante apropiado, o vehiculo que pueda ser Util para la preparacion de composiciones inmunogénicas.

La invencion se refiere en particular a las siguientes realizaciones:

1. Virus recombinante del sarampidn que expresa una secuencia heteréloga de aminoacidos de un antigeno de
un flavivirus determinado, siendo dicho virus recombinante del sarampién el producto de la expresion de una
secuencia de nucleétidos recombinante que comprende una molécula de ADNc que codifica el ARN
antigenomico (+) de longitud completa del virus del sarampién que se origina de la cepa Schwarz, en el que
dicha molécula de ADNc comprende el inserto contenido en el plasmido pTM-MVSchw depositado con el N° |-
2889 en el CNCM el 12 de junio de 2002, en el que dicho inserto codifica la secuencia de nucleétidos de la
hebra de ARN (+) antigendmico de longitud completa del virus del sarampidon y se recombina con una
secuencia heterdloga de nucledtidos que codifica dicha secuencia heteréloga de aminoacidos de dicho
antigeno de dicho flavivirus determinado en un sitio de insercion de dicho ADNc en la region en la direccion 5'
del gen L de dicho ADNc bajo el control de la secuencia de control de la expresion, y dicho virus recombinante
del sarampidn provoca una respuesta inmune humoral y/o celular protectora contra dicho flavivirus determinado
o contra tanto el virus del sarampién como contra dicho flavivirus determinado.

2. Virus recombinante del sarampién de acuerdo con el punto 1, que es recuperado de células auxiliares
transfectadas con una secuencia de nucleétidos recombinante que comprende ADNc que codifica la secuencia
de nucledtidos de ARN antigendmico (+) de longitud completa del virus del sarampion, estando dicho ADNc
recombinado con una secuencia de nucledtidos que codifica dicha secuencia heterdloga de aminoacidos
flaviviral, y dicha secuencia de nucleotidos recombinante que cumple la regla de seis.

3. Virus recombinante del sarampién de acuerdo con el punto 1 o 2, en el que la secuencia de nucleétidos
recombinante es del inserto contenido en el plasmido pTM-MVSchw2-gfp depositado el 12 de junio de 2002
con 1-2890 (CNCM), en el que la secuencia del gen gfp esta sustituida por una secuencia que codifica dicha
secuencia heteréloga de aminoacidos determinada de dicho antigeno de dicho flavivirus.

4. Virus recombinante del sarampién de acuerdo con el punto 1 o 2, en el que la molécula de ADNc se
selecciona entre las siguientes secuencias:

- secuencia de nucleotidos que se extiende desde el nucledtido 83 hasta el nucleétido 15977 de la fig. 11
- secuencia de nucleotidos que se extiende desde el nucledtido 29 hasta el nucleétido 15977 de la fig. 11
- secuencia de nucleodtidos que se extiende desde el nucledtido 29 hasta el nucleétido 16202 de la fig. 11
- secuencia de nucleotidos que se extiende desde el nucledtido 26 hasta el nucleétido 15977 de la fig. 11
- secuencia de nucleotidos que se extiende desde el nucleétido 26 hasta el nucleétido 16202 de la fig. 11
- secuencia de nucleotidos que se extiende desde el nucledtido 9 hasta el nucledtido 15977 de la fig. 11

- secuencia de nucleotidos que se extiende desde el nucledtido 9 hasta el nucleétido 16202 de la fig. 11.

5. Vector de virus recombinante del sarampién que comprende un replicon que comprende (i) una molécula de
ADNCc que codifica el ARN (+) antigendmico de longitud completa de un virus del sarampion operativamente
unido a (ii) secuencias de control de la expresion y (iii) una secuencia heteréloga de ADN que codifican una
secuencia heteréloga de aminoacidos, estando dicha secuencia heteréloga de ADN clonada en dicho replicon
en condiciones que permiten su expresion y teniendo dicho replicén un nimero total de nucleétidos que cumple
la regla de seis, en el que dicha molécula de ADNc comprende una molécula de ADNc que codifica el ARN (+)
antigenomico de longitud completa del virus del sarampién que se origina de la cepa Schwarz recombinada con
una molécula de ADNc que codifica una secuencia heteréloga de aminoacidos, y en el que dicho virus
recombinante del sarampion es preferentemente un plasmido y el ADNc que codifica el ARN (+) antigenémico
de longitud completa del virus del sarampioén y la secuencia de control de la expresion son de pTM-MVSchw
depositada en el CNCM con el N° |-2889.
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6. Vector de virus recombinante del sarampion de acuerdo con el punto 5, en el que la secuencia heteréloga de
ADN se clona dentro de una Unidad de Transcripcion Adicional (ATU) insertada en el ADNc correspondiente al
ARN antigenémico del virus del sarampidn, y en el que el sitio de clonacion de ATU se elige preferentemente:

- enladireccion 5' del gen N del virus del sarampion, o
- entre los genes P y M del virus del sarampidn, o
- entre los genes H y L del virus del sarampién.

7. Vector de virus recombinante del sarampién de acuerdo con el punto 5 o 6, en el que la secuencia
heteréloga de ADN esta bajo el control de la secuencia de control de la expresion elegida de forma que dicha
secuencia heteréloga se exprese o no se exprese como una proteina de fusiéon con una de las proteinas del
virus del sarampion.

8. Vector de virus recombinante del sarampién de acuerdo con uno cualquiera de los puntos 5 a 7, que expresa
epitopes que provocan anticuerpos neutralizantes contra dicha secuencia heteréloga de aminoacidos que es de
un antigeno de un flavivirus determinado.

9. Vector de virus recombinante del sarampion de acuerdo con uno cualquiera de los puntos 5 a 8, en el que el
replicdn se disefia de acuerdo con el mapa de la Figura 2 en el que « inserto » representa la secuencia de ADN
heterdloga.

10. Un sistema de recuperacion para el ensamblaje de virus recombinante del sarampion que expresa una
secuencia heteréloga de aminoacidos, que comprende una célula determinada transfectada con un vector de
virus recombinante del sarampion de acuerdo con uno cualquiera de los puntos 5 a 9, y una célula auxiliar
determinada recombinada con al menos un vector adecuado para la expresion de ARN polimerasa T7 y
expresion de las proteinas N, P y L del virus del sarampion.

11. Una composicion inmunogénica o una composicion de vacuna que comprende un virus recombinante del
sarampion de acuerdo con uno cualquiera de los puntos 1 a 4, o un vector recombinante de acuerdo con uno
cualquiera de los puntos 5 a 9.

12. Una composicion inmunogénica de acuerdo con el punto 11, que induce proteccion contra particulas tipo
virus heterélogas o contra proteinas de premembrana y de envuelta.

13. Una composicién inmunogénica de acuerdo con el punto 11 o 12, que provoca:
- una respuesta inmune humoral y/o celular en un modelo animal susceptible al virus del sarampion; y/o

- anticuerpos neutralizantes contra la secuencia heterdloga de aminoacidos en un modelo de animal
mamifero susceptible al virus del sarampion; y/o

- anticuerpos neutralizantes contra la secuencia heteréloga de aminoacidos en un mamifero.
Apareceran diversos aspectos de la invencion en los siguientes ejemplos y en los dibujos.
Leyenda de las figuras

Figura 1. Construcciones de la glicoproteina Env de HIV1. (A) Construcciones de gp160 de longitud completa y
mutantes AV3-AAELDK-WASAA, AV1V2 y AV1V2V3 (de la parte superior a la inferior). Los sitios de restriccion Bbs/
y Mfel usados para introducir la delecion AV3 en las otras construcciones estan indicados. (B) Construcciones de
gp140 que son iguales que gp160 excepto en que se han delecionado las regiones intracitoplasmatica y
transmembrana de gp41.

Figura 2A. Mapa esquematico del plasmido pTM-MV Schw. Para construir la secuencia completa, se generaron
los seis fragmentos representados en la parte superior y se recombinaron paso a paso usando los sitios de
restricciéon Unicos indicados. T7 = promotor T7; hh = ribozima en cabeza de martillo; hAv = ribozima de la hepatitis
delta (=0); T7t = terminador de la ARN polimerasa T7.

Figura 2B. Los vectores pMV (+) con ATU que contienen un gen de la proteina fluorescente verde (GFP del inglés
"green fluorescent protein") en la posicidon 2 y la posicion 3. Los genes del MV estan indicados: N (nucleoproteina),
PVC (fosfoproteina y proteinas V C), M (matriz), F (fusidon), H (hemaglutinina), L (polimerasa). T7: promotor de la
ARN polimerasa T7; T7t: terminador de la ARN polimerasa T7; &: ribozima del virus de la hepatitis delta (DHV); ATU:
unidad de transcripcion adicional.

Figura 2C. Secuencia ATU: las letras minUsculas representan secuencias adicionales (copia de la region intergénica
N-P del virus del sarampion) mas sitios de clonacion. Las letras mayusculas corresponden a la secuencia GFP
potenciada insertada. Esta secuencia se inserta en el sitio Spel (posicion 3373) de la secuencia de ADNc de la cepa
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Schwarz del virus del sarampion para ATU2 y en el sitio Spel (posicién 9174) para la ATU3. La mutacion que
distingue ATU normal de bis (en pTM-MVSchw2-gfp y pTM-MVSchw2-GFPbis) es una C sustituida (letra mayuscula)
en el extremo de ATU.

Figura 3 (A): muestra que la expresion de ENVysg s fue similar para los pases 2 y 5, confirmando la estabilidad de
la expresion de transgenes en este sistema.

Figura 3 (B): construccion de virus del sarampién Schwarz (MVSchw) que expresa antigenos de HIV-1. (13054 a I-
3058). Expresion de antigenos de HIV en pTM-MVSchw recombinante.

Fig. 3BA: Expresion de glicoproteinas de envuelta de HIV-1 en pTM-MVSchw recombinante. Se infectaron
células Vero con los diferentes virus recombinantes durante 48 h y se determiné la expresion de Env de HIV por
transferencia de western. Se resolvieron 30 ug de cada lisado celular en SDS-PAGE al 4-12 %, se transfirieron a
membranas de nitrocelulosa y se sondearon con un anticuerpo monoclonal de raton anti-gp120 de HIV (Chessie,
NIH). Se us6 conjugado RPO anti-IgG de ratén como anticuerpo secundario y las proteinas se detectaron usando un
kit de deteccion ECL.

Fig. 3BB:
(1) Construccion del doble recombinante pTM-MVSchw2-Gag-3gp140

Se han construido algunos vectores recombinantes que expresan dos antigenos heterdlogos diferentes. Se
obtuvieron por ligamiento de dos plasmidos pTM-MVSchw recombinantes diferentes que contenian diferentes
insertos en la posicién 2 y la posicion 3. Se muestra el plasmido pTM-MVSchw2-Gag-3-gp140. A partir de este
plasmido, se recuperd un virus recombinante que expresaba las proteinas tanto Gag como gp140 (Fig. 3B (2)
transferencia de Western). Usando construcciones apropiadas de los diferentes genes heterélogos insertados,
dicho MV recombinante que expresa dos proteinas virales heterélogas puede producir « particulas tipo virus »
(VLP)

ensambladas en células infectadas y secretadas: Gag-Env de retrovirus o prM/E de flavivirus. Dichas VLP son
buenos inmunégenos. Producidas in vivo por una vacuna viva atenuada tipo MV, deberian ser incluso mas
inmunogénicas.

(2) Expresion de gp140 de HIV-1 y Gag de SIV239 en pTM-MVSchw2-Gagsiy recombinante (p17-p24
[delta] myr)-3-gp1404y. Se detectaron gp140 de HIV y Gag de SIV en lisados de células Vero infectadas. (A)
Un anticuerpo monoclonal de ratén anti-gp120 de HIV y (B) suero de macaco infectado con SIVmac251.

Figura 3C: Expresion de Gag de HIV-1 (p17-p24Amyr) en pTM-MVSchw2-Gaguiv recombinante (p17p24 [delta]
myr). Se detecté Gag de HIV en lisados de células Vero infectadas con un anticuerpo monoclonal de raton anti-Gag
de HIV.

Figura 3D: Expresion de proteina Tat de HIV-1 en pTM-MVSchw recombinante. Se infectaron células Vero con
virus MVSchw-Tat HIV recombinante o MVSchw de control durante 48 h y se determiné la expresion de Tat de HIV
por transferencia de western. Se resolvieron 30 ug de cada lisado celular en SDS-PAGE al 4-12 %, se transfirieron a
membranas de nitrocelulosa y se sondearon con un anticuerpo monoclonal de ratén anti-Tat de HIV (BH10, NIH). Se
uso conjugado RPO anti-lgG de raton como anticuerpo secundario y las proteinas se detectaron usando un kit de
deteccion ECL.

Figura 4. Cinética de crecimiento de virus MVeqs-EnvHIV recombinantes en células Vero. Se infectaron células
en placas de 35 mm con virus recombinantes a diferentes MOI (indicadas). En cada momento puntual, las células se
recogieron y se determinaron los titulos de virus asociados a células usando el método de DICTso en células Vero.
(A) Infecciones con MV EdB-tag y diferentes virus recombinantes MV-HIV a MOI = 0,0001. (B) Infecciones con MV2-
gp160nyv a dos diferentes MOI (0,0001 y 0,01).

Figura 5. Respuestas inmunes humorales anti-HIV y anti-MV en ratones inoculados con virus recombinantes
MVEegs-Envyy. A-B Se inmunizaron cuatro grupos de 3 ratones con 10" DICTso de cada virus recombinante MV-HIV.
Se determinaron los titulos de anticuerpos contra MV (A) y Env de HIV (B) por ELISA en sueros recogldos 28 dias
después de la inoculacion. C-F: Titulos de anticuerpos anti-HIV y anti-MV en ratones IFNARCD46"" inmunizados
con virus MV-Envyy. (C) Titulos anti-MV y anti-HIV detectados 28 dias después de la inyeccion de dosis crecientes
de MVeqs-gp160 (3 ratones por grupo). (D) Titulos anti-MV (barras negras) anti-HIV (barras grises) y anti-ELDKWAS
(barras blancas) detectados 28 dias después de la inyeccion de 5 10° DICTso de virus MV-Enviy (6 ratones por
grupo). Los resultados se expresan como los valores medios + DE.

Figura 6. Actividades neutralizantes contra Bx08 de sueros de ratones inmunizados con virus MV2gp140uvse.6
y MV2-gp160u1vse.6. Se proporciono aislado primario Bx08 por C. Moog (Estrasburgo, Francia) y se propagé una vez
en PBMC estimuladas con PHA para obtener soluciones madre virales. Se incubaron 2 ng de virus durante 30 min a
37 °C con 25 pl de cada suero de raton (recogido un mes después de la infeccion) antes de la infeccion de células
P4R5 en una placa de 96 pocillos. Las células después se cultivaron en DMEM que contenia suero de ternera fetal
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al 10 % hasta 2 dias después de la infeccion, momento en el cual se midié la actividad 1 galactosidasa con un
ensayo de quimioluminiscencia (Roche, Alemania). Carril 1: suero de un ratén inmunizado con MVege-tag; Carril 2:
suero de un ratén inmunizado con MV2-gp140ky-1; Carril 3: suero de un ratén inmunizado con MV2-gp160wv-1; Carril
4: células no infectadas. Todos los ensayos se realizaron por triplicado.

Figura 7. La vacuna candldata Edm-HIV Env estimula linfocitos especificos de env in vivo. Se inocularon dos
grupos de 3 ratones con 10" DICTso de virus MV2-gp1604y, y se sacrificaron por eutanasia 7 dias y 1 mes después
de la inoculacion. (A) Ensayos ELISpot realizados con esplenocitos de ratones inmunizados. Estimulacion con
proteina purificada HIV-gp120 (negro) o BSA irrelevante (blanco). (B) Los esplenocitos recogidos 7 dias después de
la inmunizacion se estimularon con medio solo (panel de la izquierda), gp120 de HIV (panel medio) o virus EdB-tag
(panel de la derecha). La citofluorometria de tres colores detectd linfocitos tanto CD8+ (panel superior) como CD4+
(panel inferior) productores de y-IFN después de estimulacion con gp120 de HIV y virus del sarampion. Los
porcentajes se san de acuerdo con las entradas totales de linfocitos CD8+ (panel superior) y CD4+ (panel inferior)
respectivamente.

FIG. 7C, D. Titulos de anticuerpos anti-MV y anti-HIV en ratones y macacos inmunizados con V|rus
MV2gp140HIV89.6 meses después de sensibilizacion con MV. (C) Se vacunaron ratones (3 por grupo) con 10°
DICTso de EdB-tag MV, después se inocularon dos veces con 5 10° DICTso de virus MV2-gp140nivs9.6 como se indica
(flechas) (D) Se vacunaron macacos cynomolgus (n® 432 y 404) con Rouvax®, después se inocularon dos veces con
5 10° DICTso de virus MV2-gp1404vse.s como se indica (flechas).

Figura 8. Representacion esquematica de la unidad de transcripcion adicional (ATU) y el plasmido del vector de MV
Schwarz. (A) Elementos de accién en cis de la ATU insertada en la posicion 2 entre las fases de lectura abierta de
MV de fosfoproteina (P) y matriz (M). (B). Representacion de las tres posiciones de insercion de ATU en el plasmido
del vector de MV Schwarz.

Figura 9. Expresion de proteinas YFV por MV recombinante. Se infectaron células Vero por MV recombinantes EdB-
Envyry y EdB-NS1vry @ una MOI de 0,01. La inmunofluorescencia se realizé usando un suero de ratén policlonal
anti-YFV y un anticuerpo secundario Cy3 anti-IgG de ratdn. Todos los sincitios observados en células Vero
infectadas fueron positivos.

Figura 10. Exposicion con YFV Se inocularon seis ratones de 4 semanas de edad con una mezcla de virus EdB-
Envyev Y EdB-NS1yey (107 DICTso) y se inocularon 6 ratones de control con la misma dosis de virus EdB-tag
convencional. Después de 1 mes, se determinaron las serologias anti-MV y se observd un nivel similar de
anticuerpos en los dos grupos. Se expuso a los ratones y se observé la mortalidad.

Figura 11. Secuencia completa de nucledtidos del plasmido pTM-MVSchw (CNCM 1-2889). La secuencia puede
describirse del siguiente modo con referencia a la posicion de los nucleétidos:

- 1-8 sitio de restriccion Not/

- 9-28 promotor T7

- 29-82 ribozima en cabeza de martillo

- 83-15976 antigenoma de MV Schwarz

- 15977-16202 ribozima del HDV y terminador T7
- 16203-16210 sitio de restriccion Not/

- 16211-16216 sitio de restriccion Apal

16220-16226 sitio de restriccion Kpnl

16226-18967 plasmido pBluescript KS (+) (Stratagene)

Figura 12:

Las secuencias flavivirales que se han expresado en MV son las siguientes:

Figura 12A: sec YFV Env: Es la secuencia Env YFV 17D204 clonada por los inventores.

pos1a3 codén INICIO
pos 4 a 51 péptido sefial de Env
pos 52 a 1455 secuencia de Env
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pos 1456 a 1458 codén PARADA
Los codones parada e inicio se han afiadido.

Figura 12B: sec YFV NS1: Es la secuencia NS1 YFV 17D204 clonada por los inventores

pos1a3 codén INICIO
pos4a78 péptido sefial de NS1
pos 79 a 1110 secuencia de NS1
pos 1111 a 1113 codén PARADA

Los codones parada e inicio se han afiadido.

Figura 12C: sec WNV Env: Es la secuencia Env WNV clonada por los inventores.

pos1a3 codén INICIO

pos 4 a 51 péptido sefal de Env
pos 52 a 1485 secuencia de Env
pos 1486 a 1488 codén PARADA

Los codones parada e inicio se han afiadido.

Figura 12D: sec WNV NS1: Es la secuencia NS1 WNV clonada por los inventores.

pos1a3 codén INICIO

pos4a78 péptido sefial de NS1

pos 79 a 1104 secuencia de NS1

pos 1105 a 1107 codén PARADA

pos 1108 a 1110 codon PARADA (se afiade un segundo para respetar la regla de seis)

Los codones parada e inicio se han afiadido.

Figura 13: Representacion esquematica de pTM-MVSchw-sEwny recombinante. Los genes de MV estan indicados:
N (nucleoproteina), PVC (fosfoproteina y proteinas V, C), M (matriz), F (fusion), H (hemaglutinina), L (polimerasa).
T7: promotor de la ARN polimerasa T7; T7t: terminador de la ARN polimerasa T7; & ribozima del virus de la hepatitis
delta (HDV); ATU: unidad de transcripcion adicional.

Después de la recuperacion, el virus recombinante se cultivd en monocapas de células Vero. El procedimiento usado
para preparar el virus recombinante fue similar a los procedimientos convencionales usados para preparar las
vacunas vivas atenuadas contra el sarampion, excepto para la liofilizacidon que no se uso.

La expresion de WNV sE en células Vero infectadas por el virus MV-WN sE se verificé usando ensayo de
inmunofluorescencia indirecta como se muestra en la Figura 14.

Figura 14: Expresion de la proteina s de WNV en sincitios inducidos por MV. Deteccidon por inmunofluorescencia
de la proteina secretada Env (sE) de WNV en sincitios inducidos por MV-WN sE recombinante en células Vero. (A,
B) Proteina sE detectada en la superficie externa en todas partes de los sincitios inducidos por MV recombinante. (C,
D) Proteina sE intracelular en sincitios inducidos por MV recombinante.

Figura 15: Serologia anti-MV 1 mes después de la primera inyeccion.

Figura 16: Secuencias inmunogénicas de HIV-1 preparadas para su insercion en el plasmido pTM-MVSchw2
ilustrado en el Ejemplo .

Ejemplo I: Virus recombinantes del sarampion que expresan la glicoproteina de envuelta nativa de HIV1
subtipo B, o envueltas con bucles variables delecionados, inducen respuestas inmunes humorales y
celulares

La preparaciéon de una vacuna contra HIV con su formidable capacidad de evadir las respuestas inmunes del
hospedador es ciertamente una tarea desalentadora. Sin embargo, lo que hemos aprendido acerca de la
inmunopatogénesis de la infecciéon y los resultados ya obtenidos con modelos animales indican que puede ser
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posible (Mascola, J. R., y G. J. Nabel. 2001. Vaccines for prevention of HIV-1 disease. Immunology. 13:489-495). De
forma ideal, una inmunizacioén preventiva deberia inducir 1) anticuerpos que neutralicen aislados primarios, evitando
de este modo la entrada en células hospedadoras, y 2) CTL que eliminen las células que no obstante se infectaron.
Los anticuerpos y CTL deberian estar dirigidos a epitopes conservados que son criticos para la entrada del virus y la
replicacién en células hospedadoras.

Varios estudios, en particular con diversas vacunas candidatas, muestran que una buena respuesta inmune celular
podria ser capaz de controlar la carga viral, aunque no de eliminar el agente (Mascola, J. R., y G. J. Nabel. 2001.
Vaccines for prevention of HIV-1 disease. Immunology. 13:489-495). Por otro lado, las respuestas inmunes
humorales inducidas hasta ahora por vacunas de subunidad han sido decepcionantes, principalmente porque los
anticuerpos inducidos no neutralizaron los aislados primarios de HIV. Por ejemplo, vacunas recombinantes que
expresaba Env de SIV fueron capaces de proteger a macacos contra una exposicion homéloga, pero no heteréloga
(Hu, S., et al 1996. Recombinant subunit vaccines as an approach to study correlates of protection against primate
lentivirus infection. Immunology Letters. 51:115-119). La inmunizacién con ADN combinada con refuerzo con gp
recombinante soluble podria proteger a macacos contra una exposicion heteréloga pero solamente contra una cepa
de SIV genéticamente relacionada con la vacuna (Boyer, J. et al 1997. Protection of chimpanzees from high-dose
heterologous HIV-1 challenge by DNA vaccination. Nature Medicine. 3:526-532). Mas recientemente, diversos
regimenes « sensibilizacion-refuerzo », usando combinaciones de ADN desnudo y vectores virales tales como MVA
(Amara, R. et al. 2001. Control of a mucosal challenge and prevention of AIDS by a multiprotein DNA/MVA vaccine.
Science. 292:69-74) o adenovirus (Shiver, J. W., et al 2002. Replication-incompetent adenoviral vaccine vector elicits
effective anti-immunodeficiency-virus immunity. Nature. 415:331-335), dieron proteccion razonable contra una
exposicion con SHIV89.6P patogénico. La « sensibilizacion-refuerzo» podria no ser un requisito absoluto ya que el
uso de vacuna atenuada viva recombinante contra el poliovirus protegié a macacos contra una exposicion con
SIV251 (Crotty, S., et al 2001. Protection against simian immunodeficiency virus vaginal challenge by using Sabin
poliovirus vectors. J Virol. 75:7435-7452). Es interesante observar que en todos estos experimentos, incluso cuando
los animales no estuvieron protegidos contra la infeccion, la inmunizacidon causé un retardo en, o incluso anuld, la
enfermedad clinica.

Como se muestra por cristalografia, los bucles V1 y V2 de gp120 enmascaran el sitio de union a CD4 y el bucle V3
enmascara los sitios de union para los co-receptores CXCR4 y CCR5 (Kwong, P. D., et al. 2000. Structures of HIV-1
gp120 envelope glicoproteins from laborator y -adapted and primar y isolates. Structure Fold Des. 8:13291339;
Kwong, P. D. et al. 1998. Structure of an HIV gp120 envelope glicoprotein in complex with the CD4 receptor and a
neutralizing human antibody. Nature. 393:648-659; Kwong, P. D., et al. 2000. Oligomeric modeling and electrostatic
analysis of the gp120 envelope glicoprotein of human immunodeficiency virus. J Virol. 74:1961-1972). A pesar de
esto, estan presentes anticuerpos contra el sitio de union a CD4 de gp120 en los sueros de individuos seropositivos
para HIV y son capaces de neutralizar varios aislados de HIV-1 en ensayos in vitro (Burton, D. 1997. A vaccine for
HIV type 1: the antibody perspective. Proceedings of the National Academy of Sciences of the United States of
America. 94:10018-10023; Hoffman, T. L et al., 1999. Stable exposure of the coreceptor-binding site in a CD4-
independent HIV-1 envelope protein. Proc Natl Acad Sci USA. 96:6359-6364). Ademas, algunos epitopes que estan
ocultos en la estructura 3-D de la glicoproteina pero llegan a exponerse después de unirse al co-receptor, pueden
inducir anticuerpos altamente neutralizantes (Muster, T., et al. 1993. A conserved neutralizing epitope on gp41 of
human immunodeficiency virus type 1, J Virol. 67:6642-6647). Ademas, se han obtenido anticuerpos monoclonales
neutralizantes de células B de pacientes (Parren, P. W., et al. 1997. Relevance of the antibody response against
human immunodeficiency virus type 1 envelope to vaccine design. Immunol Lett. 57:105-112). Estan dirigidos a los
epitopes lineales gp41 (2F5) (Muster, T., F. et al. 1993. A conserved neutralizing epitope on gp41 of human
immunodeficiency virus type 1, J Virol. 67:6642-6647), o a los epitopes conformacionales gp120 (2G12, 17b,
48db12) (Thali, M., et al. 1993, Characterization of conserved human immunodeficiency virus type 1 gp120
neutralization epitopes exposed upon gp120-CD4 binding. J Virol. 67:3978-3988; Trkola, A., et al. 1996. Human
monoclonal antibody 2G12 defines a distinctive neutralization epitope on the gp120 glicoprotein of human
immunodeficiency virus type 1. J Virol. 70:1100-1108). Usados en sinergia pueden neutralizar varios aislados
primarios in vitro (Mascola, J. R. et al. 1997. Potent and synergistic neutralization of human immunodeficiency virus
(HIV) type 1 primar y isolates by hiperimmune anti-HIV immunoglobulin combined with monoclonal antibodies 2F5
and 2G12, J Virol. 71:7198-7206) y proteger a macacos contra una exposicion en la mucosa con SHIV (Baba, T. W.
et al. 2000. Human neutralizing monoclonal antibodies of the IgG 1 subtype protect against mucosal simian-human
immunodeficiency virus infection. Nat Med. 6:200-206; Mascola, J. R., et al. 1999. Protection of Macaques against
pathogenic simian/human immunodeficiency virus 89.6PD by passive transfer of neutralizing antibodies. J Virol.
73:4009-4018; Mascola, J. R., et al. 2000. Protection of macaques against vaginal transmission of a pathogenic HIV-
1/SIV chimeric virus by passive infusion of neutralizing antibodies. Nat Med. 6:207-210). Sin embrago, en personas
infectadas, todos estos anticuerpos estan presentes en cantidades muy bajas, diluidos en grandes cantidades de
anticuerpos no neutralizantes dirigidos principalmente a los bucles V1, V2 y V3 de gp120 antigénicamente variables.
Por lo tanto, es de esperar que si se pudieran inducir elevados niveles de dichos anticuerpos de neutralizacion
cruzada podria conseguirse al menos algin grado de proteccién. Un objetivo principal es disefiar un vector que
favorezca la produccién de dichos anticuerpos neutralizantes.

Por esta razon, disefiamos por ingenieria genética gp160 (anclada) y gp140 (soluble) mutantes delecionando los
bucles hipervariables V1, V2 y V3 individualmente o en combinacién para exponer los epitopes conservados e
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inducir anticuerpos capaces de neutralizar aislados primarios. En algunas de las construcciones, también
remplazamos el bucle V3 por la secuencia AAELDKWASAA, especialmente la secuencia ELDKWAS flanqueada en
ambos lados por dos alaninas para mantener la conformacion de este epitope conservado gp41 normalmente oculto
en la proteina nativa pero capaz de inducir anticuerpos neutralizantes de amplio espectro (Muster, T., F. et al. 1993.
A conserved neutralizing epitope on gp41 of human immunodeficiency virus type 1. J Virol. 67:6642-6647; Binley, J.
M., et al. 2000. A recombinant human immunodeficiency virus type 1 envelope glicoprotein complex stabilized by an
intermolecular disulfide bond between the gp 120 and gp41 subunits is an antigenic mimic of the trimeric virion-
associated structure. J Virol. 74:627-643; Sanders, R. W., et al. 2000. Variable-loop-deleted variants of the human
immunodeficiency virus type 1 envelope glicoprotein can be stabilized by an intermolecular disulfide bond between
the gp120 and gp41 subunits. J Virol. 74:5091-5100). La estructura alfa helicoide normal de este péptido debe
conservarse cuando se expone en nuestras construcciones en el extremo de un bucle V3 delecionado. Estas
construcciones, en las que los "sefiuelos inmunolégicos" se han eliminado y se han expuesto los epitopes
neutralizantes, deberian ser buenos candidatos para la induccion de fuertes respuestas de anticuerpos
neutralizantes.

Las construcciones de gp de HIV se introdujeron en un vector de vacuna contra el sarampion porque induce titulos
muy elevados (1/80.000) de anticuerpos neutralizantes anti-sarampion. (Esto es probablemente porque se replica en
una gran cantidad de células de diferentes tipos.) Se puede esperar, por lo tanto, que la respuesta de anticuerpos
contra las gp de HIV disefiadas por ingenieria genética también sea potente. Ademas, la vacuna contra el sarampion
también es un potente inductor de respuestas celulares de larga duracion. Las vacunas recombinantes indujeron
anticuerpos de neutralizacidon cruzada asi como respuestas inmunes celulares después de una Unica inyeccion en
ratones CD46"" IFN-cx/B_R"'. Ademas, indujeron respuestas inmunes contra HIV en ratones y macacos con
inmunidad anti-MV preexistente.

Construccion de glicoproteinas de envuelta mutantes de HIV-1.

Las glicoproteinas de envuelta usadas en este estudio (Figura 1) se obtuvieron de SHIV89.6P, un virus quimérico de
la inmunodeficiencia de simios/humana que contiene los genes tat, rev, vpu y env de HIV1 en un transfondo
SIVmac239 (Reimann, K. A., et al. 1996. A chimeric simian/human immunodeficiency virus expressing a primar y
patient human immunodeficiency virus type 1 isolate env causes an AIDS- like disease after in vivo passage in
rhesus monkeys. J Virol. 70:6922-6928). El gen env se obtiene de un aislado primario citopatico de HIV1, 89.6, que
tiene tropismo tanto por macréfagos como por células T (Collman, R., et al. 1992. An infectious molecular clone of an
unusual macrophage-tropic and highly cytopathic strain of human immunodeficiency virus type 1. J Virol. 66:7517-
7521). La secuencia de env se amplifico a partir del plasmido pSHIV-KB9 (NIH) que se cloné previamente después
de pases in vivo del virus original (Karlsson, G. B., et al. 1997. Characterization of molecularly cloned simian-human
immunodeficiency viruses causing rapid CD4+ lymphocyte depletion in rhesus monkeys. J Virol. 71:4218-4225). La
env de longitud completa (gp160) se amplificé por PCR (polimerasa Pfu) usando cebadores que contienen los sitios
BsiWl 'y BssHIl Unicos para la posterior clonacion en el vector del sarampion: 160E5 (5-
TATCGTACGATGAGAGTGAAGGAGAAATAT-3") y 160E3 (5'-ATAGCGCGCATCACAAGAGAGTGAGCTCAA-3"). La
secuencia env correspondiente a la forma secretada (gp140) se amplificé usando los cebadores 160E5 y 140E3 (5'-
TATGCGCGCTTATCTTATATACCACAGCCAGT-3'). Se afadieron un codoén de inicio y un codéon de parada en
ambos extremos de los genes asi como varios nucleétidos después del codon de parada para respetar la "regla de
seis", que estimula que la cantidad de nucleétidos del genoma de MV debe ser un multiplo de 6 (Calain, P., y L.
Roux. 1993. The rule of six, a basic feature for efficient replication of Sendai virus defective interfering RNA. J Virol.
67:4822-4830; Schneider, H., et al. 1997. Recombinant measles viruses defective for RNA editing and V protein
synthesis are viable in cultured cells. Virology. 227:314-322). Ambos fragmentos gp160 y gp140 de env se clonaron
en el plasmido pCR2.1-TOPO (Invitrogen) y se secuenciaron para comprobar que no se habian introducido
mutaciones.

Se generaron mutantes con deleciones de bucles por amplificaciéon por PCR de dos fragmentos solapantes que
flanqueaban la secuencia a delecionar e hibridando estos fragmentos por PCR. Para remplazar la secuencia V3 por
la secuencia AAELDKWASAA que contenia el epitope gp41 (Muster, T., F. et al. 1993. A conserved neutralizing
epitope on gp41 of human immunodeficiency virus type 1. J Virol. 67:6642-6647), se disefiaron cuatro cebadores en
ambos lados de los sitios Bbs/ y Mfel que abarcan la secuencia V3: AV3A1 (5-ATAAGACATTCAATGGATCAGGAC-
3, AV3A2  (5-TGCCCATTTATCCAATTCTGCAGCATTGTTGTTGGGTCTTGTACAATT-3'),  AV3B1 (5'-
GATAAATGGGCAAGTGCTGCAAGACAAGCACATTGTAACATTGT-3") y AV3B2 (5-
CTACTCCTATTGGTTCAATTCTTA-3'). Las secuencias subrayadas en AV3A2 y AV3B1 corresponden al epitope
AAELDKWASAA con un solapamiento de 12 nucleétidos. Las amplificaciones por PCR con los pares de cebadores
AV3A1/AV3A2 y AV3B1/AV3B2 produjeron dos fragmentos de 218 y 499 pb respectivamente. Después de
purificacion en gel, estos fragmentos se hibridaron juntos por 15 ciclos de PCR sin cebadores y se amplificaron con
los cebadores AV3A1/AV3B2. El fragmento resultante de 705 pb se cloné en el plasmido pCR2.1-TOPO y se
secuencio. Después de digestion por Bbsl y Mfel, se purifico el fragmento que carecia de la secuencia que codifica
el bucle V3 (AV3-AAELDKWASAA) y se introdujo en lugar del fragmento correspondiente en la gp160 y gp140 en
plasmidos pCR2.1-TOPO.

Los plasmidos resultantes se denominaron pMV2-gp160AV3 y pMV2-gp140AV3.
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Los mutantes AV1V2 se produjeron usando el mismo procedimiento. Se amplificaron dos fragmentos en ambos
lados del bucle V1 V2 usando los siguientes cebadores: 160E5 (5'-TATCGTACGATGAGAGTGAAGGAGAAATAT-
3", AV1V2A1 (5'-ATTTAAAGTAACACAGAGTGGGGTTAATTT-3"), AV1V2B1 (5-
GTTACTTTAAATTGTAACACCTCAGTCATTACACAGGCCTGT-3"), AV1V2B2 (5-
TTGCATAAAATGCTCTCCCTGGTCCTATAG-3"). Las secuencias subrayadas en AV1V2A1 y AV1V2B1
corresponden a un solapamiento de 12 nucleétidos generado entre los dos fragmentos. Las amplificaciones por PCR
con los pares de cebadores 160E5/AV1V2A1 y AV1V2B1/AV1V2B2 produjeron dos fragmentos de 400 y 366 pb
respectivamente. Después de purificacion en gel, estos fragmentos se hibridaron juntos por ciclos de 15 PCR son
cebadores y se amplificaron con los cebadores 160E5/AV1V2B2. El fragmento de 766 pb resultante se cloné en el
plasmido pCR2.1-TOPO y se secuencio. Después de digestion con BsiW! (en el cebador 160E5) y Bbsl, se purifico
el fragmento que carecia de la secuencia que codifica el bucle V1V2 y se introdujo en lugar del fragmento
correspondiente en la gp160 y gp140 en plasmidos pCR2.1-TOPO.

Para obtener los mutantes AV1V2V3, se introdujo el fragmento BsiW/I/Bbsl que carece de la secuencia que codifica
el bucle V1V2 en lugar del fragmento correspondiente en los plasmidos pCR2.1-TOPO-gp140AV3 y pCR2.1TOPO-
gp160AV3.

Después de digestion con BsiWl/BssHII de los diferentes plasmidos pCR2.1-TOPO, se clonaron las secuencias
nativa y mutante de gp160 y gp140 en el vector EdB-tag en la posicion de ATU 2 y la posicion de ATU 3 (Figura 2B).
Los plasmidos resultantes se denominaron pMV2-gp 160w, pMV2-gp1404y.

Las células se mantuvieron en medio de Eagle modificado por Dulbecco (DMEM) suplementado con suero de
ternera fetal (FCS) al 5 % para células Vero (rifién de mono verde africano), o con FCS al 10 %, 1 mg/ml de G418
para células auxiliares 293-3-46 (35) y para células P4-CCR5 (Hela-CD4-CXCR4-CCR5-HIVLTR-LacZ) (12).

Recuperacion de virus MVggg-Enviivss ¢ recombinante.

Para recuperar los virus MVeqs-HIV recombinantes de los plasmidos, se usaron los diferentes plasmidos EdB-HIV
Env para transfectar células auxiliares 293-3-46.

Para recuperar el virus del sarampién del ADNc de los plasmidos EdB-HIV-Env, se uso el sistema de recuperacion
basado en células auxiliares descrito por Radecke et al. (Radecke, F., et al. 1995. Rescue of measles viruses from
cloned DNA. EMBO Journal. 14:5773-5784) y modificado por Parks et al. (Parks, C. L, et al. 1999. Enhanced
measles virus cDNA rescue and gene expression after heat shock. J Virol. 73:3560-3566). Se co-transfectaron
células auxiliares humanas que expresaban de forma estable la ARN polimerasa T7 y las proteinas N y P del
sarampion (células 293-3-46, desveladas por Radecke et al.) usando el procedimiento de fosfato calcico con los
plasmidos EdB-HIV-Env (5 yg) y un plasmido que expresaba el gen L de la polimerasa de MV (pEMC-La, 20 ng,
desvelado por Radecke et al.). El virus se recuper6 después de co-cultivo de células auxiliares 293-3-46
transfectadas a 37 °C con células Vero de primate (rifidn de mono verde africano). En este caso, aparecieron
sincitios sistematicamente en todas las transfecciones después de 2 dias de cocultivo.

En un experimento adicional (Fig. 3C-D), después de incubacion durante una noche a 37 °C, las células se
sometieron a choque térmico a 43 °C durante 3 horas en medio fresco (40). Las células sometidas a choque térmico
se incubaron a 37 °C durante 2 dias, después se transfirieron a una capa de células Vero confluyente al 70 %
(placas Petri de 10 cm). Aparecieron sincitios en células Vero después de 2-5 dias de co-cultivo. Se recogieron
sincitios individuales y se transfirieron a células Vero cultivadas en pocillos de 35 mm. Las células infectadas se
expandieron en matraces de 75 y 150 cm?®. Cuando los sincitios alcanzaron una confluencia del 80-90 %, se
rasparon las células en un pequefio volumen de Op’[iMEM® (Gibco BRL) y se congelaron y descongelaron una vez.
Después de centrifugacion, se almaceno el sobrenadante, que contenia virus, a -80 °C.

Expresion de glicoproteinas de HIV1 por MV recombinante.

Los virus recombinantes recuperados MV2-gp140, MV2-gp160, MV3-gp140AV3 y MV2-gp160AV3 se propagaron en
células Vero y se analizd la expresion de las glicoproteinas Env de HIV por transferencia de western e
inmunofluorescencia. La infeccion de células Vero por virus MV2 recombinantes (con la insercidon de transgén en la
posicion 2) mostré una elevada expresion de las Env gp160 y gp140 de HIV. También se detectd la proteina Env
recombinante escindida (gp120). El virus MV3 (con insercion de transgén en la posicion 3) expreso niveles inferiores
de transgén, como se esperaba debido al gradiente de transcripcion observado en la expresién de MV. Tomados en
conjunto, estos resultados indican que la glicoproteina Env de HIV1 y el mutante AV3 se expresan de forma eficaz
por los MV recombinantes.

Titulacion de virus. Se determinaron los titulos de MV recombinante por un ensayo de dilucién limitante de punto final
en células Vero. La dosis infecciosa de cultivo tisular al 50 % (DICTsg) se calculd usando el método de Karber.

Capacidad de crecimiento de los virus recombinantes MVeqg-Enviivss 6.

Para analizar la capacidad de crecimiento de virus MVeq4s-Envhivses, se infectaron células Vero a diferentes MOI
(0,01 y 0,0001), se incubaron a 37 °C, y se recogieron en diferentes momentos puntuales. Se determinaron los
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titulos de virus asociados a células para cada muestra usando el método de DICTsp en células Vero. La Figura 4
muestra que usando una MOI de 0,0001, se retardaba la cinética de crecimiento de virus MVeqs-Envhivses, en
comparacion con MVEdB-tag convencional. Sin embargo, usando una MOI de 0,01, la produccion de V|rus
recombinantes era comparable con la de virus convencionales, y se obtenian facilmente titulos maximos de 10’
DICTso/mi 0 incluso mayores.

En particular, se infectaron monocapas de células Vero (matraces T-25) a una MOI de 0,05 con los virus
recombinantes. Cuando los sincitios alcanzaron una confluencia del 80-90 %, las células se lisaron en NaCl 150 mM,
Tris 50 mM pH=8, NP40 al 1 %, PMSF 0,5 mM y 0,2 mg/ml de Pefabloc® (Interbiotech, Francia). La cromatina se
retird por centrifugacion y se determiné la concentracion de proteina en el sobrenadante con un ensayo de Bradford.
Las proteinas (50 ug) se fraccionaron por electroforesis en gel de poliacrilamida con dodecil sulfato sédico (SDS-
PAGE) y se transfiieron a membranas de celulosa (Amersham Pharmacia Biotech). Las transferencias se
sondearon con un anticuerpo monoclonal de ratéon anti-gp120 de HIV (Chessie 13-39.1, NIH-AIDS Research &
Reference Reagent Program) o con un anticuerpo monoclonal anti-N de MV (Chemicon, Temecula, EEUU). Se uso
un conjugado anticuerpo de cabra anti-lgG de ratdon-peroxidasa de rabano rusticano (HRP) (Amersham) como
anticuerpo secundario. La actividad peroxidasa se visualizd con un kit de deteccién de quimioluminiscencia
potenciada (Pierce).

Inmunizaciones de ratones

Se obtuvieron ratones susceptibles a infeccion por MV como se ha descrito previamente (21). Se cruzaron ratones
FVB transgenlcos heter00|got|cos para CD46 (32), el receptor para las cepas de vacuna de MV (24), con ratones
129sv IFN- G/BR que carecian del receptor de interferdn tipo | (22). La descendenma F1 se explord por PCRy Ios
animales CD46"" se cruzaron de nuevo con ratones 129sv IFN-a/1R™. Los animales IFN-a/1R” CD46" s
seleccionaron y usaron para experimentos de inmunizacion. Ya se ha demostrado que el mismo tipo de ratones es
susceptible a infeccion por MV (20,21).

Se inocularon ratones hembra CD46™IFN-a/1R™ de seis semanas de edad por via intraperitoneal con 10" DICTs de
virus recombinantes MV2-gp140, MV2-gp160, MV3-gp140AV3 o MV2-gp160AV3 preparados y titulados como se ha
descrito anteriormente. Los ratones se sacrificaron por eutanasia 7 dias y 1 mes después de la infeccion. Se
recogieron los bazos y la sangre completa. Se extrajeron los esplenocitos de los bazos y se mantuvieron congelados
en nitrogeno liquido hasta su uso. Se decantaron los sueros y se analizé la serologia por ELISA para MV (Trinity
Biotech, EEUU) y HIV (Sanofi Diagnostics, Francia).

Inmunizacion de monos

Se vacunaron dos macacos rhesus criados en colonia (Macaca mulatta) (seronegativos para el retrovirus de simios
tipo D, el virus I|nfotrop|co de células T de simios, el V|rus de la inmunodeficiencia de simios y MV) por via
subcutanea con 10* DICTsy de vacuna contra MV (Rouvax®, Aventis Pasteur, Francia). Se reforzaron un afio
después por dos inyecciones de 5 10°® DICTso de virus recombinante MV2- -gp140 realizadas a intervalos de 1 mes.
Se recogieron muestras de sangre en diferentes momentos puntuales y se buscaron anticuerpos anti-MV y anti-HIV.

Respuesta inmune humoral contra virus recombinantes recuperados.
1° experimento

Las respuestas inmunes humorales contra MV y Env de HIV se analizaron por ELISA en sueros recogidos 1 mes
después de la inmunizaciéon de ratones. Los titulos se determinaron por diluciones limitantes. Los resultados
presentados en la Figura 5 muestran que todos los ratones vacunados respondieron al sarampién con elevados
titulos de anticuerpos (1/50000 a 1/80000) y a Env de HIV con titulos entre 1/1000 y 1/5000 dependiendo de la
secuencia insertada. Los titulos de anticuerpos entre MV y HIV no pueden compararse porque los ELISA usados no
tienen la misma sensibilidad. El ELISA de MV (Trinity Biotech, EEUU) detecto la respuesta completa contra todas las
proteinas de MV, mientras que el ELISA de HIV (Sanofi Diagnostics) detecté solamente los anticuerpos anti-Env de
HIV. Se ensay¢ la capacidad de estos sueros de neutralizar un aislado primario de HIV subtipo B usando células
indicadoras, P4R5, que expresan beta-galactosidasa cuando se infectan con HIV (células HeLa-CD4-CXCR4-CCR5-
HIV LTR-LacZ). En experimentos preliminares, ensayamos sueros de ratones inmunizados con virus recombinantes
MV-HIV que expresaban glicoproteinas de envuelta nativas (MV-gp160xy-1 0 MVeqs-gp140Hivses). Los resultados
mostraron que estos sueros tenian actividad neutralizante al 70-50 % contra un aislado primario, Bx08, cuando se
usaban a una diluciéon 1/20 (Figura 6). La actividad neutralizante de los sueros creados contra las moléculas Env
disefiadas por ingenieria genética esta actualmente en estudio.

2° experimento

En otro experimento (Fig. 5C-F), se recogieron sueros un mes después de la inmunizacioén y se inactivaron por calor.
Se detectaron anticuerpos anti-MV (Trinity Biotech, EEUU) y anti-Env de HIV (Sanofi Diagnostic Pasteur, Biorad,
Francia) usando kits ELISA comerciales. Se us6 un conjugado anti-anticuerpo de ratén-HRP (Amersham) como
anticuerpo secundario. Los titulos se determinaron por diluciones limitantes y se calcularon como la dilucion mas
elevada de suero que da dos veces la absorbencia de una dilucién 1/100 de una mezcla de sueros de control. Se
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usaron los mismos kits ELISA para sueros de monos macacos. Se us6 un anticuerpo secundario anti-lgG de mono
para detectar anticuerpos anti-HIV. Se detectaron anticuerpos anti-MV con anti-lgG humana para ser capaces de
calibrar el ensayo con patrones suministrado en el kit ELISA de MV. Se expresaron en mUIl/ ml. Se usé una mezcla
de 5 muestras de monos negativos como control negativo. El titulo de anticuerpos anti-ELDKAS se determind por
ELISA usando placas NeutrAvidin® de 96 pocillos (Pierce) recubiertos con el péptido biotinlado ELDKWAS
(Neosystem, 5 pg/ml en NaHCO3; 2 M, Na>,CO3-H,0 2 M, pH 9,6). Se usaron sueros de ratones inmunizados con MV
convencional como controles negativos. Se detectaron anticuerpos unidos a péptido con conjugado anti-anticuerpo
de raton-HRP.

Ensayos de neutralizacion de HIV-1. Se ensay6 la sero-neutralizacion contra SHIV89.6p (A.M. Aubertin, Universite
Louis Pasteur, Estrasburgo, H. Fleur y, Burdeos, Francia), 92US660, 92US714, 92HT593 (NIH-AIDS Research &
Reference Reagent Program), y un aislado primario de subtipo A: 3253 (G. Pancino, Institut Pasteur, Paris). Estos
virus se propagaron en PBMC humanas estimuladas con PHA como ya se ha descrito (42). Se realizaron ensayos
de neutralizacion de HIV-1 usando la linea celular indicadora P4-CCR5 (43). Se sembraron células P4-CCR5 en
placas de 96 pocillos (20.000 células por pocillo) y se incubaron a 37 °C en DMEM, FCS al 10 % durante 24 h. El
medio se remplazé por 100 pyl de DMEM, FCS al 10 %, DEAE dextrano (100 pg/ml) y las células se incubaron a
37 °C durante 30 minutos. El virus (0,5 o 1 ng de p24) se incubd con diluciones séricas en 50 ul de PBS a 37 °C
durante 20 minutos y las mezclas virus-suero se anadieron a las células por triplicado. Después de 48 horas de
incubacion, se midio la actividad 1-galactosidasa usando un Ensayo de Gen Informador por Quimioluminescencia
(Roche, EEUU).

Respuestas inmunes celulares contra virus recombinantes recuperados.

Se ensay6 la capacidad de esplenocitos de ratones vacunados de secretar a-IFN después de estimulacion in vitro
por citometria de flujo y ensayos ELISpot. Se descongelaron células de ratones inmunizados 18 h antes de los
ensayos funcionales y se incubaron en medio RPMI suplementado con FCS al 10 % calentado a 56 °C (Gibco) y 10
U de rh-IL2 (Boehringer Mannheim). La viabilidad celular se evalud por exclusion de azul de tripano.

Para realizar el ensayo ELISpot de y-IFN, se recubrieron placas multiscreen-HA de 96 pocillos con anticuerpo de
captura anti-y-IFN de raton (R4-6A2, Pharmingen) en soluciéon de PBS (6 pg/ml). Después de incubacion durante
una noche a 4 °C, los pocillos se lavaron 4 veces con PBS. Los sitios de unién a proteina restantes se bloquearon
incubando los pocillos con 100 yl de RPMI/FCS al 10 % durante 1 h a 37 °C. El medio se retiré justo antes de la
adicién de las suspensiones celulares (100 gl) y los agentes de estimulacion (100 pl). Los esplenocitos de ratones
inmunizados se sembraron en placas a 5.10” células por pocillo por duplicado en RPMI. Se usé concanavalina A (5
pg/ml, Sigma) como control positivo, y RPMI/IL2 (10 U/ml) como control negativo. Las células se estimularon con 1
pg/ml de gp120 de HIV1, 1 pyg/ml de albumina sérica bovina (Sigma), o virus Edm-Tag (MOI = 1). Después de
incubacion durante 2 h a 37°C para la adsorcion viral, se afiadi6 FCS calentado (10 pl) en cada pocillo
(concentracion final del 10 %) y las placas se incubaron durante 24-36 h a 37 °C. Para retirar las células, las placas
se lavaron dos veces con PBS, 4 veces con PBS que contenia Tween 20 al 0,05 % (Sigma), y 2 veces de nuevo con
PBS. Para la deteccion, se afiadio un anticuerpo biotinilado anti-y-IFN de ratén (XMG1.2, Pharmingen) a cada pocillo
(100 pl, 4 pg/ml en PBS-FCS al 0,1 %). Después de incubacién durante 2 h a temperatura ambiente, las placas se
lavaron 4 veces con PBS-Tween 20 al 0,1 % y dos veces con PBS. Se afiadié conjugado estreptavidinafosfatasa
alcalina (AP del inglés Alkaline Phosphatase) (Roche) (100 pl, dilucion 1/2000 en PBS) y se incubd durante 1-2
horas a temperatura ambiente. La enzima se retir6 por 4 lavados con PBS-Tween 20 al 0,1 % y 2 lavados con PBS.
Las manchas después se revelaron con sustrato de color BCIP/NBT (Promega) preparado en tampén AP pH 9,5
(Tris 1 M, NaCl 1,5 M, MgCl, 0,05 M). Los pocillos se controlaron para la formacién de manchas a simple vista:
después de una incubacion de 15-30 minutos, la reaccion se detuvo por lavado bajo un chorro de agua corriente.
Después de secar al menos durante una noche a temperatura ambiente, las manchas coloreadas se contaron
usando un sistema de analisis de imagenes automatizado ELISpot Reader (Bio-Sys).

Para ensayos de citometria de flujo, se estimularon 5 10° esplenocitos (diluidos en 100 ul de RPMI) en placas de 96
pocillos con fondo en V con 1 yg/ml de proteina gp120 de HIV1 (AbCys) en RPMI/IL2 (10 U/ml), o virus EdB-tag
(MOI = 1) diluido en 100 yl de RPMI/IL2. Las células de control no estimuladas se incubaron con RPMV/IL2 (10 U/ml).
Después de incubacién durante 2 h a 37 °C para la adsorcioén viral, se afiadieron 10 yl de FCS en cada pocillo
(concentracion final del 10 %) y las placas se incubaron durante una noche a 37 °C. El medio después se remplaz6
por 150 pl de RPMI-FCS al 10 % que contenia 10 U de rh-IL2 y 10 pug/ml de Brefeldina A (Sigma). Las células se
incubaron durante 4 horas a 37 °C, se recogieron, se tifieron con anticuerpo anti-CD8 de ratén-APC (Pharmingen) y
anticuerpo anti-CD4 de raton-CyCr (Pharmingen) durante 20 minutos a temperatura ambiente, se lavaron con PBS-
BSA (0,5 %), después se fijaron durante 5 minutos a 37 °C en CytoFix® (Pharmingen). Después del lavado, las
células se resuspendieron en 100 yl de PBS-BSA (0,5 %) que contenia saponina al 0,1 % (Sigma) y se incubaron
durante 30 minutos a temperatura ambiente con anticuerpo anti-y-IFN de ratéon-PE (Pharmingen). Las células se
lavaron de nuevo y se analizaron las muestras usando un citémetro FACSCalibur® (Becton Dickinson). Los datos se
analizaron usando el software Cell Quest.
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MV recombinante expresa glicoproteinas Env de HIV89.6 y se replica de forma eficaz.

Las formas anclada (gp160) y soluble (gp140) de la glicoproteina Env de HIV (cepa SHIV89.6p), con o sin delecion
del bucle V3 e insercién de un epitope adicional ELDKWAS, se insertaron en una de las ATU del vector p (+) MV
(Fig. 2). Se obtuvieron los virus recombinantes MV2-gp140, MV2-gp160, MV3-gp140AV3 y MV2-gp160AV3 después
de la transfeccion de los plasmidos en la linea de células auxiliares 293-3-46 y la propagacion en células Vero. MV2-
y MV3- se refiere al sitio de insercion, posicion 2 o 3 respectivamente, de la construccion Envyyess. La expresion de
la proteina Envhyvees se analizé por transferencia de western de lisados de células infectadas (Fig. 3) e
inmunofluorescencia (no mostrado). Los virus MV2-gp140 y MV2-gp160 mostraron un elevado nivel de expresion de
la proteina Envhees (Fig. 3C, carriles 1, 2, 4). Como se esperaba, los virus MV2-gp160A expresaron el precursor
env gp160 asi como la proteina escindida gp120 (Fig. 3C, carriles 2, 4). En contraste, los virus MV2gp140 y MV3-
gp140AV3 expresaron solamente la forma secretada y escindida gp140. El virus MV3-gp140AV3 expreso niveles
ligeramente inferiores de transgén que los virus de la serie MV2, como se esperaba, debido al gradiente de
transcripcion observado en la expresion de MV (Fig. 3C, carril 3). Tomados en conjunto, estos resultados indican que
Envhivaes Y los mutantes AV3 se expresaron de forma eficaz y maduraron correctamente. EI MV recombinante se
pasoé 5 veces en células Vero y se comparo la expresion del transgén con la de la nucleoproteina de MV. La Figura 3
muestra que la expresion de Envhvae s fue similar para los pases 2 y 5, lo que confirma la estabilidad de la expresion
de transgenes en este sistema.

Se analiz6 el crecimiento de virus recombinantes MV-Envhivses €n células Vero usando una MOI de 0,0001 o 0,01.
El crecimiento de los virus recombinantes estuvo sélo ligeramente retardado en comparacion con el de MV EdB-tag
convencional recuperado de p+ (MV). Los virus que expresaba la gp140 secretada estuvieron menos afectados que
los virus que expresaban la gp160 anclada. El recombinante gp140AV3 crecio a la misma velocidad que el MV de
control. El retardo observado con virus que expresaba la gp160 anclada puede deberse a una inferior tasa de
replicacion, a causa del mayor tamario del transgén, o a una gemacion reducida de MV a causa de la insercion de
gp160 en la superficie de las células infectadas. No obstante, el rendimiento final de los V|rus recomblnantes fue
comparable con el de MV de control y se obtuvieron titulos maximos de aproximadamente 10% a 10" DICTso/ml de
forma rutinaria.

Induccioén de respuesta inmune humoral contra MV recombinante en ratones susceptibles.

Se ensay6 la inmunogenicidad de virus MV-Envhivses €n ratones modificados genéticamente que expresaban el
receptor de MVJ)ara CD46 humana y que carecian del receptor de IFN tipo I. Se ensayaron dosis crecientes de virus
MV2-gp160 (10°-10” DICTso) en 5 grupos de 3 ratones. Se buscaron anticuerpos contra MV y Env de HIV por ELISA
en sueros recogidos 1 mes después de la inmunizacion (Fig. 5C). Los titulos de anticuerpos tanto anti-MV como anti-
HIV aumentaron cuando aumentaba la dosis de MV recombinante. Como se obtuvieron elevados titulos anti-MV
cuando los animales se inocularon con 10° a 107 DICTso, los ratones se inmunizaron con 5.10° DICTs en todos los
demas experimentos. A esta dosis, los titulos de anticuerpos anti-MV eran seis veces mayores que los anticuerpos
anti-HIV. Hay que tener en mente que la inmunizacion fue contra Env de HIV solamente, mientras que se expresaron
todas las proteinas de MV durante la infeccion. Para comparar la inmunogenicidad de las diferentes construcciones
EnvHIV, se inocularon cuatro grupos de 6 ratones por via intraperitoneal con diversos virus MV-Envyvess (fig. 5B,
5E). Todos los ratones respondieron contra MV (titulo medio anti-MV: 5 10%) y contra Env de HIV (titulo medio anti-
HIV: 8 10° )- No se observaron diferencias en los titulos anti-MV o anti-HIV o anti-HIV entre las cuatro construcciones
ensayadas. De forma interesante, la expresion a partir de la posicion de ATU 2 o ATU 3 del vector de MV no afecto a
la respuesta de anticuerpos. Como las construcciones AV3 expresaban un epitope adicional ELDKWAS, la
respuesta de anticuerpos contra este epitope gp41 se examind por separado usando un ensayo ELISA especifico
(Fig. 5F). Los resultados mostraron que las construcciones AV3-ELDKWAS indujeron titulos mayores de anticuerpos
anti-ELDKWAS. El titulo de 1/50.000 corresponde a la diluciéon de un suero inmune capaz de reconocer el antigeno
administrado para la inmunizacion, en ensayo ELISA.

Virus MV-Envyvse.s inducen anticuerpos neutralizantes anti-HIV.

Se ensay¢ la capacidad de estos sueros de neutralizar el virus homoélogo SHIV89.6p o diversos aislados primarios
heterdlogos de HIV-1 usando un ensayo de infectividad viral de un unico ciclo en células indicadoras P4-CCRS5 (43).
Las células P4-CCRS5 expresan los receptores de HIV-1 para CD4, CXCR4 y CCR5 y se han transfectado de forma
estable con un HIV LTR LacZ. Por lo tanto, son susceptibles a los aislados de HIV-1 y expresan 1-galactosidasa
después de infeccion. El ensayo de seroneutralizacion se validé usando una combinacion de anticuerpo anti-
inmunoglobulina de HIV (HIVIG) y anticuerpos monoclonales (2F5 y 2G12) que previamente demostraron neutralizar
de forma sinérgica aislados primarios de HIV (17). También usamos sueros de pacientes infectados que neutralizan
aislados primarios de HIV (17). También usamos sueros de pacientes infectados que neutralizan aislados primarios
de HIV usando un ensayo de neutralizacion convencional sobre PBMC humanas (42). La actividad neutralizante de
un suero (Tabla 1) se expresa como la proporcién de la reduccién de infeccién obtenida con este suero sobre la
reduccion obtenida con sueros de control negativo usados a la misma dilucién (sueros de individuos negativos para
HIV y de pacientes infectados neutralizaron virus de subtipo B y A igual de bien en este ensayo).

Como se muestra en la Tabla 1, los anticuerpos inducidos en ratones por los cuatro virus MV-Envuivsg 6 Nneutralizaron
el SHIV89.6p homdlogo a las dos diluciones ensayadas (1/30 y 1/60). No se observaron diferencias significativas
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entre los sueros obtenidos con las diferentes construcciones de Env, lo que indica que la forma secretada y anclada
de la glicoproteina de HIV inducia anticuerpos neutralizantes contra el virus homologo igual de bien cuando se
expresa por MV. La delecioén del bucle V3, que se sabe que contiene epitopes neutralizantes especificos de tipo, no
tuvo efecto significativo sobre la induccién de anticuerpos que neutralizaban el virus homdlogo. Esto sugiere que la
delecion podria haberse compensado por la adicion de un segundo epitope neutralizante ELDKWAS gp41, o por la
revelacion de otros epitopes neutralizantes.

Los anticuerpos inducidos por los virus recombinantes neutralizaron aislados primarios heterélogos subtipo B,
excepto el aislado 92HT593, asi como un virus subtipo A. En cada caso, los anticuerpos inducidos por la gp160
anclada fueron ligeramente mas neutralizantes que los anticuerpos inducidos por la gp140 secretada, especialmente
contra el virus subtipo A 3253. Los anticuerpos inducidos por la Envhivsss AV3-ELDKWAS neutralizaron virus
heterélogos de forma mas eficaz que los inducidos por la envuelta nativa. Esto fue particularmente sorprendente
para el virus Bx08 que pudo neutralizarse hasta un 90 % por sueros de ratones inmunizados con MV2-gp160AV3
(diluciéon 1/30) pero no por sueros de ratones inmunizados con MV que expresaban la Envhses nativa. Esta
neutralizacion fue exactamente tan eficaz como la neutralizaciéon por sueros de control positivo. Estos resultados
muestran que remplazar el bucle V3 de Envhses por un epitope adicional ELDKWAS gp41 y expresar la
construcciéon con un vector de MV permitié la inducciéon de anticuerpos con actividad neutralizante cruzada contra
aislados primarios de HIV-1 subtipos A y B, al menos en el contexto de infeccion con MV recombinante de ratones.
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Induccion de respuesta inmune celular contra MV recombinante

Los resultados de estos experimentos realizados con esplenocitos de ratones inmunizados con virus MV2-gp1604v
(Figura 7) demostraron que una uUnica inmunizacioén con virus MV2-gp160xyv fue capaz de sensibilizar linfocitos
especificos de Env de HIV in vivo. El ensayo ELISpot de y-IFN es un método sensible para el recuento de células
especificas de antigeno en células frescas después de inmunizacion in vivo. Este ensayo se us6 para determinar si
podia detectarse células secretoras de y-IFN especificas de Env de HIV después de una Unica inmunizacion con el
virus MV2-gp160nv. La Figura 7A muestra que estaba presente una cantidad significativa de células especificas de
Env en 2/3 de los ratones ensayados, 7 dias asi como 1 mes después de la inmunizacién. (Para un ratén en cada
grupo la cantidad de manchas fue la misma despues de estimulacion con BSA o gp120). La cantidad de manchas
especificas de HIV detectadas (hasta 600/10° células) representa el 15-20 % de las manchas especificas de MV
detectadas en los mismos ratones (no mostrado), lo que indica que el MV recombinante es capaz de inmunizar de
forma eficaz contra el gen foraneo expresado.

Para evaluar el fenotipo de estas células especificas de Env, se realizaron experimentos de citofluorometria de 3
colores en ratones sacrificados por eutanasia 7 dias después de la inmunizacién, en un maximo tedrico de
proliferacion de células efectoras. Se muestra un resultado representativo en la Figura 7B. En nivel de fondo y de
produccién de y-IFN para linfocitos tanto CD4+ como CD8+ se muestra en el panel de la izquierda. Para este animal,
el 0,09 % de los linfocitos CD8+ (media calculada para 3 ratones: 0,31 %) y el 0,25 % de los linfocitos CD4+ (media:
0,41 %) eran espontaneamente productores de y-IFN. Las frecuencias de células T contra HIV-gp120 (panel medio)
en los subconjuntos CD8+ y CD4+ fueron del 1,76 % (media: 1,69 %) y el 0,92 % (media: 0,76 %) respectivamente.
Es interesante tener en cuenta que en el mismo ratéon inmunizado, las frecuencias de células especificas del
sarampion en los subconjuntos CD8+ y CD4+ fueron del 7,63 % (media: 7,03 %) y el 4,11 % (media: 3,50 %)
respectivamente. De hecho, el virus recombinante MV2-gp1604y expresa 6 proteinas del sarampion mas una
proteina foranea gp160. Por tanto, las frecuencias de linfocitos especificos de antigeno siguieron las proporciones de
genes recombinantes. Como conclusion, la citofluorometria de 3 colores realizada 7 dias después de la vacunacion
con virus MV2-gp1601y mostré que se sensibilizaban linfocitos tanto CD8+ (Fig. 7B, panel superior) como CD4+
(Fig. 7B, panel inferior) especificos de gp120 de HIV y virus del sarampion in vivo.

Induccion de una respuesta anti-HIV en animales con inmunidad anti-MV preexistente.

Primero ensayamos la posibilidad de reforzar la respuesta anti-HIV por una segunda inyeccién de MV recombinante.
Los ratones inmunizados con 5.10° DICTs de virus recombinante MV2-gp140 (3 ratones por grupo) se reforzaron
con una segunda inyeccion del mismo MV recombinante un mes después de Ia prlmera inyeccion. Los titulos medios
de anticuerpos anti-MV y anti-HIV en el momento del refuerzo eran de 5 10* y8 10° respectivamente. Estos titulos
aumentaron hasta, respectivamente, 5 10° y5 10* un mes después del refuerzo. Por tanto, las respuestas anti-MV y
HIV pueden reforzarse 10 veces inyectando la misma dosis de MV recombinante un mes después de la primera
inmunizacion.

Después ensayamos la capacidad de MV recombinante de inducir anticuerpos anti-HIV en ratones y monos en
presencia de inmunidad anti-MV preexistente. Primero se inmunizaron ratones (3 ratones por punto) con 10° DICTso
de EdB-tag MV (sin un inserto de HIV). Se indujeron elevados niveles de anticuerpos anti-MV (Fig. 7C). El titulo
disminuy6 ligeramente despues de 2 meses y permanecid estable durante los siguientes 9 meses. Los ratones
después se inocularon con 5 10° DICTso de MV2- -gp140nivaes, Y Se reforzaron con la misma dosis un mes después.
El t|tqu de anticuerpos anti-MV se aument6 100 veces y se indujeron elevados titulos de anticuerpos anti-HIV (5
10* ). Estos titulos fueron similares a los obtenidos después de la inmunizacién de animales virgenes con dos
inyecciones.

Se realizo el mlsmo experimento con macacos rhesus é ig. 7D). Se inmunizaron dos macacos con una dosis
convencional (10* DICTso) de vacuna contra MV (Rouvax®, Aventls Pasteur). Como para los ratones, se indujeron
elevados niveles de anticuerpos anti-MV y permanecieron estables durante un afio. Los macacos después se
inocularon con 5 10° DICTso de MV2- gp‘I4OH|V396 dos veces a intervalos de un mes. Los titulos anti-MV aumentaron
150 veces después de la primera inyeccion de MV-HIV, mientras que la segunda inyeccién tuvo ninguno o poco
efecto. Se indujeron anticuerpos anti-HIV por la primera inyeccion con MV2-gp140nvses @ pesar de la presencia de
inmunidad anti-MV preexistente. Un mes después de la segunda inyeccion con MV2-gp140uivses, €l nivel de
anticuerpos anti-HIV habia aumentado aproximadamente 10 veces y habia alcanzado titulos similares a los
obtenidos en ratones. Este nivel permanecié estable durante los siguientes 5 meses.

El objetivo principal del presente trabajo fue ensayar la inmunogenicidad de virus recombinantes MV-Envuhy
atenuados. Demostramos que dichos recombinantes eran genéticamente estables, expresaban la proteina Env de
HIV a elevados niveles, e inducian elevados titulos de anticuerpos contra construcciones tanto de MV como de Env
de HIV en ratones transgénicos. Los titulos de anticuerpos anti-HIV fueron aproximadamente el 15-20 % de los de
anticuerpos anti-MV. Esto corresponde aproximadamente a la proporcion de proteinas HIV/MV expresadas por los
virus recombinantes. Las construcciones de Env de HIV con un bucle V3 delecionado y un epitope adicional
ELDKWAS gp41 indujeron dos veces tantos anticuerpos anti-ELDKWAS como construcciones nativas, lo que
sugiere que la confirmacién nativa del péptido adicional se conservaba a pesar de su posicion ectopica. También se
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indujo un elevado nivel de células CD8+ y CD4+ especificas de HIV. Hasta el 1,5-2 % de las células T CD8+ totales
y el 0,9 % de las células T CD4+ totales fueron especificas de HIV.

Sin embargo, el aspecto mas importante de nuestros resultados es que estos anticuerpos anti-HIV fueron
neutralizantes para el virus homoélogo SHIV89.6p asi como para varios aislados primarios heterélogos de HIV-1 de
subtipo A y subtipo B. De forma interesante, la construccion de gp160 anclada AV3-ELDKWAS indujo anticuerpos
que neutralizaron virus heterdlogos de forma mas eficaz que los inducidos por la envuelta nativa. Sus titulos
neutralizantes fueron similares a los de sueros humanos neutralizantes de HIV. La capacidad neutralizantes mas
amplia de estos anticuerpos podria deberse a la adicién de un segundo epitope neutralizante ELDKWAS gp41,0ala
exposicién de epitopes neutralizantes conservados previamente enmascarados. Varios grupos han insertado el
epitope ELDKWAS en diversas moléculas inmunogénicas (44, 45, 46, 47). Estos estudios demostraron que el
contexto conformacional en que se presenta el epitope es esencial para la inducciéon de anticuerpos neutralizantes.
Se demostrd que una restriccion tipo giro 1 es la estructura conformacional mas probable del epitope ELDKWAS
reconocido por el anticuerpo neutralizante 2F5 (46). En nuestras construcciones, la insercion del corto epitope
AAELDKWASAA en lugar del bucle V3, que esta flanqueado por cadenas 1 (28, 29), puede tener dicha confirmacion
tipo giro 1.

Ya se ha demostrado que la delecion de bucles hipervariables de Env de HIV puede potenciar su inmunogenicidad
(3, 48, 39). Sin embargo, en estudios previos se obtuvieron anticuerpos neutralizantes solamente después de
multiples inyecciones de elevadas cantidades de proteina soluble (23), o con un régimen de "sensibilizacion-
refuerzo" usando cantidades muy grandes de ADN y proteina pura (3, 39). En contraste, observamos los mismos
niveles de anticuerpos neutralizantes en ratones inyectados con una unica dosis de MV-gp160AV3-ELDKWAS. La
buena inmunogenicidad en nuestro sistema probablemente resulta del hecho de que la Env de HIV se expresa y
procesa por el sistema inmune del mismo modo que proteinas de la vacuna viva de MV, un inmundégeno altamente
potente. Puede esperarse que dichos niveles de anticuerpos neutralizantes pudieran al menos inducir proteccién
parcial en individuos vacunados. De acuerdo con los datos de otros (3, 39), podria ser posible aumentar la
inmunogenicidad de recombinantes M-HIV Env incluso mas delecionando los bucles V1 y V2 de gp120 de HIV,
especialmente para inducir anticuerpos dirigidos contra el sitio de uniéon a CD4. Sin embargo, recientemente se ha
informado de que este sitio de unidn a receptor puede escapar de la respuesta inmune por enmascaramiento
conformacional y antrépico (49).

La presencia de inmunidad anti-MV en casi toda la poblacion humana adulta pareceria restringir el uso de
recombinantes MV a bebés, un objetivo ya meritorio en cualquier caso. Sin embargo, varios estudios demostraron
que la revacunacion de individuos ya inmunizados produjo un refuerzo de anticuerpos anti-MV, lo que sugiere que la
vacuna viva atenuada replicaba y expresaba sus proteinas a pesar de la inmunidad preexistente (50). En dichas
circunstancias, podria esperarse ser capaces de vacunar a adultos contra un antigeno foraneo con un MV
recombinante. De hecho, nuestros resultados demuestras, tanto con ratones como con macacos, que pueden
obtenerse elevados niveles de anticuerpos neutralizantes anti-HIV en presencia de inmunidad preexistente anti-MV.

Diversos regimenes de "sensibilizacion-refuerzo", usando combinaciones de ADN desnudo y vectores virales tales
como un sMVA (1) o Adenovirus (29), dieron proteccion razonable contra una exposicion con SHIV89.6p patogénico.
En el presente estudio, demostramos que una Unica inyeccion de MV es capaz de combinar respuestas humorales y
celulares a niveles similares a los inducidos por estas combinaciones complejas.

Los mismos recombinantes se han preparado usando la cepa clonada Schwarz como vector. Esto aumentaria su
inmunogenicidad incluso mas.

Ejemplo II: Construccion de virus del sarampiéon Schwarz (MVSchw) que expresan antigenos de HIV-1

Para ensayar su capacidad como candidatos de vacuna contra infeccién por HIV, construimos varios virus
recombinantes del sarampion (MV) Schwarz que expresaban antigenos de HIV-1. Se construyeron diferentes genes
de HIV-1 a partir de diferentes fases de lectura abierta y se introdujeron en unidades de transcripcion adicionales en
el ADNc de MV Schwarz que se habia clonado previamente (pTM-MVSchw). Después de recuperar los diferentes
virus recombinantes del sarampiéon Schwarz, se analizé la expresion de las diferentes proteinas de HIV-1 por
transferencia de western de lisados de células infectadas (Fig. 3A-D).

Se construyeron diferentes inmunégenos a partir de la glicoproteina Env (a partir de ahora 1-8), la proteina Gag (a
partir de ahora 9), y la proteina Tat (a partir de ahora 10) de HIV-1:

1. Glicoproteina gp140 de HIV-1 89.6p
2. Glicoproteina anclada gp160 de HIV-1 89.6p

3. Glicoproteina secretada gp140 de HIV-1 89.6p delecionada de la regién hipervariable V3 y epitope adicional
AAELDKWASAA (gp140HIVge s AV3-ELDKWAS)

4. Glicoproteina anclada gp160 de HIV-1 89.6p delecionada de la region hipervariable V3 con un epitope
adicional AAELDKWASAA (gp160HIVge s AV3-ELDKWAS)
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5. Glicoproteina secretada gp140 de HIV-1 89.6p delecionada de las regiones hipervariables V1-V2
(9p140HIVee 6AV1V2)

6. Glicoproteina anclada gp160 de HIV-1 89.6p delecionada de las regiones hipervariables V1-V2
(gp160HIVee 6AV1V2)

7. Glicoproteina secretada gp140 de HIV-1 89.6p delecionada de las regiones hipervariables V1-V2-V3
(gp140HIVse sAV1V2V3)

8. Glicoproteina anclada gp160 de HIV-1 89.6p delecionada de las regiones hipervariables V1-V2-V3
(gp160HIVse sAV1V2V3)

9. Poliproteina Gag (p17p24, delta myr) de HIV-1 (subtipo B consenso) truncada de la ORF de la
nucleoproteina en el extremo C-terminal (p17p240myrHIV-1B)

10. Proteina Tat de HIV-1 89.6p (TatHIVsg6)

Los genes env de HIV que codifican las diferentes formas de la proteina Env se generaron por amplificacion por
PCR a partir del plasmido pSHIV-KB9 (NIH-AIDS Research & Reference Reagent Program). Las secuencias
especificas se amplificaron usando la ADN polimerasa Pfu Turbo (Stratagene) y cebadores especificos. Para
generar las diferentes deleciones, se generaron fragmentos solapantes que flanqueaban las secuencias a delecionar
y se hibridaron juntas por PCR. Después se introdujeron por clonacién con enzimas de restriccion en lugar del
fragmento correspondiente en las secuencias de gp160 y gp140 ya clonadas en plasmidos pCR2.1-TOPO (Fig. 1A).
Las diferentes secuencias generadas incluyen un codén de inicio y un codon de parada en ambos extremos y
respetan la "regla de seis", que estipula que la cantidad de nucleétidos del genoma de MV debe ser divisible por 6
(7, 8). Después de digestion con BsiWI/BssHII, se introdujeron las diferentes secuencias de HIV en el vector pTM-
MVSchw en la posicion de ATU 2 o 3 (Fig. 1B). Los plasmidos resultantes se denominaron:

—_

. pPTM-MVSchw2-gp140uiv

2. pTM-MVSchw2-gp 160

3. pTM-MVSchw2-gp140AV 3y

4. pTM-MVSchw2-gp160AV3Hy

5. pTM-MVSchw2-gp140nyv AV1V2

6. pTM-MVSchw2-gp160uy AV1V2

7. pTM-MVSchw2-gp140nyv AV1V2V3

8. pTM-MVSchw2-gp160nyv AV1V2V3

9. pTM-MVSchw2-Gaghy (p17-p24 Amyr)
10. pTM-MVSchw3-Tatmy

Se produjo un virus recombinante que expresaba tanto Gag como gp140 en ambas posiciones 1 y 2 del vector
Schwarz del sarampion.

11.pTM-MVSchw2-Gagsvz23s (p17-p24 Amyr)-3-gp140nv

Este virus expresaba ambas proteinas (Fig. 3B(1)). Dichas construcciones permiten la produccion de "particulas tipo
virus" de Gag-Env ensambladas de HIV, SHIV o SIV en células infectadas por virus recombinante del sarampion.

Se han generado las secuencias inmunogénicas de HIV-1 representadas en la figura 16:
Ejemplo lll: Virus recombinantes del sarampion que expresan diferentes transgenes virales

Para demostrar las capacidades inmunizantes y protectoras de MV como vector pediatrico de vacunacion, se
construyo y estudio una serie de virus recombinantes del sarampidon que expresaban diferentes transgenes virales
(enumerados a continuacion) a partir de otros virus. Los resultados presentados aqui se obtuvieron con el antiguo
vector EdB-tag. Sin embargo, los presentes inventores han demostrado que EdB-tag era 100 veces menos
inmunogénico que la vacuna Schwarz. Por tanto, se inocularon virus recombinantes MVeqs a dosis mas elevadas.
Todas las secuencias insertadas con buenos registros inmunolégicos pueden insertarse obviamente en el vector
Schwarz.

Genes virales que ya se han insertado en los virus recombinantes del sarampion:
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HIV subtipo B89.6P gp160 gp140
gp160AV3 gp140AV3
gp160AV1V2 gp140AV1V2
gp160AV1V2V3 gp140AV1V2V3

tat

Gag de codones optimizados consenso de HIV subtipo B (p17-p24)

SIV Mac 239 Nef
NefAMyr
Nef29-236
Tat

HTLV-I Env

Gag (p19-p24)
Tax

Ejemplo IV: Virus recombinantes del sarampion que expresan Env y NS1 del virus de la fiebre amarilla tienen
capacidad inmune

Como una vacuna bivalente pediatrica contra el sarampion y la fiebre amarilla debe ser util, construimos MV
recombinante que expresaba las proteinas Env y NS1 del virus de la fiebre amarilla (YFV 17D204, cepa de vacuna
Pasteur) y ensayamos su capacidad de proteger a ratones contra una exposicion letal con YFV.

Construccion de plasmidos recombinantes MV-YFV.

El gen env se amplificd por PCR con la polimerasa Pfu usando cebadores que contienen sitios BsiWly BssHIl Unicos
para la posterior clonacion en vector de MV: MV-YFVEnv5 (5'-TATCGTACGATGCGAGTCGTGATTGCCCTACTG-
3") y MV-YFVENv3 (5-ATAGCGCGCTTATGTGTTGATGCCAACCCA-3'). La proteina Env generada de este modo
(aminoacidos 270-753 en la poliproteina de YFV) contenia el péptido sefial en el extremo N-terminal y una parte de
la region transmembrana en el extremo C-terminal. La secuencia de NS1 se amplificé por PCR del mismo modo con
la polimerasa Pfu usando los cebadores: MVYFVNS5 (5-TATCGTACGATGAGAAACATGACAATGTCC-3") y
MVYFVNS3 (5'-ATAGCGCGCTTAATGGCTTTCATGCGTTTTCC-3'). La proteina NS1 (aminoacidos 7541122 en la
poliproteina de YFV) contenia su secuencia del péptido sefial. Se afiadieron un codén de inicio y uno de parada en
ambos extremos de los genes asi como varios nucleétidos después del codon de parada para respetar la "regla de
seis", que estipula que la cantidad de nucledtidos del genoma de MV debe ser un multiplo de 6 (7). Ambos
fragmentos envy NS1 se clonaron en el plasmido pCR2.1-TOPO (Invitrogen) y se secuenciaron para comprobar que
no se habian introducido mutaciones. Después de digestion con BsiWI/BssHII de los plasmidos pCR2.1-TOPO, se
clonaron las secuencias de env y NS1 en el vector EdB-tag en la posicion ATU 2 dando los plasmidos: EdB-Envyry ¥y
EdB-NS1yry.

Recuperacién de los virus EdB-Envyry y EdB-NS1yry recombinantes.

Se usaron los plasmidos EdB-Envyry y EdB-NS1vgy para transfectar células auxiliares 293-3-46 como se ha descrito
anteriormente, y los virus recombinantes se recuperaron de las células transfectadas co-cultivadas con célula Vero.
Los virus recombinantes se pasaron dos veces en células Vero y se ensayaron para la expresion de transgenes.

Expresion de proteinas de YFV por MV recombinante.

Los virus recombinantes recuperados MV2-Envyry y MV2-NS1vry se propagaron en células Vero y se analizo la
expresion de proteinas de YFV por inmunofluorescencia. La Figura 9 muestra que sincitios de células Vero
infectadas por virus recombinantes MV2-YFV mostraron una elevada expresion de las proteinas Env y NS1 de YFV
detectadas con un suero policlonal de ratén anti-YFV. Para determinar si la expresion de los genes de YFV era
estable, los virus recombinantes recuperados se pasaron en serie en células Vero. Después de 10 pases, todos los
sincitios observados en células infectadas eran positivos para YFV (no mostrado). Tomados en conjunto, estos
resultados indican que las proteinas Env y NS1 de YFV se expresan de forma eficaz y estable durante varios pases
por los MV recombinantes.
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Inmunizacion de ratones con virus recombinantes MV-YFV.

Se inoculo una mezcla de ambos virus MV2-Envyry and MV2-NS1vey (107 DICTso) por via intraperitoneal a seis
ratones CD46"" IFN-a/BR” como se ha descrito anteriormente (véanse los experimentos de MV-HIV gp). Como
control, otros seis ratones recibieron la misma dosis de vacuna convencional contra el sarampién. Después de un
mes, los ratones se expusieron por via intracraneal con YFV 17D204 (10 DLsy determinada en ratones FVB). La
Figura 10 muestra que el 65 % de los animales inmunizados con MV-YFV estuvieron completamente protegidos
contra la exposicion, mientras que todos los animales vacunados con MV convencional murieron entre 6 y 7 dias
después de la exposicion. Ademas, se observo un retardo de 4 dias en la mortalidad en ratones inmunizados con
MV-YFV, y estos ratones no murieron con los mismos sintomas clinicos encefalicos que los ratones vacunados con
la vacuna convencional contra MV. La enfermedad se atenud y constd de pardlisis de las extremidades. Debe
apreciarse que los ratones IFN-o/1R” son mucho mas sensibles a infecciones virales que ratones
inmunocompetentes (10 -10* veces). Por esta razon, la d05|s letal determinada en ratones inmunocompetentes fue
probablemente demasiado elevada para ratones IFN-a/1R™. El mismo experimento esta en marcha usando varias
dosis decrecientes de virus de exposicion YFV.

En conclusion, este experimento preliminar muestra que las respuestas inmunes inducidas por MV recombinante
contra proteinas de YFV son capaces de proteger a ratones contra una exposicion letal.

Las construcciones anteriores se crearon usando las secuencias desveladas en la Figura 12A 'y 12B.

Se aplicarian los mismos principios para la preparacion de construcciones con secuencias desveladas en la Figura
12Cy 12D.

Ejemplo V: Vacunacion contra WNV con un virus vivo atenuado del sarampion (cepa Schwarz) que expresa
la forma secretada de la glicoproteina E del WNV (virus del Nilo occidental).

Construimos un virus atenuado recombinante del sarampion Schwarz que expresaba la forma soluble de E de WNV
y ensayamos su capacidad como vacuna candidata contra la encefalitis WN. El ADNc de WN correspondiente a la
proteina sk de la cepa 1S-98-ST1 de WNV se introdujo en una unidad de transcripcion adicional en el ADNc de MV
Schwarz (pTM-MVSchw CNCM 1-2889). Después de recuperar el virus recombinante del sarampion Schwarz, se
ensayd su capacidad de proteger a los ratones de una encefalitis letal por WNV después de exposicion
intraperitoneal.

A) Materiales y métodos
A.1 Células y virus WN

La cepa I1S-98-ST1 del virus WN en células de mosquito Aedes AP61 de acuerdo con el protocolo descrito en
Despres et al. (51), Mashimo et al. (52) y Lucas et al. (53). El clon celular Vero-NK usado en este estudio se
selecciono por su capacidad de fusionarse después de infeccidon con virus del sarampion y de amplificar el virus WN.

A.2 Titulacion del WN en células de mosquito AP61 por inmunodeteccion de focos de replicacion viral
(Inmunoensayo de foco, FIA (del inglés Focus Immuno Assay)).

La titulacién se realizé de acuerdo con el protocolo descrito en Després et al. (51), Mashimo et al. (52) y Lucas et al.
(53).

El titulo infeccioso de virus WN en células AP61 se determiné como unidades formadoras de focos en células AP61
(AP61 UFF/ml).

A.3 Purificacién de virus WN producido en células AP 61.

La purificacion se realizé de acuerdo con el protocolo descrito en Després et al. (51), Mashimo et al. (52) y Lucas et
al. (53).

En resumen, las particulas virales presentes en sobrenadantes de células AP61 infectadas durante 3 dias con la
cepa 1S-98-ST1 del virus WN (MOI 0,4) se concentraron en PEG 6000 al 7 % y después se purificaron en gradiente
de sacarosa discontinuo del 30-60 % y en gradiente de sacarosa lineal del 10-50 %. Los V|r|ones WN en sacarosa al
30 % se almacenaron a - 80 °C. Los titulos infecciosos obtenidos fueron de aproximadamente 10"° AP61 FFU/m.

A.4 Deteccion de anticuerpos anti-WN en ELISA

Los titulos de anticuerpos anti-WN de sueros diluidos (1:100) se determinaron por ELISA en una cantidad dada de
10® AP61 FFU de viriones WN 1S-98-ST1 purificados en gradiente de sacarosa. El protocolo se describe en Després
et al. (1993) y Mashimo et al. (2002).
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A.5 Sueros inmunes anti-WN

Se recogieron sueros inmunes anti-WN en ratones adultos genéticamente resistentes a encefalitis virica (Mashimo et
al. 2002) que se ensayaron durante al menos un mes con inoculacién intraperitoneal de 10® AP61 FFU de la cepa
IS-98-ST1 del virus WN.

El titulo de anticuerpos anti-WN de sueros inmunes diluidos 1:100 se midieron en ELISA y fueron de
aproximadamente 1,4 unidades DO. Los titulos neutralizantes (TNRF90) de sueros anti-WN fueron de
aproximadamente 1600.

Se obtuvieron los fluidos asciticos de ratones (HMAF) contra la cepa 1S-98-ST1 de WN de animales que se habian
hiperinmunizado con homogeneizados de cerebro de crias de ratén inoculadas con WN. Los titulos ELISA de HMAF
anti-WN, diluidos a 1:1000 fueron de aproximadamente 1 unidad DO.

Los sueros inmunes anti-WN se usaron para inmunofluorescencia indirecta y para ensayos de seroproteccion pasiva
contra la enfermedad. Se usaron HMAF anti-WN para inmunodeteccién en membrana de proteinas virales.

A6. Construccion de virus recombinante del sarampién Schwarz que expresa s de WN

Se genero el gen env de WNV que codificaba la forma secretada de la proteina por amplificacion por RT-PCR del
ARN viral purificado de particulas virales (cepa 1S-98-ST1 de WNV). La secuencia especifica se amplifico usando la
ADN polimerasa PfuTurbo (Stratagene) y cebadores especificos que contienen sitios Unicos para la posterior
clonaciéon en el vector pTM-MVSchw: MV-WNEnv5 5-TATCGTACGATGAGAGTTGTGTTTGTCGTGCTA-3' (sitio
BsiWI! subrayado) y MV-WNEnv3 5-ATAGCGCGCTTAGACAGCCTTCCCAACTGA-3' (sitio BssHII subrayado). Se
afadieron un coddn de inicio y una de parada en ambos extremos del gen. La secuencia completa generada es de
1380 nucledtidos de longitud, incluyendo los codones de inicio y parada y respeta la "regla de seis", que estipula que
la cantidad de nucledtidos del genoma de MV debe ser divisible por 6 [Calain, 1993 (7); Schneider, 1997 (28)]. La
proteina Env generada de este modo contiene su péptido sefial en el extremo N (18 aa) y sin regién transmembrana.
Por tanto, representa los aminoacidos 275-732 en la poliproteina de WNV vy tiene la siguiente secuencia:

atgagagttgtgtttgtcgtgctattgcttttggtggccccagcttacagcttcaactgcecttggaatg
agcaacagagacttcttggaaggagtgtctggagcaacatgggtggatttggttctcgaaggcg
acagctgcgtgactatcatgtctaaggacaagcctaccatcgatgtgaagatgatgaatatggag
gcggtcaacctggcagaggtccgcagttattgctatitggctaccgtcagegatctctccaccaa
agctgcgtgcccgaccatgggagaagctcacaatgacaaacgtgctgacccagcettitgtgtge
agacaaggagtggtggacaggggctggggcaacggctgeggattatttggcaaaggaagceat
tgacacatgcgccaaatttgcctgctctaccaaggcaataggaagaaccatcttgaaagagaat
atcaagtacgaagtggccatttttgtccatggaccaactactgtggagtcgcacggaaactactc
cacacaggttggagccactcaggcagggagattcagcatcactcctgcggcegccttcatacac
actaaagcitggagaatatggagaggtgacagtggactgtgaaccacggtcagggattgacac
caatgcatactacgtgatgactgttggaacaaagacgttcttggtccatcgtgagtggttcatgga
cctcaacctcecttggagcagtgectggaagtactgtgtggaggaacagagagacgttaatggag
tttgaggaaccacacgccacgaagcagtctgtgatagcattgggctcacaagagggagctctg
catcaagctttggctggagccattcctgtggaattticaagcaacactgtcaagttgacgtcgggt
catttgaagtgtagagtgaagatggaaaaattgcagttgaagggaacaacctatggcgtctgttc
aaaggctttcaagtticttgggactcccgcagacacaggtcacggcactgtggtgttggaattge
agtacactggcacggatggaccttgcaaagticctatctcgtcagtggcttcattgaacgacctaa
cgccagtgggcagattggtcactgtcaacccetttigtttcagtggecacggecaacgcetaaggte
ctgattgaattggaaccaccctttggagactcatacatagtggtgggcagaggagaacaacaga
tcaatcaccattggcacaagtctggaagcagcattggcaaagcctttacaaccaccctcaaagg

28



10

15

20

25

30

35

40

ES 2632723 T3

agcgcagagactagccgctctaggagacacagcttgggactttggatcagttggaggggtgttc
acctcagttgggaaggctgtctaa

MRVVFVVLLLLVAPAYSFNCLGMSNRDFLEGVSGATWVDLVLEGDSCVT
IMSKDKPTIDVKMMNMEAVNLAEVRSYCYLATVSDLSTKAACPTMGEAH
NDKRADPAFVCRQGVVDRGWGNGCGLFGKGSIDTCAKFACSTKAIGRTI
LKENIKYEVAIFVHGPTTVESHGNYSTQVGATQAGRFSITPAAPSYTLKLG
EYGEVTVDCEPRSGIDTNAYYVMTVGTKTFLVHREWFMDLNLPWSSAGS
TVWRNRETLMEFEEPHATKQSVIALGSQEGALHQALAGAIPVEFSSNTVK
LTSGHLKCRVKMEKLQLKGTTYGVCSKAFKFLGTPADTGHGTVVLELQY
TGTDGPCKVPISSVASLNDLTPVGRLVTVNPFVSVATANAKVLIELEPPFG
DSYIVVGRGEQQINHHWHKSGSSIGKAFTTTLKGAQRLAALGDTAWDFG
SVGGVFTSVGKAV*

Después de purificacion en gel de agarosa, se clono el fragmento de PCR en el plasmido pCR2.1-TOPO (Invitrogen)
y se secuencid para comprobar que no se introdujeron mutaciones. Después de digestion con BsiWI/BssHII del
plasmido pCR2.1-TOPO, se clono el fragmento de ADN en el vector pTM-MVSchw en la posicion ATU 2 dando el
plasmido: pTM-MVSchw-sEwny de acuerdo con la Figura 13.

A7. Produccion de virus recombinante del sarampién que expresa s de WN

Para recuperar MV recombinante del plasmido, usamos el sistema de recuperacién basado en células auxiliares
descrito por Radecke et al. [Radecke, 1995 (35)] y modificado por Parks et al. [Parks, 1999 (40)]. Se transfectaron
células auxiliares humanas que expresaban de forma estable la ARN polimerasa T7 y las proteinas N y P del
sarampion (células 293-3-46, un amable presente de MA Billeter, University of Zurich) usando el procedimiento de
fosfato calcico con el plasmido pTM-MVSchw-sEwny (5 ug) y un plasmido que expresaba el gen L de la polimerasa
de MV (pEMC-La, 20 ng). Después de incubacién durante una noche a 37 °C, se remplazo el medio de transfeccion
por medio fresco y se aplicé un choque térmico (43 °C durante dos horas) [Parks, 1999 (40)]. Después de dos dias
de incubacion a 37 °C, las células transfectadas se transfirieron sobre una capa de células FEP y se incubaron a
32 °C para evitar la adaptacion de la vacuna Schwarz que se selecciond originalmente en células FEP y actualmente
se cultiva en estas células. El virus infeccioso se recuper6é entre 3 y 7 dias después del cocultivo. El virus
recombinante también se recuperd por la misma técnica después de cocultivo de células auxiliares 293-3-46
transfectadas a 37 °C con células Vero (rifion de mono verde africano, clon Vero-NK). Para aumentar el rendimiento
de recuperacion y como estos virus recombinantes se prepararon para usarse en experimentos con ratones, usamos
células Vero como células productoras en lugar de los habituales fibroblastos embrionarios de pollo (FEP). Se
recogieron sincitios individuales y se transfirieron a células Vero cultivadas en pocillos de 35 mm en medio de Eagle
modificado por Dulbecco (DMEM) suplementado con suero de ternera fetal al 5 % (FCS). Las células infectadas se
expandieron en matraces de 75 y 150 cm®. Cuando los sincitios alcanzaron una confluencia del 80-90 %
(habitualmente 36-48 horas después de la infeccion), las células se rasparon en un pequefio volumen de OptiMEM®
(Gibco BRL) y se congelaron y descongelaron una vez. Después de centrifugacion a baja velocidad para sedimentar
los desechos celulares, se almacend el sobrenadante, que contenia el virus, a -80 °C. Los presentes inventores han
demostrado que dos pases del virus Schwarz en células Vero no cambiaba sus capacidades inmunogénicas en
macacos.

A8. Titulaciéon de virus MV-WN recombinante

Los titulos de MV recombinante se determinaron por un ensayo de dilucion limitante de punto final en células Vero.
Las dosis infecciosas en cultivo tisular al 50 % (DICTso) se calcularon usando el método de Karber [Karber, 1931

(41)].

A9. Deteccion por inmunofluorescencia de s de WNV expresada en células Vero infectadas por virus
recombinante MV-WN sE.

La expresion de la proteina s de WN en células infectadas por MV-WN sE recombinante se detectd por
inmunofluorescencia. Se cultivaron células Vero en cubreobjetos recubiertos de poliornitina y se infectaron por MV-
WN sE a una MOI de 0,05. Después de dos dias de infeccion, los cubreobjetos se lavaron dos veces en PBS y se
fijaron durante 15 minutos en paraformaldehido (4 % en PBS). En algunos casos, las células se permeabilizaron por
Triton X100 (0,1 %, 5 min). Después de dos lavados con PBS, los cubreobjetos se incubaron durante 15 minutos a
temperatura ambiente en PBS con suero de cabra al 2 %, después se incubaron durante 1 hora a temperatura
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ambiente con sueros inmunes de ratén anti-WNV o HMAF de ratén anti-WNV (véase A5) diluidos en PBS con suero
de cabra al 2 %. Después de lavar en PBS, las células se incubaron durante 45 minutos a temperatura ambiente con

anticuerpo de cabra anti-IgG de ratén conjugado con R-ficoeritrina (SBA, Birmingham). Después de lavar en PBS,
los cubreobjetos se montaron en portaobjetos con fluoromount (Southern Biotech Associates inc., Birmingham,
Alabama).

A10. Deteccion de anticuerpos anti-MV por ELISA

Los anticuerpos anti-MV se detectaron usando un kit ELISA convencional (Trinity Biotech, EEUU). Se us6 un
conjugado anti-anticuerpo de ratén-HRP (Amersham) como anticuerpos secundario. Los titulos se determinaron por
diluciones limitantes y se calcularon como la dilucién mas elevada de suero que daba dos veces la absorbencia de
una dilucion 1/100 de una mezcla de sueros de control.

A.11 Ensayo de neutralizacion por reduccion de los focos de replicacion viral (TNRF90) en células VERO.

Se prepararon diluciones sucesivas de sueros para ensayar en DMEM Glutamax® con FCS (suero de ternera fetal)
descomplementado al 2 % en tubos de 0,5 ml.

Para 0,1 ml de suero diluido en DMEM Glutamax® con FCS al 2 %, se afadié 0,1 ml de DMEM Glutamax®/FCS al
2 % que contenia 100 AP61 UFF de la cepa 1S-98-ST1 de virus WN.

Célula de control: 0,2 ml de DMEM FCS al 0,2 %

Virus de control: 0,2 ml de DMEM Glutamax®/FCS al 2 % que contenia 100AP61 UFF de la cepa IS-98-ST1 de virus
WN. 2 horas con rotacion leve a 37 °C.

Placas con 12 pocillos con ~ 150.000 células VERO HK por pocillo que se cultivan en monocapas durante 24 horas
en DMEM Glutamax® FCS al 5 %

1 lavado en DMEM de las capas celulares.

Afadir 0,2 ml de DMEM Glutamax®/SVF al 2 %

Afadir 0,2 ml de una mezcla de suero/virus WN en las capas celulares.
Incubar 2 horas a 37 °C en CO..

Retirar la mezcla de suero/virus WN de las capas de células infectadas.
1 lavado en DMEM de las capas de células infectadas.

Anadir 1 ml de DMEM SVF al 2 % por pocillo.

Anadir 1 ml de CMC al 1,6 % diluido en DMEM Glutamax®/SVF al 2 %
Incubar 2 dias a 37 °C en CO..

Las placas se revelaron a través de la técnica FIA. Se determiné la ultima dilucién de los sueros inmunes que
neutraliza al menos 90 de 100 UFF del virus WN ensayados en células VERO (TNRF90: Ensayo de Neutralizacion
por Reduccién de los Focos de replicacion viral al 90 % (del francés Test de Neutralisation par Réduction de Foyers
de replication virale a 90 %)). El titulo de anticuerpos neutralizantes de los sueros se determiné por TNRF90.

A.12 Produccion de pseudo-particulas de virus WN por la linea celular MEF/3T3.Tet-Off/pr ME.WN #h2.

Se secretaron pseudo-particulas de la cepa 1S-98-ST1 del virus WN compuestas por glicoproteinas complejadas
prME por la linea MEF/3T3.Tet-Off/pr ME.WN #h2 inducida para la expresion de proteinas virales (CNCM [-3018).
Se purificaron de los sobrenadantes de cultivo celular de 3 dias de acuerdo con el protocolo usado para la
purificacién del virus WN.

Ensayo de seroproteccion pasiva contra el virus WN en ratones BALB/c adultos. El Janvier breeding Center
proporciono ratones BALB/c de 6 semanas de edad. La dosis para el ensayo viral es de 100 ap61 UFF, es decir, 10
DL 50 (Tomoshi et al. 2002) diluida en 100 pl de DPBS suplementado con BSA (albumina sérica bovina) al 0,2 % pH
7.5 (Sigma) que se inocula por via intraperitoneal. El tiempo promedio para el efecto letal fue 10 dias. Los animales
se observaron durante 2 a 3 semanas.

Los sueros a ensayar para seroproteccion pasiva en ratones se diluyen en DPBS al 0,1 %/BSA al 0,2% y se
inoculan 24 horas antes del ensayo viral.
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B) Resultados y conclusiones
B1. Produccién de virus recombinante del sarampion que expresa s de WN

Se insertd el ADNc que codifica la proteina E de la cepa [S-98-ST1 de WNV con su regidon de anclaje
transmembrana delecionada en el genoma del virus del sarampion (cepa Schwarz) de acuerdo con la Figura 13.

B.2. Ensayos preliminares de seroproteccion pasiva contra el virus WN en ratones

Los sueros inmunes anti-WN a ensayar se obtuvieron de ratones genéticamente resistentes a la enfermedad (52).
Los sueros anti-WN, recién tomados, se inyectaron a diluciones 1:10 (16 TNRF90) y 1:40 (4 TNRF90) en un volumen
final de 0,1 ml de DPBS/SAB al 0,2 % por via intraperitoneal en ratones BALB/c adultos genéticamente sensibles.
Los anticuerpos se administraron solamente 24 horas antes del ensayo viral o 24 horas antes y 24 horas después
del ensayo con 10 DLso de la cepa 1S-98-ST1 del virus WN. El control negativo fue la inyeccion de suero 5 normal en
ratones a 1:10. La neurovirulencia del virus WN se devalud en ratones ensayados con DPBS/SAB al 0,2 %. Los
resultados de proteccion pasiva después de dos semanas de ensayos virales son los siguientes:

Tabla 1: Seroproteccion pasiva contra encefalitis por WNV en ratones BALB/c adultos.

Transferencia pasiva Mortalidad MDOD*
PBS/BSA (0,2 %) 6\6 10,5 (£ 1,5)
suero normal (1:10) 6\6 12,5 (£ 1,5)
suero anti-WNV (1:10), 2 dosis** 0\6 NA
suero anti-WNV (1:40), 2 dosis 0\6 NA
suero anti-WNV (1:10), 1 dosis*** 1\6 12
suero anti-WNV (1:40), 1 dosis 0\6 NA

(*Dia medio de muerte + DE)
(**Dia -1y dia +1 de exposicion al virus)

(*** Dia -1 de exposicion al virus)

Para concluir, una unica inyeccion de anticuerpos anti-WN (2,5 a 10 pl de suero) obtenidos de ratones
genéticamente resistentes al virus WN, realizandose dicha inyecciéon por via intraperitoneal en ratones adultos
sensibles a encefalitis virica, proporciona proteccién pasiva contra una dosis de ensayo.

Se observa que los sueros de ratones BALB/c que han recibido anticuerpos protectores anti-WN vy resistentes a
infeccion virica tienen titulos de anticuerpos anti-WN por ELISA que son de aproximadamente 1 unidad DO (para
una dilucion de suero de 1:100) después de un mes de ensayo. Esto indica que el virus WN inoculado para el
ensayo ha conseguido replicarse en ratones protegidos, induciendo una respuesta humoral. Si la seroproteccion
pasiva protege contra la encefalitis letal debida al virus WN, no parece ser apropiada para prevenir la propagacion
virica en individuos infectados.

B.3. Vacunacion de ratones de CD46"" IFN-qlBR"' con virus MV/WN sE

Se obtuvieron ratones susceptibles a infeccion MV como se ha descrito previamente [Mrkic, 1998 (21)]. Se cruzaron
ratones FVB heter00|got|cos para el transgén del receptor de CD46 de MV [Yannoutsos, 1996 (32)] con ratones
129Sv IFN-a/1R™ [Muller, 1994 (22)]. La descendencia F1 se explord por PCR y se cruzaron Ios animales CD46"" de
nuevo con ratones 129Sv IFN-a/1R”. Se seleccionaron los anlmales IFN a/1R” CD46" y se usaron para
experimentos de inmunizaciéon. Se inocularon ratones CD46™"IFN cx/1R de seis semanas de edad por via
intraperitoneal con una Unica dosis de vacuna convencional contra MV (10 DICTso, 3 ratones) o virus recombinante
MV-WN sE (10* o 10° DICTso, 6 ratones por dosis) en 300 pl de solucién salina tamponada con fosfato (PBS).

Se ha recogido un suero del ojo después de un mes de vacunacidon con una Unica dosis para determinar la
produccion de anticuerpos anti-MV, anti-E de WN y neutralizantes contra el virus de ensayo.
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b) Sueros diluidos a 1:100 y ensayados para anticuerpos por ELISA sobre virion NV purificado, para:

Fluido ascitico de ratones anti-WN:

Suero de ratones anti-WN:

Suero de ratones vacunados con MV:

Suero de ratones vacunados con MV/WN sE, 10* DCIPsy:
Suero de ratones vacunados con MV/WN sE, 10* DCIPsy:
Suero de ratones vacunados con MV/WN sE, 10° DCIPsy:
Suero de ratones vacunados con MV/WN sE, 10° DCIPsy:

c) Ensayo de seroneutralizacion in vitro para WNV en células VERO.

unidad DO

1 (control +)

0,8 (control +)

0,110 + 0,005

0,635 + 0,040 (machos)
0,815 + 0,005 (hembras)
0,800 + 0,200 (machos)
0,900 + 0,195 (hembras)

TNRF90 de combinaciones de sueros en 100 AP61UFF de la cepa IS-98-ST1 del virus WN en células VERO:

Suero de ratones vacunados con MV:
Suero de ratones vacunados con MV MV-WN sE, 10* DCIPs:
Suero de ratones vacunados con MV MV-WN sE, 10° DCIPs:

TNRFgo
<10
400
800

Para concluir, los anticuerpos dirigidos contra la glicoproteina E soluble del virus WN tienen la capacidad de
5 neutralizar la cepa 1S-98-ST1 usada para el ensayo por virus WN en ratones in vitro.

Se ha realizado un refuerzo de vacuna en ratones CD46"" IFN-cx/BR"' inmunizados 1 mes después de empezar la

vacunacion con una dosis Unica, idéntica a la dosis de la primera inyeccion.

Después de 2 semanas de refuerzo, se ensayaron los sueros por ELISA y en TNRF90 como anteriormente:

a) Sueros diluidos a 1:100 y ensayados para anticuerpos por ELISA sobre virion de WN purificado:

Fluido ascitico de ratones anti-WN:

Suero de ratones anti-WN:

Suero de ratones vacunados con MV:

Suero de ratones vacunados con MV/WN sE, 10* DCIPso:
Suero de ratones vacunados con MV/WN sE, 10* DCIPso:
Suero de ratones vacunados con MV/WN sE, 10° DCIPso:
Suero de ratones vacunados con MV/WN sE, 10° DCIPso:

10 b) Ensayo de seroneutralizacion in vitro en células VERO

unidad DO

1,4 (control +)

1 (control +)

0,110 £ 0,005

0,810 + 0,100 (machos)
1,150 £ 0,015 (hembras)
0,965 + 0,230 (machos)
1,075 £ 0,240 (hembras)

TNRF90 de combinaciones de sueros en 100 AP61UFF de la cepa IS-98-ST1 del virus WN en células VERO:

Suero de ratones reforzados con MV:
Suero de ratones reforzados con MV-WN sE, 10* DCIPs:

Suero de ratones reforzados con MV-WN sE, 10° DCIPs:

TNRFgo
<10

> 1600
> 1600

Después de 4 semanas de refuerzo, se ensayaron los sueros por ELISA y en TNRF90 como anteriormente:
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a) Sueros diluidos a 1:100 y ensayados para anticuerpos por ELISA sobre virion de WN purificado:

unidad DO
Fluido ascitico de ratones anti-WN: 1,7 (control +)
Suero de ratones anti-WN: 1,2 (control +)
Suero de ratones vacunados con MV: 0,2
Suero de ratones vacunados con MV/WN sE, 10* DCIPsy: 1,52 (£ 0,15)
Suero de ratones vacunados con MV/WN sE, 10° DCIPsy: 1,76 (£ 0,10)

b) Seroneutralizacién in vitro en células VERO

TNRF90 de combinaciones de sueros en 100 AP61UFF de la cepa IS-98-ST1 del virus WN en células VERO:

TNRFgo
Suero de ratones vacunados con MV-WN sE, 10* DCIPso: 4000 (machos)
Suero de ratones vacunados con MV-WN sE, 10* DCIPso: 8000 (hembras)
Suero de ratones vacunados con MV-WN sE, 10° DCIPso: 10.000 — 12.000

Para concluir, después de un refuerzo con una dosis Unica, los titulos de anticuerpos anti-WNV vy los titulos de
anticuerpos neutralizantes anti-WNV se aumentaron significativamente por un factor 10 o mas.

Se ensayan esplenocitos de ratones CD46"IFN-a/1R™ inmunizados con dos inyecciones separadas por 4 semanas
con el virus MV-WN sE con dosis de 10* o 10° DCIPs, en ELISpot y citometria de flujo para la respuesta T CD4 y
CD8 después de estimulacion in vitro con pseudo-particulas virales purificadas en gradientes de sacarosa partiendo
de sobrenadantes de la linea celular inducida MEF/3T3.Tet-Off/prME.WN #h-2 (CNCM 1-3018).

B.4. Ensayo de seroproteccion pasiva anti-WN en BALB/c con anticuerpos anti-E

Se han recogido los sueros inmunes de ratones CD46"1FN-a/1R” vacunados con una dosis tnica de virus
recombinante del sarampion después de un mes. Se han inyectado diversas diluciones de estos sueros en un
volumen final de 0,1 ml en ratones BALB/c de 6 semanas de edad y solamente 24 horas antes de la inoculacion de
100 AP61UFF de la cepa IS-98-ST1 del virus WN (10 DLsp) por via intraperitoneal (véase el protocolo en § B2).

Los resultados de proteccion pasiva después de dos semanas de ensayo viral son los siguientes:

Tabla 2: MV-WN sE recombinante induce anticuerpos que proporcionan proteccién completa contra la encefalitis por
WNYV en ratones BALB/c

Transferencia pasiva Mortalidad Dia
PBS/BSA (0.2%) 6\6 10 a 11
suero anti-WNV (1:10), 1 dosis* 0\6 NA
suero anti-WNV (1:40), 1 dosis 1\6 20
anti-MV (1:10), 1 dosis 4\6 10a 11
anti-MV-WN sE 10e4 (1:10), 1 dosis 3\6 8a10
anti-MV-WN sE 10e6 (1:10), 1 dosis 0\6 NA
anti-MV-WN sE 10e6 (1:40), 1 dosis 0\6 NA
anti-MV-WN sE 10e6 (1:100), 1 dosis 3\6 10a 11

(*Dia -1 de exposicion al virus)

Para concluir, los anticuerpos dirigidos contra la glicoproteina E soluble del virus WN tienen la capacidad de
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proteger in vivo contra la encefalitis por el virus WN. La vacunacion de ratones CD46"1FN-a/1R™ con una dosis de
10° DCIPso del virus MV-WN sE como Unica inyeccion es necesaria para inducir una respuesta humoral anti-E de
WN en un periodo de tiempo de cuatro semanas que es capaz de proteger contra la enfermedad por seroproteccion
pasiva. Un volumen minimo de 2,5 ul de suero inmune de ratones vacunados con virus MV-WN sE, es suficiente
para proporcionar una proteccion completa en ratones BALB/c adultos ensayados con una dosis letal de virus WN
(es decir, una proporcion de aproximadamente 0,1 ml de suero inmune/kg). Se observa que los sueros anti-letales
diluidos a 1:10 inducen una proteccioén parcial (aproxmadamente del 30 %) contra la encefalitis por el virus del Nilo
occidental. Los sueros obtenidos en ratones CD46"IFN-a/1R”" vacunados que después se han reforzado con una
dosis débil (‘IO4 DICTso) se ensayaran para su capacidad de proporcionar proteccion pasiva en ratones BALB/c.

B.5. Ensayo viral en ratones CD46""IFN-a/1R™ vacunados con MV-WN sE

Se han ensayado ratones CD46"IFN-a/1R” vacunados 2 meses después de las 2 inyecciones de 10° DCIP50 de
virus MV-WN sE, realizandose estas inyecciones a intervalos de 4 semanas, con 100 AP61UFF de la cepa 1S-98-
ST1 del virus WN administradas por via intraperitoneal.

Los 2 ratones vacunos con virus del sarampiéon convencional murieron el tercer dia del ensayo. No se observo
morbilidad o Ietalldad para ratones vacunados con MV-WN sE en el séptimo dia del ensayo. Para concluir, los
ratones CD46"IFN-a/1R”" inmunizados contra gpE soluble del virus WN estan protegidos contra una dosis de
ensayo letal del virus WN en ausencia de actividad anti-viral de alfa-interferén.

B6. Nuevo ensayo de vacunacion anti-WN con un refuerzo de antigeno Se vacunan ratones CD46" IFN-a/1R™
adultos en un periodo de tiempo de 4 semanas con virus MV-WN sE a una dosis de 10* DCIP50 que se propone
para seres humanos y se realiza un refuerzo con un antigeno con pseudo-particulas purificadas de virus WN que se
secretan por la linea celular MEF/3T3.Tet-Off WN prME # h2.
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<220>

<223> Descripcion de secuencia artificial: oligonucleétido

<400> 1

tatcgtacga tgagagtgaa ggagaaatat 30

<210> 2
<211> 30
<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Descripcion de secuencia artificial: oligonucleétido

<400> 2

atagcgcgca tcacaagaga gtgagctcaa 30

<210>3
<211> 32
<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Descripcion de secuencia artificial: oligonucleétido

<400> 3

tatgcgcegct tatcttatat accacagceca gt 32

<210> 4
<211> 24
<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Descripcion de secuencia artificial: oligonucleétido

<400> 4
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ataagacatt caatggatca ggac 24

<210>5
<211> 48
<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Descripcion de secuencia artificial: oligonucleétido

<400> 5

tgcccattta tccaattctg cagcattgtt gttgggtctt gtacaatt 48

<210>6
<211> 44
<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Descripcion de secuencia artificial: oligonucleétido

<400> 6

gataaatggg caagtgctgc aagacaagca cattgtaaca ttgt 44

<210>7
<211> 24
<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Descripcion de secuencia artificial: oligonucleétido

<400> 7

ctactcctat tggttcaatt ctta 24

<210> 8

<211> 11
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<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Descripcion de secuencia artificial: oligonucleétido

<400> 8
Ala Ala Glu Leu Asp Lys Trp Ala Ser Ala Ala
1 5 10
<210>9
<211> 30
<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Descripcion de secuencia artificial: oligonucleétido

<400> 9

atttaaagta acacagagtg gggttaattt 30

<210> 10
<211> 42
<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Descripcion de secuencia artificial: oligonucleétido

<400> 10

gttactttaa attgtaacac ctcagtcatt acacaggcct gt 42

<210> 11
<211> 30
<212> ADN

<213> Secuencia artificial
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<220>

<223> Descripcion de secuencia artificial: oligonucleétido

<400> 11

ttgcataaaa tgctctccct ggtectatag 30

<210> 12
<211> 33
<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Descripcion de secuencia artificial: oligonucleétido

<400> 12

tatcgtacga tgcgagtcgt gattgcccta ctg 33

<210> 13
<211> 30
<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Descripcion de secuencia artificial: oligonucleétido

<400> 13

atagcgcgct tatgtgttga tgccaaccca 30

<210> 14
<211> 30
<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Descripcion de secuencia artificial: oligonucleétido

<400> 14
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tatcgtacga tgagaaacat gacaatgtcc 30

<210> 15
<211> 32
<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Descripcion de secuencia artificial: oligonucleétido

<400> 15

atagcgcgct taatggcttt catgegtttt cc 32

<210> 16
<211> 18967
<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Descripcidon de secuencia artificial: Secuencia de nucleétidos completa del plasmido pTM-MVSChw
(CNCM [-2889)

<400> 16

42



gcggccgceta
acgaaacccyg
catcttctag
atatccgaga
ccacccatta
ccaatccctyg
ttaattggaa
tccttattty
agcataaggc
tcaagaggta
agtagtgatc
caagaccctg
ctcgcaaagg
aagtacaccc
gtggtgagga
ctggatatca
gatacatata
gaaactatgt
tccttgatga
aactcaattc
dggagtaggag
gatccagcat
tccacattgg
gcaatgcata
tcatttctac
aggagggtca
agagcaagtg
gcaacggagt
ctgcaagcca
tacaatgaca
ctaccatcca
caaccatcca
cggactggaa
agctatggca
ggaagagaag
tgaaggcggt
aactttggga
cgtttatgat
tcaatcaggc
cgatgtggat
tcccatctct
cgagctcctyg
tgttcctecy
cacagacgcg
aacccaatgt
tgtccccgag
cacaatctcc

atacgactca
gagtcccggag
tgcacttagg
tggccacact
catcaggatc
gagattcctc
acccggatgt
tggagtctcc
tgttagaggt
ccaacatgga
aatccaggtt
agggattcaa
cggttacggc
aacaaagaag
acaggattgc
agagaacacc
tcgtagaggc
atcctgctct
acctttacca
agaacaagtt
tggaacttga
attttagatt
catctgaact
ctactgagga
acggtgatca
aacagagtcg
atgcgagagc
ccagccaaga
tggcaggaat
gaaatcttct
tcattgttat
ctcccacgat
tgcatccgyg
gcatggtcag
gcaggcagtt
gcacctcgea
atccccccaa
cacageggtg
cttgatggtg
attggcgaac
atggggttca
agactccaat
cceeccggacc
agattagcct
gctcgaaagt
tgtgtgagca
ccgagatccc

ES 2632723 T3

Ctatagggcc
tcaccaaaca
attcaagatc
tttaaggagc
cggtggagcc
aattaccact
gagcgggccc
aggtcaattg
tgtccagagt
ggatgaggcg
cggatggttc
catgattctg
cccagacacg
ggtagttggt
cgaggacctc
cggaaacaaa
aggattagcc
tggactgcat
gcaaatgggg
cagtgcagga
aaactccatg
agggcaagag
cggtatcact
caagatcagt
aagtgagaat
aggagaagcc
tgcccatctt
tccgcaggac
ctcyggaagaa
agactaggtg
aaaaaactta
tggagccaat
ctctcaagyc
aaatatcaga
cgggtctcag
tccgeggtea
gaaatctcca
aagcggttaa
atagcaccct
ctgataccga
gggcttctga
ccagaggcaa
ccggtagggc
catttggaac
caccctcgga
atgccgcact
agaataatga

aactttgttt
aagttgggta
ctattatcag
ttagcattgt
atcagaggaa
cgatccagac
aaactaacag
attcagagga
gaccagtcac
gaccaatact
gggaacaagg
ggtaccatcc
gcagctgatt
gaatttagat
tccttacgec
cccaggattg
agttttatcc
gaatttgctg
gaaactgcac
tcataccctce
ggaggtrttga
atggtaagga
gccgaggatg
agagcggtrtg
gagctaccga
agggagagcet
ccaaccggca
agtcgaaggt
caaggctcag
cgagaggccg
ggaaccaggt
ggcagaagag
cgagcccate
caacccagga
caaaccatgc
gggacctgga
ggcatcaagc
gggaatccaa
ctcaggagga
gggatatgct
tgttgaaact
caactttccy
cagcacttcc
ggagatcgcg
accatcaggg
gatacaggag
agaaggggga
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ggtctgatga
aggatagttc
ggacaagagc
tcaaaagaaa
tcaaacacat
ttctggaccyg
aggcactaat
tcaccgatga
aatctggcct
tttcacatga
aaatctcaga
tagcccaaat
cggagctaag
tggagagaaa
gattcatggt
ctgaaatgat
tgactattaa
gtgagttatc
cctacatggt
tgctctggag
actttggccy
ggtcagctgg
caaggcttgt
gacccagaca
gattgggagg
acagagaaac
cacccctaga
cagctgacgc
acacggacac
agggccagaa
ccacacagcce
caggcacgcc
ggctcactgg
caggagcgag
ctctcagcaa
gagagcgatg
actgggttac
gatgctgact
gacaatgaat
atcactgacc
gcagaaggag
aagcttggga
gggacaccca
tctttattga
ccaggtgcac
tggacacccy
gactattatg

gtccgtgago
aatcaatgat
aggattaggy
caaggacaaa
tattatagta
gttggtgagg
aggtatatta
ccctgacgtt
taccttcgca
tgatccaatt
tattgaagtg
ttgggtcttyg
aaggtggata
atggttggat
cgctctaatc
atgtgacatt
gtttgggata
cacacttgag
aatcctgygag
ctatgccatg
atcttacttt
aaaggtcagt
ttcagagatt
agcccaagta
caaggaagat
cgggeccagce
cattgacact
cctgcttagg
ccectatagtg
caacatccgc
gccagcecat
atgtcaaaaa
ccatcgagga
ccacctgcag
ttggatcaac
acgacgctga
agtgttatta
ctatcatggt
ctgaaaacag
ggggatctgc
gggagatcca
aaactctcaa
ttaaaaaggg
caggtggtgc
ctgcggggaa
aatctggtac
atgatgagct

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
200
960
1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620
1680
1740
1800
1860
1920
1980
2040
2100
2160
2220
2280
2340
2400
2460
2520
2580
2640
2700
2760
2820



gttctctgat
gataatctcc
gcagatcaac
gatcgcecatt
tcccgacttyg
gaaaccegtt
acagctgctg
gtttgttcct
ccggetagag
caatgatctt
caacttacct
aaaacttagg
gacaagtcgg
gatggcagac
gaatgcttta
ccaatcggge
gaaaaactcc
aatgaaaaac
gtcctaacaa
ccygctcgata
aacgggtatt
ttcaacctgc
aatacagagc
aagagtgaag
tttgcacttg
aagactctcc
aatgaagacc
gttttgcagc
gaccaaggac
ccctcacaat
ccaagcgaga
daacagcecct
cccgaggacc
Cccgggaaag
tccacaaccy
acagatcctc
acagaaccca
ccccaaccaa
gacccageac
aggggccgac
aaaccagaac
aaggaaaggc
accagcacce
cagcetetee
cacacccgac
gactcatcca
actgttaact
ggtggtagga
agtcataaaa
agaatacagyg
gacccagaat
gggagtagtc
cattgcactt
ggaaactact
tgttcagagt
ttgtgattta
gtcattattt
gagctatgcg
tgatttactyg
agagtcctac
gattgtccac
tgtgcccaag
tactttcatg
gctccaagaa
ttttgggaac
ttgcaagtygt
cattgctgcc
caggaggtat
ggagaggttg

gtccaagata
aagctagaat
aggcaaaata
cctggacttg
aaacccatca
gcecagecgac
aaggaatttc
gacaccggcc
gaggatcgga
gccaagttecc
gccaacccca
agcaaagtga
catgggacat
tggtgcccca
tgtacatgtt
gagcatttgg
tcaaagaggc
tggtgttcta
cagggagtgt
ccccgcagag
acaccgttec
tggtgaccct
aacttcctga
tctactetge
gtgggatagg
atgcacaact
ttaatcgatt
catcagttcc
tattcaaagt
gacagccaga
ggccagccag
gacacaaggc
aacccccaag
aaacccccag
aaccgcacaa
tctecceceggc
gaccccggcc
tcececgeeggce
ccaaccatcg
agccagcacc
ccagaccacc
cacaacccgc
aagagcgatc
aagtecceecg
gacactcaac
atgtccatca
ctccaaacac
ataggaagtg
ttaatgccca
agactactga
ataagaccgg
ctggcaggtg
caccagteca
aatcaggcaa
gtccaagact
atcggccaga
ggccccagtt
cttggaggag
ggcatcttag
ttcattgtcc
cggctagagg
tatgttgcaa
ccagagggga
tgccteccggg
cggttcattt
tacacaacag
gatcactgcc
ccagacgctg
gacgtaggga
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ttaaaacagc
cactgctgtt
tcagcatatc
ggaaggatcc
taggcagaga
aactccaagy
agctaaagcc
ctgcatcacg
agcgttacct
accagatgct
tgccagtcga
ttgccteeea
caaagggtcg
ggtcagagtc
tctgctgggy
gttcctgccc
cactgagctt
caacaacacc
cttcaacgca
grtccgtgrt
tagaagaaty
taggattgac
ggcaacattt
cgattattgc
gggcaccagt
cgggttcaag
actctggadg
tcaagaattc
tctgtagacc
aggcccggac
cagccgacygg
caccaccagc
gctgccceoyg
caattggaag
gcgaccgagqg
aaactaaaca
cacggcgccyg
tcececeggty
acaatccaag
gcgaggaagc
ctgggccacc
gcaccccagc
cCcCgaaggac
gtctcetect
tccccacccc
tgggtctcaa
ccaccggtea
caagctacaa
atataactct
gaacagtttt
ttcagagtgt
cggccctagg
tgctgaacte
ttgagacaat
acatcaataa
agctcgggct
tacgggaccc
acatcaataa
agagcggagg
tcagtatagc
gggtctcgta
cccaagggta
ctgtgtgcag
ggtacaccaa
tatcacaagg
gaacgatcat
cggtagtcga
tgtacttgca
caaatctggg

cttggccaaa
attgaaggga
caccctggaa
caacgacccc
ttcaggccyga
aatgacaaat
gatcgggaaa
cagtgtaatc
gatgactctc
gatgaagata
cccaactagt
aggtccacaa
atcgctecga
atagatcctg
gttgttgagg
ttaggtgttg
gacatagttg
ccactaactce
aaccaagtgt
gtttatatga
ctggaattca
aaggcgatag
atggtccaca
aaaatgaaaa
cttcacatta
aagaccttat
agcagatgca
cgcatttacg
gtagtgccca
aaaaaagccc
caagcgcgaa
caccccaatce
atccaaacca
gcecectecec
tgacccaacc
aaacttaggg
cgcceccaac
cccacaggca
acgggggggc
ccacccaccc
agctcccaga
cccgatccgg
ccccgaaccg
cttctcgaag
taaaggagac
ggtgaacgtc
aatccattgg
agttatgact
cctcaataac
ggaaccaatt
agcttcaagt
cgttgccaca
tcaagccatce
cagacaagca
tgagctgata
caaattgctc
catatctgcg
ggtgttagaa
aataaaggcc
ctatccgacg
caacataggc
ccttatcteg
ccaaaatgcc
gtcctgtget
gaacctaata
taatcaagac
ggtgaacggc
cagaattgac
gaatgcaatt
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atacacgagg
gaagttgagt
ggacacctct
actgcagatg
gcactggccyg
ggacggacca
aagatgagct
cgctccatta
cttgatgata
ataatgaagt
acaacctaaa
tgacagagac
tacaacccac
gtctaggcga
acagcgattc
gcagatccac
ttagacgtac
tccteacace
gcaatgcggt
gcatcacccg
gatcggtcaa
gccctgggaa
tcgggaactt
tcgaaaagat
gaagcacagg
gttacccget
agatagtaag
acgacgtgat
gcaatgcecg
cctccgaaag
caccaggcag
tygcatcctee
ccaaccgcat
ctcttcctca
gcaggcatcc
ccaaggaaca
ccccgacaac
gggacaccaa
ccececcaaaa
cacacacgac
ctcggceatce
€ggggagcca
caaaggacat
ggaccaaaag
accgggaatc
tctgccatat
ggcaatctct
cgttccagcec
tgcacgaggg
agagatgcac
aggagacaca
gctgctcaga
gacaatctga
gggcaggaga
ccgtctatga
agatactata
gagatatcta
aagctcggat
cggataactc
ctgtccgaga
tctcaagagt
aattttgatg
ttgtacccga
cgtacactcg
gccaattgtg
cctgacaaga
gtgaccatcc
ctcggtectc
gctaagttgg

ataatcagaa
caattaagaa
caagcatcat
tcgaaatcaa
aagttctcaa
gttccagagyg
cagccgtegg
taaaatccag
tcaaaggagc
agctacagct
tccattataa
ctacgacttc
cacctacagt
caggaaggat
cctagggect
agcaaagccc
agcagggctce
ttggagaaag
taatctgata
tctttcggat
tgcagtyggcee
gatcatcgac
caggagaaag
gggcctggtt
caaaatgagc
gatggatatc
aatccaggca
cataaatgat
aaaacgaccc
actccacgga
cceccageaca
tecgtygggacc
cceccaccacc
acacaagaac
gactccctag
tacacaccca
cagagggagc
cceccgaaca
aaaggccccc
cacggcaacc
acceccgeaga
cccaacccga
cagtatccca
atcaatccac
ccagaatcaa
tcatggcagt
ctaagatagg
atcaatcatt
tagagattgc
ttaatgcaat
agagatttgc
taacagccyqg
gagcgagect
tgatattggc
accaactatc
cagaaatcct
tccaggettt
acagtggagg
acgtcgacac
ttaagggggt
ggtataccac
agtcatcgtyg
tgagtcctct
tatccgggtce
catcaatcct
tcctaacata
aagtcgggag
ccatatcatt
aggatgccaa

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
4380
4440
4500
4560
4620
4680
4740
4800
4860
4920
4980
5040
5100
5160
5220
5280
5340
5400
5460
5520
5580
5640
5700
5760
5820
5880
5940
6000
6060
6120
6180
6240
6300
6360
6420
6480
6540
6600
6660
6720
6780
6840
6900
6960



ggaattgttg
catagtctac
atgttgctgc
cctaaagect
aactcttgaa
cagcatcaag
taatcaaaac
ccttctacaa
ttatgattga
tcgggttygct
tccataaaag
acgtgctgac
gattcactga
agtacgactt
atgatcaata
ctctactgga
ggcccactac
taggtcgagg
gaacttacct
gcatgtaccg
tccatatgac
ctttggggga
atcagggatc
caaccgacat
acctctcatc
cacgaacaga
tccaagcact
acggggtctt
gattcgggcc
atgtgtattg
tggagtggat
caggcgaaga
tcagttccaa
atacttccag
cttactttta
gcttcacatg
ctggtggaca
gggaagatgg
gacatcaggc
aagtggttcc
ctagatagcec
cacgcttaca
ggattttcca
cttaggagtt
aacatagaag
ctgtactcca
ggcctagget
atgcacagct
aggtcagtga
ttcactggta
gagtctcaac
gaggggaggt
dgaagagtca
acttatcaaa
ataacagtag
cttgaccaaa
tacattttca
ttcggccacc
cagcctaaag
ataatcaacg
catgctgcag
tgcgttgata
ctggatagtyg
tgggattcag
cggaggcttg
tatgttgtaa
gaaaaggaga
tgccaagtga
gggatggcca

gagtcatcgg
atcctgattg
agggggcgtt
gatcttacgg
acacaaatgt
cccacctgaa
ttagggtgca
agataacccce
tagaccttat
agccattgca
cctcageacc
accactctte
cctagtgaaa
cagagatctc
ctgtgcagat
gaccagaaca
aatcagaggt
ttacaatgty
agtggaaaag
agtgtttgaa
aaactatctt
gctcaaactce
agggaaaggt
gcaatcctygy
tcacagaggt
tgacaagttg
ctgcgagaat
gtctgttgat
attgatcaca
gctgactatc
accgagattc
ctgccatgcec
Tctggtgatt
ggttgaacat
tccttttagyg
ggaccaaaaa
tatcactcac
aaccaatcgc
atacccacta
ccgttatgga
cgatagttac
gcctggagga
accaaatgat
atccggecca
acaaagagtc
aagtcagtga
ccgaattgag
cccagtggtt
ttaaatcaca
¢gttcagttga
atgtatatta
taatgacaga
gatacatgtg
ttgtagccat
aactcagagyg
acgggrrrec
taactgatga
ccagacttga
tcattgtgta
gctatcgtga
acacaatccg
actggaaatc
atctgacaat
tttacccgaa
tagatgtttt
gtggagctta
tcaaggaaac
ttgctgaaaa
aggatgagca
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accagatatt
cagtgtgtct
gtaacaaaaa
gaacatcaaa
cccacaagtc
attatctccg
agatcatcca
catcccaagg
gttttgctyg
ggcattagac
aatctagaty
aaaatcatcg
ttaatctctg
acttggtgta
gtggctgctg
accaatcagt
caattctcaa
tcatctatag
cctaatctga
gtaggtgtta
gagcaaccag
gcagecccttt
gtcagcttec
gtccecttat
gttatcgctg
cgaatggaga
cccgagtggg
ctgagtctga
cacggttcag
ccgccaatga
aaggttagtc
ccaacatacc
ctacctggtc
gctgtggttt
ttgcctataa
ctctggtgcc
tctgggatag
agatagggct
gtgtgaaata
ctcgctatcet
caataagata
ccctacactg
tataaacaat
ctctcatatt
dacgaggaag
taaggttttc
ggaggacatc
tgagcccttt
aacccatact
gttygctaatc
cctgacattt
gaccgctaty
gaaactgata
gctggagcct
tgctttcctt
tgatgaaggt
catacatctg
agcagtaacg
tgagactctg
caggcacgga
gaatgctcaa
ttttgctgga
gtacctaaag
agagttcctg
ccttaatgat
cctecatgac
aggtagactt
tctaatctca
cgatttgact

gaggagtatg
tggagggttg
gggagaacaa
atcctatgta
tcctettegt
gcttcectet
caatgtcacc
gaagtaggat
ctgttctgtt
ttcatcgggyc
taactaactc
gtgatgaagt
acaagattaa
tcaacccgec
aagagctcat
tcctagetgt
acatgtcgct
tcactatgac
gcagcaaaag
tcagaaatcc
tcagtaatga
gtcacggggda
agctcgtcaa
caacggatga
acaatcaagc
catgcttcca
caccattgaa
cagttgagct
ggatggacct
agaacctagc
cctacctctt
tacctgcgga
aagatctcca
attacgttta
agggggrecc
gtcacttctyg
tgggcatggg
gctagtgaac
gacatcagaa
gtcaaccaga
gtagccatcc
tgtcagaaca
gtggaagttg
ccatatccaa
atccgtgaac
caatgcttaa
aaggagaaag
ctgttttggt
tgccatagga
tctegtgacc
gaactggttt
actattgatg
gatggtttct
ctttcacttyg
aaccactgct
acttatcatg
acaggggaga
gctgctgaaa
atgaaaggtc
ggcagttggc
gcttcaggtg
gtgaaatttg
gacaaggcac
cgttacgacc
tcgagettty
cctgagttca
tttgctaaaa
aacgggattg
aaggcactcc
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aaaggtttat
atagggatcc
gttggtatgt
aggtcgctct
catcaagcaa
ggccgaacaa
acaacgagac
agtcattaac
tgtcatgttt
agccatctac
aatcgagcat
gggcctgagg
attccttaat
agagagaatc
gaatgcattg
ctcaaaggga
gtccctgtta
atcccaggga
gtcagagttyg
ggatttgggyg
tctcagcaac
agattctatc
gctaggtgtc
tccagtgata
aaaatgggct
acaggcgtgt
ggataacagg
taaaatcaaa
atacaaatcc
cttaggtgta
cactgtccca
ggtggatggt
atatgtttty
cagcccaagc
catcgaatta
tgtgcttgeg
agtcagctygc
caatcacatg
ttaagaaaaa
tcttatacce
tggagtatgc
tcaagcaccg
ggaatgtcat
attgtaatca
tcctcaaaaa
gggacactaa
ttattaactt
ttacagtcaa
ggagacacac
ttgttgctat
tgatgtattyg
Cctaggtatac
tccectgeact
cttacctgca
ttactgaaat
agttaactga
ttttctcatt
atgttaggaa
atgccatatt
caccgctgac
aagggttaac
gctgctttat
ttgctgctct
ctcccaagyg
acccatatga
acctgtcetta
tgacttacaa
gcaaatattt
acactctagc

cgagcactag
ccgctttaat
caagaccagg
gatcctctac
ccaccgcacc
tatcggtagt
cggataaatg
agagaacatc
ctgagcttoga
accgcagaga
caggtcaagy
acacctcaga
ccggataggyg
aaattggatt
gtgaactcaa
aactgctcag
gacttgtatt
atgtatggggy
tcacaactga
gctccggtgt
tgtatggtag
acaattccct
tggaaatccc
gacaggcttt
gtcccgacaa
aagggtaaaa
attccttcat
attgcttcgg
aaccacaaca
atcaacacat
attaaggaag
gatgtcaaac
gcaacctacg
cgctcatttt
caagtggaat
gactcagaat
acagtcaccc
atgtcaccca
cgtagggtcc
tgaagttcac
tcgagtecet
cctaaaaaac
caagtccaag
ggatttattt
ggyggaattcg
ctcacggctt
gggagtttac
gactgagatyg
acctgtattc
aatcagtaaa
tgatgtcata
agagcttcta
cgggaatcca
gctgagggat
acatgatgtt
agctctragat
tttcagaagt
atacatgaat
ttgtggaatc
cctcccectyg
acatgagcag
gcctcttage
ccaaagggaa
aaccgggtca
tgtgataatg
cagcctgaaa
aatgagggca
taaggacaat
tgtctcagga

7020
7080
7140
7200
7260
7320
7380
7440
7500
7560
7620
7680
7740
7800
7860
7920
7980
8040
8100
8160
8220
8280
8340
8400
8460
8520
8580
8640
8700
8760
8820
8880
8940
9000
92060
9120
9180
9240
9300
9360
9420
9480
9540
9600
9660
9720
9780
9840
9900
9960
10020
10080
10140
10200
10260
10320
10380
10440
10500
10560
10620
10680
10740
10800
10860
10920
10980
11040
11100



gtccccaaag
agcccagtcc
caagtaattc
gtcagtgcat
atcagcttgt
ctgcataaga
cttgacgecc
atgggaggta
tacctggctg
accatagccg
gctgctagag
catcacctca
atatattatg
tggtcagaga
gctaaaagca
gtgatacagc
gtagtcatac
cctattgggg
ccagtaacat
gagaccctcec
agcgaccctt
ataactgcaa
gatgacagta
gtacctaggg
gcaggcatgc
acctctcgag
gtgctattga
ctggcgagag
ggccttgagy
acatgtgtca
tgccaactyg
accactgatg
cgatctgcty
tggaacgaag
gtgatcactc
caagtgaaat
gacaatctct
dgaatgcttc
tcatctaaca
gatcatccca
ccattgatat
agccatagga
ttagctaagt
atgaatgaaa
ctgctcatay
gcatttgatg
tcgttecttt
ccaaagatct
cttgatgctc
tacctcgacc
gacgaggatg
gcagatttgt
aaatgtgcag
tcgtggaaca
cgaggatcga
gctgaggtaa
aaggctttca
aagcacaatc
agaatcgggt
agatgccttyg
atcacttata
aattctagat
cacagaatgg
tgggtaggca
gggtttatcc
gaattggcag
attaagctta
cattatagag
tatttggtta

atctcaaaga
acacaagtac
ggcaggacca
ttatcacgac
ttgcacagag
ggcttgagac
atatcccgtt
tagaagggta
cttatgagag
taacaaaaag
taactagaga
aggcaaatga
atgggctact
ctatagttga
tcgagagagg
aaattctgat
ccctectcac
ggatgaatta
catcaattgc
atcaagtaat
actcagcaaa
ggtttgtcct
aagaagagga
cagctcatga
tggataccac
tgataaccag
caggaagaaa
ctctaagaag
tccctgatgt
tctgcgagtyg
atgatattga
agagaacaga
ttagaatagc
cctggttgtt
ccatctcaac
actcaggtac
catttgtcat
tagggttggg
cggtattaca
ggatacccag
atgataatgc
ggcaccttgt
ccacagcact
tttcagetet
agccaagatt
tacattatca
ctagaatgag
acaagaaatt
aaaacttgca
tgttgttgaa
tagtaccgga
actgtcaacc
ttctaaccga
taaatccaat
tcaaacagat
atgtcagtca
gacccccaca
ttcccatttc
tgaactcatc
agccagygga
aagagatact
ctggtcaaag
gagtaggtaa
gtgtagattg
attcagatat
ccatcttatc
tgcctttcag
aagtgaacct
tgacagatct

ES 2632723 T3

aagtcacagg
caggaacgtg
agacactgat
tgatctcaag
gctaaatgag
ctctgtcctg
atataaagrc
ttgtcagaag
cagagtaaqgg
ggtacccagc
ttactttgta
gacaattgtt
tgtgtcccaa
tgaaacaagg
tratgaccgt
ctctettggce
aaacaacgac
tctgaatatyg
tgatctcaag
gacacaacaa
tcttgtatgt
gatccatagt
cgagggactg
aatcctggat
aaaaggcttg
attgtccaat
gagaaatgtc
ccatatgtygg
actagaatct
tggatcagtc
caaggaaaca
catgaagctt
aacagtgtac
ggctaggcaa
ttcgactaat
atcccttgtc
atcagataag
tgttttagaa
tcttcacgte
ctccegeaag
acctttaatt
ggaatttgtt
atctatgatt
cataggggat
attcactatc
tagaccatca
caaaggagtg
ctggcattgt
cacaactgtg
tgaagagtta
cagattcgac
agggacctgc
ccatatcaag
tattgtagac
aagattgaga
gccaaagatc
cgatgatgtt
agggggcaat
tgcttgctac
ggacggcttg
taaactaaac
ggaattagca
tattgtcaaa
Cttcaatttic
agagaccttg
gatggctctg
cggggatttt
tgtataccct
caaggctaac

ggggggccag
agagcagcaa
catccggaga
aagtactygcc
atttacggat
tatgtaagtg
cccaatgatc
ctgtggacca
attgcttcgt
acatggccct
attcttaggc
tcatcacatt
tcactcaaga
gcagcatgca
taccrtgeat
ttcacaatca
ctcttaataa
agcaggctgt
agaatgattc
ccgggggact
gtccagagca
ccaaacccaa
dgcggeattec
catagtgtca
attcgagcca
tatgactatg
ctcattgaca
gcgaggctag
atgcgaggcc
aactacggat
tcatccttga
gccttcgtaa
tcatgggett
agggccaatg
ttagcgcata
cgagtggcga
aaggttgata
acattgtttc
gaaacagatt
ctagagctga
gacagagatg
acatggtcca
gacctggtaa
gacgatatca
tacttgggcec
gggaaatatc
tttaaggtygc
ggtattatag
tgcaacatgg
gaagagttca
aacatccagg
ccaccaattc
gcagaggcta
cattactcat
gttgatccag
ggcagcaaca
gcaaaattgc
ctcgccaatt
aaagctgttg
ttcttgggtyg
aagtgcttct
ccctatecct
gtgctcttta
atagttagta
cctgacaaag
ctcctgggea
gttcagggat
agatacagca
cggctaatga

46

tcttaaaaac
aagggtttat
atatggaagc
ttaattggag
tgccctcatt
accctcattg
aaatcttcat
tcagcaccat
tagtgcaaqgg
acaaccttaa
aaaggctaca
tttttgtcta
gcatcgcaag
gtaatattgc
attccctgaa
attcaaccat
ggatggcact
ttgtcagaaa
tcgecteact
cttcattcct
tcactagact
tgttaaaagg
tcatggacadg
caggggcaag
gcatgaggaa
aacaattcag
aagagtcatg
ctcgaggacyg
accttattcg
ggtrtrttgt
gagtcccata
gagccccaag
acggtgatga
tgagcctgga
ggttgagaga
ggtataccac
ctaactttat
gactcgagaa
gttgcatgat
gggcagagct
caacaaggct
caccccaact
caaaatttga
atagtttcat
agtgtgcdgc
agatgggtga
ttgtcaatgc
agcctatcca
tttacacatg
catttctctt
caaaacactt
gaggtctaag
tgttatctcc
gctctctgac
gattcatttt
acatctcaaa
tcaaagatat
atgaaatcca
agatatcaac
agggatcggg
ataatagtgg
ccgaagttgg
acgggaggcc
atatccctac
atactataga
aaataggatc
ttataagtta
acttcatctc
atcctgaaaa

ctactcccga
agggttccct
ttacgagaca
atatgagacc
tttccagtygg
cccececgac
taagtaccct
tccctatcta
ggacaatcag
gaaacgggaa
tgatattgqgc
ttcaaaagga
atgtgtattc
tacaacaatg
cgtcctaaaa
gacccgggat
gttgcccgct
catcggtgat
aatgcctgaa
agactgggct
cctcaagaac
dttattccat
gcatattata
agagtctatt
gggggggtta
agcagggatg
ttcagtgcag
gcctatttac
gcgtcatgag
cccerteggge
tattgottct
tcgatccttyg
tgatagctcet
ggagctaagg
tcgtagcact
aatctccaac
ataccaacaa
agataccgga
cccgatgata
atgtaccaac
atacacccag
atatcacatt
gaaggaccat
aactgagttt
catcaattgy
gctgttgtca
tctaagccac
tggtccttca
ctatatgacc
gtgtgaaagc
atgtgttcty
accggtagag
agcaggatct
ttatctccgg
cgacgccctc
tatgagcatc
caacacaagc
tgctttccge
attaattagg
ttctatgtty
ggtttccgcec
ccttgtcogaa
cgaagtcacg
ctctagtgtg
gaagctagag
aatactggtg
tgtagggtct
tactgaatct
gattaagcag

11160
11220
11280
11340
11400
11460
11520
11580
11640
11700
11760
11820
11880
11940
12000
12060
12120
12180
12240
12300
12360
12420
12480
12540
12600
12660
12720
12780
12840
12900
12960
13020
13080
13140
13200
13260
13320
13380
13440
13500
13560
13620
13680
13740
13800
13860
13920
13980
14040
14100
14160
14220
14280
14340
14400
14460
14520
14580
14640
14700
14760
14820
14880
14940
15000
15060
15120
15180
15240



cagataattg
aagcaactaa
cctactctga
aacggaccta
ttgcttaatt
agtcaacaag
atatctagga
ttgataaata
aatatcttcg
aaacgtgagt
ggatacagtg
ggtggttagg
cccagctttyg
attccgaggg
caaagcccga
ccttggggcce
atgcggccgc
gcttggcgta
cacacaacat
aactcacatt
agctgcatta
ccgcttecte
ctcactcaaa
tgtgagcaaa
tccataggct
gaaacccgac
ctcctgttec
tggcgctttc
agctgggctyg
atcgtcttga
acaggattag
actacggcta
tcggaaaaag
tttttgtttg
tcttttctac
tgagattatc
caatctaaag
cacctatctc
agataactac
acccacgctc
gcagaagtqgg
ctagagtaag
tcgtggtygtc
ggcgagttac
tcgttgtcag
attctcttac
agtcattctg
ataataccgc
ggcgaaaact
cacccaactg
gaaggcaaaa
tcttectett
tatttgaatg
tgccacctga
tcagctcatt
agaccgagat
tggactccaa
catcacccta
aagggagecc
ggaagaaagc
taaccaccac
ggctgcgcaa
cgcggtg

<210> 17
<211> 1488
<212> ADN

aatcatctgt
gctgcataca
aaaaacttac
agctgtgcaa
ctatactcat
ggatgttcca
tcacccgcaa
agtttatcca
ttaagaatct
gggtttttaa
ccctgattaa
cattatttgc
tctggtggcec
gaccgtcccc
aaggaagctg
tctaaacgag
gggcectatg
atcatggtca
aggagccgga
aattgcgttg
atgaatcggc
gctcactgac
ggcggtaata
aggccagcaa
cggcececct
aggactataa
gaccctgecg
tcaatgctca
tgtgcacgaa
gtccaacccg
cagagcgagd
cactagaagg
agttggtagce
caagcagcag
ggggtctgac
aaaaaggatc
tatatatgag
agcgatctgt
gatacgggag
accggctcca
tcctgcaact
tagttcgcca
acgctcgteg
atgatccccc
aagtaagttg
tgtcatgcca
agaatagtgt
gccacatagc
ctcaaggatc
atcttcagca
tgccgcaaaa
tcaatattat
tatttagaaa
aattgtaaac
ttttaaccaa
agggttgagt
cgtcaaaggg
atcaagtttt
Cccgatttaga
gaaaggagcd
acccgccgcg
ctgttgggaa

<213> Virus de la fiebre amarilla

ES 2632723 T3

gaggacttca
agcaattgtyg
acctatagag
agaattgatc
cctctacagg
cgcttacccc
attctggggg
gaatctcaag
atccaagtca
ggtaacagtc
ggactaattg
aatatattaa
ggcatggtcc
tcggtaatgg
agttggctgc
tcttgagggg
gtacccagct
tagctgtttc
agcataaagt
cgctcactgc
caacgcgcag
tcgctgcgcet
cggttatcca
aaggccagga
dacgagcatc
agataccadgg
Ccttaccggat
cgctgtaggt
cceeecgtte
dtaagacacg
tatgtaggcg
acagtatttg
tcttgatecy
attacgcgca
gctcagtgga
ttcacctaga
taaacttggt
ctatttcgtt
dggcttaccat
gatttatcag
ttatccgect
gttaatagtt
tttggtatyg
atgttgtgaa
gccgcagtgt
tccgtaagat
atgcggcgac
agaactttaa
ttaccgctgt
tcttttactt
aagggaataa
tgaagcattt
aataaacaaa
gttaatattt
taggccgaaa
gttgttccag
cgaaaaaccg
ttggggtcga
gcttgacggg
ggcgctagygg
cttaatgcgc

gggcgatcgg

cctggactta
ggagacgcag
caggtgctga
caccatgatg
gagttggcaa
gtattggtaa
cacattcttc
tccggcetatc
gagaaacaga
aaggagacca
gttgaactcc
agaaaacttt
cagcctectc
cgaatgggac
tgccaccgcet
ttttttgcty
tttgttcect
ctgtgtgaaa
gtaaagcctg
ccgctttcca
ggagaggcygg
cggtcgttcg
cagaatcagg
accgtaaaaa
acaaaaatcg
cgttcccecc
acctgtcegc
atctcagttc
agcccgaccey
acttatcgcc
gtgctacaga
gtatctgcgc
gcaaacaaac
gaaaaaaagd
acgaaaactc
tccttttaaa
ctgacagtta
catccatagt
ctggccccag
caataaacca
ccatccagtc
tgcgcaacgt
cttcattcag
aaaaagcggt
tatcactcat
gcttttctygt
cgagttgctc
aagtgctcat
tgagatccag
tcaccagcgt
gggcgacacg
atcagggtta
taggggttcc
tgttaaaatt
tcggcaaaat
tttggaacaa
tctatcaggg
ggtgccgtaa
gaaagccggc
cgctggcaag
cgctacaggg
tgcgggectc

47

taggtcacat
ttagtagagg
tcaattgcgg
ttgcctcagg
gattcaaaga
gtagcaggca
tttactccgg
tgatactaga
ttattatgac
aagaatggta
ggaaccctaa
gaaaatacga
gctggcegecy
gcggccgatc
gagcaataac
aaaggaggaa
ttagtgaggg
ttgttatccy
gggtgcctaa
gtcgggaaac
tttgcgtatt
gctgeggcega
ggataacgca
ggccgegttg
acgctcaagt
tggaagctcc
ctttctccct
ggtgtaggtc
ctgcgectta
actggcagca
gttcttgaag
tctgctgaag
caccgctggt
atctcaagaa
acgttaaggy
ttaaaaatga
ccaatgctta
tgcctgactg
tgctgcaatyg
gccageccgga
tattaattgt
tgttgccatt
ctccggttec
tagctccttc
gcttatggeca
gactggtgag
ttgcccgacy
cattggaaaa
ttcgatgtaa
ttctgggtga
gaaatgttga
ttgtctcatg
gcgcacattt
cgcgttaaat
cccttataaa
gagtccacta
cgatggccca
agcactaaat
gaacgtggcg
tgtagcggtc
cgcgtcccat
ttcgctatta

cctatccatt
tgatatcaat
gttggcaatt
gcaagatgga
caaccaaaga
acgagaactt
gaacaaaaag
cttacaccag
ggggggttty
taagttagtc
tcctgeccta
agtttctatt
gctgggcaac
cggctgctaa
tagcataacc
ctatatccgg
ttaattccga
ctcacaattc
tgagtgaggt
ctgtcgtgce
gggcgctctt
gcggtatcag
ggaaagaaca
ctggcgtttt
cagaggtggc
ctcgtgcgct
tcgggaagey
gttcgctcca
tccyggtaact
gccactggta
tggtggccta
ccagttacct
agcggtggtt
gatcctttga
attttggtca
agttttaaat
atcagtgagy
cccgtegtgt
ataccgcgay
agggccgagce
tgccgggaag
gctacaggca
caacgatcaa
ggtcctccga
gcactgcata
tactcaacca
tcaatacyggy
cgttcttcgg
cccactcgtyg
gcaaaaacag
atactcatac
agcggataca
ccccgaaaag
ttttgttaaa
tcaaaagaat
ttaaagaacg
ctacgtgaac
cggaacccta
agaaaggaag
acgctgcgcy
tcgccattcea
cgccagccac

15300
15360
15420
15480
15540
15600
15660
15720
15780
15840
15900
15960
16020
16080
16140
16200
16260
16320
16380
16440
16500
16560
16620
16680
16740
16800
16860
16920
16980
17040
17100
17160
17220
17280
17340
17400
17460
17520
17580
17640
17700
17760
17820
17880
17940
18000
18060
18120
18180
18240
18300
18360
18420
18480
18540
18600
18660
18720
18780
18840
18900
18960
18967
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<221> caracteristica_misc
<222> (1)..(1488)
<223> secuencia del gen Env 17D204 de YFV expresado en MV

<400> 17

10

15

20

atgagagttg
cttggaatga
gttctcgaag
aagatgatga
accgtcagcyg
aaacgtgctyg
ggctgcggat
aaggcaatag
catggaccaa
gcagggagat
ggagaggtga
atgactgttg
ccttggagca
gaaccacacg
caagctttog
ggtcatttga
gtctgttcaa
gtgttggaat
gcttcattga
gtggccacgg
atagtggtgg
attggcaaag
acagcttggyg
caagtgttcg
ttgctggggg

tgtttgtcgt
gcaacagaga
gcgacagctg
atatggaggc
atctctccac
acccagcttt
tatttggcaa
gaagaaccat
ctactgtgga
tcagcatcac
cagtggactd
gaacaaagac
gtgctggaag
ccacgaagca
ctggagccat
agtgtagagt
aggctttcaa
tgcagtacac
acgacctaac
ccaacgctaa
gcagaggaga
cctttacaac
actttggatc
gaggagcatt
ctctcctgtt

gctattgctt
cttcttggaa
cgtgactatc
ggtcaacctg
caaagctgcg
tgtgtgcaga
aggaagcatt
cttgaaagag
gtcgcacgga
tcctgcggcg
tgaaccacgg
gttcttggtc
tactgtgtgg
gtctgtgata
tcctgtggaa
gaagatggaa
gtttcttggg
tggcacggat
gccagtggge
ggtcctgatt
acaacagatc
caccctcaaa
agttggaggg
ccgctcactg
gtggatgggc

<210> 18
<211> 1488
<212> ADN

<213> Virus de la fiebre amarilla

<220>

<221> caracteristica_misc

<222> (1)..(1488)

<223> Gen Env de WNV expresado en MV

<400> 18

ttggtggccc
ggagtgtctg
atgtctaagg
gcagaggtcc
tgcccgacca
caaggagtgyg
gacacatgcg
aatatcaagt
aactactcca
ccttcataca
tcagggatty
catcgtgagt
aggaacagag
gcattgggct
ttttcaagca
aaattgcagt
actcccgeag
ggaccttgca
agattggtca
gaattggaac
aatcaccatt
ggagcgcaga
gtgttcacct
ttcggaggca
atcaatgctc

48

cagcttacag
gagcaacatg
acaagcctac
gcagttattg
tgggagaagc
tggacagggg
ccaaatttgc
acgaagtggc
cacaggttgg
cactaaagct
acaccaatgc
ggttcatgga
agacgttaat
cacaagaggg
acactgtcaa
tgaagggaac
acacaggtca
aagttcctat
ctgtcaaccc
caccctttgg
ggcacaagtc
gactagccgc
cagttgggaa
tgtcctggat
gtgattaa

cttcaactgc
ggtggatttg
catcgatgtg
ctatttggct
tcacaatgac
ctggggcaac
ctgctctacc
catttttgtc
agccactcag
tggagaatat
atactacgtg
cctcaacctc
ggagtttgag
agctctgcat
gttgacgtcg
aacctatggc
cggcactgtg
ctcgtcagtg
ttttgtttca
agactcatac
tggaagcagc
tctaggagac
ggctgtccat
aacgcaagga

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
900
960
1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1488



10

15

ttgctggggg ctetectgtt gtggatgggce atcaatgctc gtgattaa

atgagagttg
cttggaatga
gttctcgaag
aagatgatga
accgtcagcg
aaacgtgcty
ggctgcggat
aaggcaatag
catggaccaa
gcagggagat
ggagaggtga
atgactgttyg
ccttggagcea
gaaccacacyg
caagctttgg
ggtcatttga
gtctgttcaa
gtgttggaat
gcttcattga
gtggccacag
atagtggtgg
attggcaaag
acagcttggg
caagtgttcg

<210> 19

<211> 1110

<212> ADN

tgtttgtcgt
gcaacagaga
gcgacagcty
atatggaggc
atctctccac
acccagettt
tatttggcaa
gaagaaccat
ctactgtgga
tcagcatcac
cagtggactg
gaacaaagac
gtgctggaag
ccacgaagca
ctggagccat
agtgtagagt
aggctttcaa
tgcagtacac
acgacctaac
ccaacgctaa
gcagaggaga
cctttacaac
actttggatc
gaggagcatt

<213> Virus del Nilo occidental

<220>

<221> caracteristica_misc

<222> (1)..(1110)
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gctattgctt
cttcttggaa
cgtgactatc
ggtcaacctg
caaagctgcg
tgtgtgcaga
aggaagcatt
cttgaaagag
gtcgcacgga
tcctgcyggceg
tgaaccacgg
gttcttggtc
tactgtgtog
gtctgtgata
tcctgtggaa
gaagatggaa
gtttcttggg
tggcacggat
gccagtgggce
ggtcctgatt
acaacagatc
caccctcaaa
agttggaggg
ccgetcactg

<223> Gen NS1 de WNV expresado en MV

<400> 19

atgaggtcca
aacgtgcacyg
agtggagtgt
gaaacgccac
ctacgatcag
actcttttoa
tacaagtcag
gcctggggaa
ggtccggaga
gattttggat
actgaatgtg
gacctgtcct
ctgggtgaag
cttgagagtyg
agacctgggt
ttcgattact
gccactcgca
accttaccac
ccacagagac

<210> 20

tagctctcac
ctgacactgg
tcatacacaa
aaggcctagce
tttccagact
aggagaatgg
cacctaaacyg
agagtatttt
ccaaggaatg
ttggtctcac
actcgaagat
attggattga
tcaaatcatg
acttgataat
acaagacaca
gcccaggaac
ccaccacaga
cactgcgcta
atgatgaaaa

gtttctcgeca
gtgtgccata
tgatgtggag
caagatcatt
ggagcatcaa
tgtggacctt
cctcaccgcec
atttgcacca
tccgactcag
cagcactcgg
cattggaacyg
aagcaggctc
tacgtggcct
accagtcaca
aaaccagggc
tacggtcacc
gagcggaaag
ccaaactgac
gacctaatga

ttggtggccc
ggagtgtctyg
atgtctaagyg
gcagaggtcc
tgcccgacca
caaggagtgy
gacacatgcg
aatatcaagt
aactactcca
ccttcataca
tcagggattg
catcgtgagt
aggaacagag
gcattgggct
ttttcaagca
aaattgcagt
actcccgcag
ggaccttgca
agattggtca
gaattggaac
aatcaccatt
ggagcgcaga
gtgttcacct
ttcggaggca

1488

gttggaggag
gacatcagccg
gcttggatgg
cagaaagctc
atgtgggaag
agtgtcgtygg
accacggaaa
gaactcgeca
aatcgcgcett
atgttcctga
gctgtcaaga
aatgatacgt
gagacgcata
ctggcgggac
ccatgggacg
ctgagtgaga
ttgataacag
agcggctgtt

49

cagcttacag
gagcaacatg
acaagcctac
gcagttatty
tgggagaagc
tggacagyggy
ccaaatttgc
acgaagtggc
cacaggttgg
cactaaagct
acaccaatgc
dgttcatgga
agacgttaat
cacaagaggg
acactgtcaa
tgaagggaac
acacaggtca
aagttcctat
ctgtcaaccc
caccctttyg
dggcacaagtc
gactagccgc
cagttgggaa
tgtcctggat

ttctgctctt
ggcaagagct
accggtacaa
ataaggaagg
cagtgaagga
ttgagaaaca
aattyggaaat
acaacacctt
ggaatagcett
aggtcagaga
acaacttggc
ggaagcttga
CCttgtygggg
cacgaagcaa
aaggccgggt
gctgcggaca
attggtgctyg
ggtatggtat

cttcaactgc
ggtggatttg
catcgatgty
ctatttggct
tcacaatgac
ctggggcaac
ctgctctacc
catttttgtc
agccactcag
tggagaatat
atactacgtg
cctcaacctce
ggagtttgag
agctctgcat
gttgacgtcg
aacctatggc
cggcactgtg
ctcgtcagtg
ttttgtttca
agactcatac
tggaagcagc
tctaggagac
ggctgtccat
aacgcaagga

cctctcegtg
gagatgtgga
gtattaccct
agtgtgcggt
cgagctgaac
ggagggaatg
tggctggaag
tgtggttgat
agaagtggag
gagcaacaca
gatccacagt
aagggcagtt
cgatggaatc
tcacaatcgg
agagattgac
ccgtggacct
caggagctgc
ggagatcaga

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
900
960
1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
200
260
1020
1080
1110
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15

20

25

30

ES 2632723 T3

<211> 33
<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Descripcion de secuencia artificial: oligonucleétido

<400> 20

tatcgtacga tgagagttgt gtttgtcgtg cta 33

<210> 21
<211> 30
<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Descripcion de secuencia artificial: oligonucleétido

<400> 21

atagcgcgct tagacagcct tcccaactga 30

<210> 22
<211> 1380
<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Descripcion de secuencia artificial: secuencia de nucleétidos del gen env de WNV

<400> 22

50



10

atgagagttg
cttggaatga
gttctcgaag
aagatgatga
accgtcagcg
aaacgtgctyg
ggctgcggat
aaggcaatag
catggaccaa
gcagggagat
ggagaggtga
atgactgttyg
ccttggagea
gaaccacacg
caagctttgg
ggtcatttga
gtctygttcaa
gtgttggaat
gcttcattga
gtggccacgg
atagtggtgg
attggcaaag
acagcttggg

<210> 23

<211> 459

<212> PRT

tgtttgtcgt
gcaacagaga
gcgacagctg
atatggaggc
atctctccac
acccagetrtt
tatttggcaa
gaagaaccat
ctactgtgga
tcagcatcac
cagtggactyg
gaacaaagac
gtgctggaag
ccacgaagca
ctggagccat
agtgtagagt
aggctttcaa
tgcagtacac
acgacctaac
ccaacgctaa
gcagaggaga
cctttacaac
actttggatc

<213> Secuencia artificial

<220>

ES 2632723 T3

gctattgctt
cttcttggaa
cgtgactatc
gdtcaacctg
caaagctgcg
tgtgtgcaga
aggaagcatt
cttgaaagag
gtcgcacgga
tcctgcgygcyg
tgaaccacgg
gttcttggtc
tactgtgtgg
gtctgtgata
tcctgtyggaa
gaagatggaa
gtttcttyggg
tggcacggat
gccagtgggce
ggtcctgatt
acaacagatc
caccctcaaa

agttggaggg

ttggtggccc
ggagtgtctg
atgtctaagqg
gcagaggtcc
tgcccgacca
caaggagtgg
gacacatgcg
aatatcaagt
daactactcca
ccttcataca
tcagggattg
catcgtgagt
aggaacagag
gcattgggct
ttttcaagca
aaattgcagt
actcccgcag
ggaccttgca
agattggtca
gaattggaac
aatcaccatt
ggagcgcaga
gtgttcacct

cagcttacag
gagcaacatg
acaagcctac
gcagttattyg
tgggagaagc
tggacagggg
ccaaatttgc
acgaagtggc
cacaggttgg
cactaaagct
acaccaatgc
ggttcatgga
agacgttaat
cacaagaggg
acactgtcaa
tgaagggaac
acacaggtca
aagttcctat
ctgtcaaccce
caccctttgg
dgcacaagtc
gactagccgc
cagttgggaa

<223> Descripcion de secuencia artificial: secuencia de poliproteinas de WNV

<400> 23

Met Arg

Ser Phe
Ser Gly

Ile
50

Thr

Met Glu

65

Thr val

Ala His
val val

Ile
130

Ser

Arg Thr

145

His Gly

val val

Asn Cys

20
Ala Thr
35

Met Ser

Ala val

ser Asp

Phe

Leu

Trp

Lys

Asn

Leu

val val

Gly Met

val Asp

Asp Lys

55
Leu Ala
70

ser Thr

85

Ash Asp

100
Asp Arg
115

Asp Thr

Ile Leu

Pro Thr

Lys

Gly

Cys

Lys

Thr

Arg Ala

Trp Gly

Leu

Ser

Leu

40

Pro

Glu

Lys

Asp

Asn

Leu
10

Leu

Asn
25

Arg
val Leu
Thr Ile
val Arg

Ala
90

Ala

Pro Ala

105

Gly Cys

120

Ala Lys

135

Glu
150

Ash

val Glu

165

Phe

Ile

ser His

Ala Cys

Lys Tyr

Gly
51

Leu val Ala

Asp Phe Leu

Glu Gly Asp

45

val
60

Asp Lys

sSer
75

Tyr Cys

Cys Pro Thr

Phe val cCys

Phe
125

Gly Leu

Thr
140

Ser Lys

Glu val Ala

155
Asn

Tyr ser

cttcaactgc
ggtggatttg
catcgatgtg
ctatttggct
tcacaatgac
ctggggcaac
ctgctctacc
catttttgtc
agccactcag
tggagaatat
atactacgtg
cctcaacctc
ggagtttgag
agctctgcat
gttgacgtcy
aacctatggc
cggcactgtg
ctcgtcagtg
ttttgtttca
agactcatac
tggaagcagc
tctaggagac
ggctgtctaa

Ala
15

Pro

Glu
30

Gly
ser Cys
Met Met

Tyr Leu

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
900
960
1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380

Tyr

val

val

Asn

Ala

80

Met Gly

95
Arg Gln
110

Gly Lys

Ala Ile

Ile Phe

Glu

Gly

Gly

Gly

val

160

Gln
175

Thr

val



10

Gly Ala
Tyr Thr

Pro Arg
210

Thr
225

Lys

Pro Trp

Met Glu

Gly Ser

Glu
290

val

Cys Arg
305

val Cys

His Gly
Cys Lys

val Gly

370

Asn Ala
385

Ile val
ser Gly

Gln Arg

Gly Gly
4

<210> 24

<211> 2046
<212> ADN
<213> HIV-1

<400> 24

atgagagtga
ctccttggga
ggggtacctg
tatgatacag
ccacaagaag
gtagatcaga

Thr GIn Ala
180

Leu Leu

195
ser Gly Ile

Lys

Thr pPhe Leu

ser Ala
245

ser

Phe Glu Glu
260

GIn Glu Gly
275
Phe

Ser Ser

val Lys Met

Ser Lys Ala

325
Thr val val
340
val Pro Ile
355

Arg Leu val

Lys val Leu

val Gly Arg

405
Ile

Ser Ser

420

Leu Ala Ala
435

val Phe Thr

aggagaaata
tgttgatgat
tgtggagaga
aggtacataa
tagtattggg
tgcatgagga

ES 2632723 T3

Gly Arg

Gly Glu Tyr Gly Glu val

Phe ser Ile Thr

185

200

Asp Thr Asn Ala Tyr Tyr val

215

val
230

Gly ser Thr val

His Arg Glu Trp

Pro Ala
Thr val
205

Met
220

Phe Met Asp

235

250

Trp Arg Ash Arg

Pro His Ala Thr Lys Gln Ser val

Ala Leu

265

280

Ash Thr val

295

Glu
310

Phe

LYS

Lys

Leu Glu

ser Ser val

Leu Gln

Phe

Lys

Leu

His Gln Ala Leu Ala Gly

285

Leu Thr Ser Gly

300

Lys Gly Thr

315

330

345

Ala ser

360

Thr val
375

Ile Glu
390

Gly Glu

Gly Lys Ala

Asn

Leu Glu

Gln Gln

Pro

Pro

Leu Gly Thr

Phe val

Pro

Pro Ala

Leu Gln Tyr Thr Gly Thr

Leu Asn Asp

365

ser val
380

Phe Gly

395

410

425

Ile Asn His

phe Thr Thr Thr

His

Leu

Leu Gly Asp Thr Ala Trp Asp Phe
440

Sser val
455

tcagcacttyg
ctgtagtgct
agcaaccacc
tgtttgggcec
aaatgtgaca
tataatcagt

Gly

tggagatggg
acagaaaaat
actctatttt
acacatgcct
gaaaatttta
ttatgggatg

52

445

Lys Ala val

ggtggagatg
tgtgggtcac
gtgcatcaga
gtgtacccac
acatgtggaa
daagcctaaa

Ala
190

Pro Ser
Asp Cys Glu

Thr val Gly

Leu Asn Lel

240

Glu Thr
255

Leu
Ile Ala Leu
270

Ala Ile Pro

His Leu Lys

Thr Tyr Gly
320

Asp Thr Gly
335

Asp Gly Pro
350

Leu Thr Pro

Ala Thr Ala

Asp Ser Tyr
400

Trp His
415

Gly Ala

Lys

Lys
430

Gly ser val

gggcaccatg
agtctattat
tgctaaagcc
agaccccaac
aaataacatg
gccatgtgta

60

120
180
240
300
360



aaattaaccc
actaatctca
ttctatatca
cttgatgtag
acctcagtca
tgtgtcccgy
ccatgcacaa
caactgctgt
acagacaatg
agacccaaca
agaagaaaca
aataacactt
gcctttaate
ggdgaatttt
gggacaaatg
ataaatatgt
agatgttcat
actgagactyg
ttatataaat
agaagaacagd
ttgggagcag
ctattattgt
cagaatatgt
ctggaaagat
atttgcacca
tggaataaca
tatgacttac
ttggataaat
agataa

<210> 25
<211> 681
<212> PRT
<213> HIV-1

<400> 25

Met Arg
1

Trp Gly
Lys Leu

Thr
50

Thr

val His

65

Pro Gln

Lys Ash
Asp Glu

Asn
130

Leu

Ser Ser

145

Phe Tyr

cactctgtgt
ctagtagcag
ccacaagcat
taccagtaaa
ttacacaggc
ctgggtttgc
atgtcagcac
taaatggcag
ttaaaaccat
acaatacaag
taataggaga
tacaacagat
aatcctcagg
tctactgtaa
gcactgaagg
ggcagaaagt
caaatattac
agatcttcag
ataaagtagt
tgcaaagaga
caggaagcac
ctggtatagt
tgcgactcac
acctaaggga
cttctgtgcc
tgacctggat
ttgaaaaatc
gggcaagttt

val Lys

Thr Met

20
Trp val
35

Thr Leu

Asn val

Glu val

Glu

Leu

Thr

Phe

Trp

val

ES 2632723 T3

tactttaaat
ctggggaatg
aagaaataag
aaatactagt
ctgtccaaag
gatactaaag
agtacaatgt
tctagcagaa
aatagtacag
agaaaggtta
tataagacaa
agttataaaa
aggggaccca
tacagcacaa
aaatgacata
aggaaaagca
agggctgcta
acctggagga
aagaattgaa
aaaaagagca
tatgggcgcea
gcagcagcag
agtctggggc
tcaacagctc
ttggaatgtt
ggagtgggaa
gcaaacccaa
gtggaattgg

Lys Tyr

Leu Gly
val Tyr

Ala
55

Cys

Ala Thr

70

Leu Gly

85

Asn Met

100
Ser Leu
115

Cys Thr

Ser Trp

Ile Thr

val

Lys

Asn

Gly

Thr

Asp G1n

Pro Cys

Gln

Met

Tyr

40

ser

His

Ash

Met

val

tgcactaatt
atggaggaag
gtaaagaaag
aatactaagt
gtatcctttc
tgtaacaata
acacatggaa
gaagacatag
ctaaatgaat
tctataggac
gcacattgta
ttaagagaaa
gaaattgtaa
ctgtttaata
atcacactcc
atgtatgcece
ctaacaagag
ggagatatga
ccaataggag
gtgggaatag
gcgtcagtga
aacaatctgc
atcaagcagc
atgggaattt
agttggagta
agagaaattg
caagaaaaga
tttgacataa

His Leu

10
Leu Met
25

Gly val

Asp Ala
Ala Cys

Thr
90

val
His Glu
105

Lys Leu

120

Asn
135

Leu

Met
150

Met

ser Ile

165

Ile

Glu

Arg Asnh

Thr Lys

Glu Gly

LYS

53

tgaatatcac
gagaaataaa
aatatgcact
ataggttaat
agccaattcc
agacattcaa
ttaggccagt
taattagatc
ctgtagtaat
cagggagagc
acattagtag
aatttaggaa
tgcacagttt
gtacttggaa
aatgcagaat
ctcccatcac
atggaggtaa
gggacaattg
tagcacccac
gagctgtgtt
cgctgacggt
tgagggctat
tccaggcaag
ggggttgctc
ataaatctygt
acaattacac
atgaaaaaga
caaactggct

Trp Arg Trp

Ile Cys Ser

Pro val Trp

45

Ala
60

Lys Tyr

val Thr

75

Pro

Glu Ash Phe

Asp Ile Ile

Thr Leu

125

Pro

Thr Thr

140

Asn

Glu Ile

155

Lys

val Lys Lys

taagaatact
aaattgctct
ttttaataga
aagttgtaac
catacattat
tyggatcagga
ggtgtcaact
tgaagatttc
taattgtaca
attttatgca
agcaaaatgg
taaaacaata
taattgtgga
tgttygctygga
aaaacaaatt
aggacaaatt
tagtactgag
gagaagtgaa
cagggcaaag
ccrtgggttc
acaggccagy
tgaggcgcaa
agtcctggcect
tggaaaactc
dggatgatatt
agactatata
attattggaa
gtggtatata

Gly Trp

15
Ala Thr
30

Arg Glu

Asp Thr

Asp Pro

420
480
540
600
660
720
780
340
900
960
1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620
1680
1740
1800
1860
1920
1980
2040
2046

Arg

Glu

Ala

Glu

Asn

80

Asn Met

95

ser
110

Leu
Cys val
Asn Leu

Ash Cys

Trp

Trp

Thr

Thr

ser

160

Glu Tyr

175

Ala



Leu
Lys
Pro
Gly
225
Pro
val
Ile
val
Asn
305

Arg

Arg

Asp
Tyr
385
Gly
Ile
Ala
Leu
Ile
465
Leu
Thr

Ile

Gly

Phe
Tyr
Lys
210
Phe
Cys
val
val
Gln
290
Thr
Arg
Ala
Lys
Pro
370
Cys
Thr
Lys
Pro
Leu
450
Phe
Tyr
Arg

Gly

Ala
530

Ash
Arg
195
val
Ala
Thr
ser
Ile
275
Leu
Arg
Asn
Lys
Phe
355
Glu
Asn
Asn
Gln
Pro
435
Leu
Arg
Lys
Ala
Ala

515

ala

Arg
180
Leu
ser
Ile
Ash
Thr
260
Arg
Asn
Glu
Ile
Trp
340
Arg
Ile
Thr
Gly
Ile
420
Ile
Thr
Pro
TYr
Lys
500

val

Ser

Leu
Ile
Phe
Leu
val
245
Glh
Ser
Glu
Arg
Ile
Asn
Ash
val
Ala
Thr
405
Ile
Thr
Arg
Gly
LYsS
485
Arg

Phe

val

ES 2632723 T3

Asp
ser
Gln
LYyS
230
Ser
Leu
Glu
ser
Leu
310
Gly
Asn
LYys
Met
GIn
390
Glu
Asn
Gly
Asp
Gly
470
val
Arg

Leu

Thr

val
Cys
Pro
215
Cys
Thr
Leu
Asp
val
295
ser
Asp
Thr
Thr
His
375
Leu
Gly
Met
Gln
Gly
455
Gly
val
Thr

Gly

Leu
535

val
Asn
200
Ile
AsSN
val
Leu
Phe
280
val
Ile
Ile
Leu
Ile
360
Ser
Phe
Asn
Trp
Ile
440
Gly
ASp
Arg
val
Phe

520

Thr

Pro
185
Thr
Pro
ASN
Gln
AsSn
265
Thr
Ile
Gly
Arg
Gln
345
ala
Phe
Asnh
Asp
Gln
425
Arg
Asn
Met
Ile
Gln
505

Leu

val

54

val

ser

Ile

Lys

Asp
Asn
Pro
Gln
330
Gln
Phe
Asn
Ser
Ile
410
Lys
Cys
ser
Arg
Glu
490
Arg

Gly

Gln

Lys
val
His
Thr
235
Thr
ser
Asn
Cys
Gly
315
Ala
Ile
ASh
Cys
Thr
395
Ile
val
Ser
Thr
AsSp
475
Pro
Glu

Ala

Ala

Ash
Ile
Tyr
220
Phe
His
Leu
val
Thr
300
Arg
His
val
Gln
Gly
380
Trp
Thr
Gly
Ser
Glu
460
ASh
Ile
Lys

Ala

Arg

Thr
Thr
205
Cys
ASN
Gly
Ala
Lys
Arg
Ala
Cys
Ile
ser
165
Gly
Asn
Leu
Lys
Asn
445
Thr
Trp
Gly
Arg
Gly

525

Leu

ser
190
Gln
val
Gly
Ile
Glu
270
Thr
Pro
Phe
Asn
Lys
350
ser
Glu
val
Gln
Ala
430
Ile
Glu
Arg
val
Ala
510

ser

Leu

Ash
Ala
Pro
ser
Arg
255
Glu
Ile
Asn
Tyr
Ile
Leu
Gly
Phe
Ala
Cys
415
Met
Thr
Thr
sSar
Ala
495
val

Thr

Leu

Thr
Cys
Ala
aly
240
Pro
ASD
Ile
Asn
Ala
320
ser
Arg
Galy
Phe
Gly
400
Arg
Tyr
Gly
Glu
Glu
480
Pro
Gly

Met

Ser



Gly Ile

545

Gln Asn

Arg val
Ile Trp

val
610

Asn

Thr
625

Trp

Tyr Asp

Glu Leu

Ile Thr

<210> 26

<211> 2610
<212> ADN
<213> HIV-1

<400> 26

atgagagtga
ctccttggga
ggggtacctg
tatgatacag
ccacaagaag
gtagatcaga
aaattaaccc
actaatctca
ttctatatca
cttgatgtag
acctcagtca
tgtgtcccagy
ccatgcacaa
caactgctgt
acagacaatg
agacccaaca
agaagaaaca
aataacactt
gcctttaatc
gaggaatttt
gggacaaatg
ataaatatgt
agatgttcat
actgagactg
ttatataaat
agaagaacag
ttgggagcag
ctattattgt
cagaatatgt
ctggaaagat
atttgcacca
tggaataaca
tatgacttac

val Gln

Met Leu

Gln

Arg

ES 2632723 T3

Gln
550

Asn

Leu Thr

565

Ala
580

Leu

Gly
595

Cys
Ser Trp
Met Glu

Leu Leu

Leu

sSer

Ser

Trp

Glu

Glu Arg

Gly Lys

Asn

val

Tyr

Leu

Leu Leu

Gly
570

Trp

Leu
585

Arg

Ile Cys

600

Asn Lys

615

Glu
630

Arg

Lys Ser

645

Glu
660

Leu

Asnh
675

Trp

aggagaaata
tgttgatgat
tgtggagaga
aggtacataa
tagtattgygg
tgcatgagga
cactctgtgt
ctagtagcag
ccacaagcat
taccagtaaa
ttacacaggc
ctgggtttgc
atgtcagcac
taaatggcag
ttaaaaccat
acaatacaagd
taataggaga
tacaacagat
aatcctcagg
tctactgtaa
gcactgaagg
ggcagaaagt
caaatattac
agatcttcag
ataaagtagt
tgcaaagaga
caggaagcac
ctggtatagt
tgcgactcac
acctaaggga
cttctgtgec
tgacctggat
ttgaaaaatc

Leu

Leu

Asp Lys

Trp Tyr

Ser

Glu

Gln

Trp

Ile

val Asp

ITle Asp

Gln
650

Thr

Ala
665

Ser

Arg

680

tcagcacttg
ctgtagtgct
agcaaccacc
tgtttgggcc
aaatgtgaca
tataatcagt
tactttaaat
ctggggaatg
aagaaataag
aaatactagt
ctgtccaaag
gatactaaag
agtacaatgt
tctagcagaa
aatagtacag
agaaaggtta
tataagacaa
agttataaaa
aggggaccca
tacagcacaa
aaatgacata
aggaaaagca
agggctgcta
acctggagga
aagaattgaa
aaaaagagca
tatgggcygca
gcagcagcag
agtctggggce
tcaacagctc
ttggaatgtt
ggagtgggaa
gcaaacccaa

tggagatggg
acagaaaaat
actctatttt
acacatgcct
gaaaatttta
ttatgggatg
tgcactaatt
atggaggaag
gtaaagaaag
aatactaagt
gtatcctttc
tgtaacaata
acacatggaa
gaagacatag
ctaaatgaat
tctataggac
gcacattgta
ttaagagaaa
gaaattgtaa
ctgtttaata
atcacactcc
atgtatgccc
ctaacaagag
ggagatatga
ccaataggag
gtgggaatag
gcgtcagtga
aacaatctgc
atcaagcagc
atgggaattt
agttggagta
agagaaattg
caagaaaaga

55

Arg Ala Ile

555

Ile Lys Gln

Asp GIn Gln

Thr Thr ser

605

Ile
620

Asp Trp

Ash Thr

635
Gln

Tyr

Glu Lys

Leu Trp Asnh

ggtggagatg
tgtgggtcac
gtgcatcaga
gtgtacccac
acatgtggaa
aaagcctaaa
tgaatatcac
gagaaataaa
aatatgcact
ataggttaat
agccaattcc
agacattcaa
ttaggccagt
taattagatc
ctgtagtaat
cagggagagc
acattagtag
aatttaggaa
tgcacagttt
gtacttggaa
aatgcagaat
ctcccatcac
atggaggtaa
gggacaattg
tagcacccac
gagctgtgtt
cgctgacggt
tgagggctat
tccaggcaag
ggggttgctc
ataaatctgt
acaattacac
atgaaaaaga

Glu Ala

Gln

560

GIn
575

Met

Leu

Leu
590

val Pro

Asn Asn

AsSp Tyr

Ala

Gly

Trp

Met

Ile

640

Glu
655

Phe

Asn

gggcaccatg
agtctattat
tgctaaagcc
agaccccaac
aaataacatg
gccatgtgta
taagaatact
aaattgctct
ttttaataga
aagttgtaac
catacattat
tggatcagga
ggtgtcaact
tgaagatttc
taattgtaca
attttatgca
agcaaaatgg
taaaacaata
taattgtgga
tgttgctgga
aaaacaaatt
aggacaaatt
tagtactgag
gagaagtgaa
cagggcaaag
ccttgggttc
acaggccagg
tgaggcgcaa
agtcctggct
tggaaaactc
ggatgatatt
agactatata
attattggaa

Lys

Asp

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
900
260
1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620
1680
1740
1800
1860
1920
1980



ttggataaat
agattattca
tctatagtaa
gcctcgaggyg
gacagatc¢cg
ctgtgcctct
gaacttctgg
tggagtcagg
catgaggcgg
gacttatggg
agacaagggc
<210> 27
<211> 869
<212> PRT
<213> HIV-1
<400> 27
Met Arg
1
Trp Gly
Lys Leu
Thr Thr
50
val His
65
Pro Gln
Lys Asn
Asp Glu
Leu Asn
130
ser ser
145
Phe Tyr
Leu Phe
Lys Tyr
Pro Lys
210
Gly Phe
225
Pro Cys
val val

gggcaagttt
taatgatagt
atagagttag
gacccgacag
gtccatcagt
tcagctacca
gacgcagygag
aactaaagaa
tccaggecgt
agactcttag
ttgagctcac

val Lys

Thr Met

20
Trp val
35

Thr Leu

Asn val

Glu val

Leu

Thr

Phe

Trp

val

ES 2632723 T3

gtggaattgg
aggaggcttg
gcagggatat
gcccgaagga
gaacggatcc
ccgcttgaga
gtgggaagcc
tagtgctgtt
ctggagatct
gagaggtgga
tctcttgtga

Lys Tyr

Leu Gly
val Tyr

Ala
55

Cys

Ala Thr

70

Leu Gly

85

Met
100

Asnh

ser
115

Leu
cys Thr
ser Trp

Ile Thr

val
Lys
Asn
Gly

Thr

Asp G1n

Pro Cys

Gln

Met

TYr

40

ser

His

Asn

Met

val

tttgacataa
ataggtttaa
tcaccattat
acagaagaag
ttggcactta
gacttactct
ctcaaatatt
agcttgctac
gcgacagaga
agatggatac

Leu
10

His

Leu
25

Met

Gly val

Asp Ala

Ala Cys

Thr
90

Glu

val
His
105

Lys Leu

120

Asn
135

Leu

Met
150

Met

ser Ile

165

Asn Arg

180
Arg Leu
195

val Ser

Ala Ile

Thr Asn

Leu

Ile

Phe

Leu

val

Asp val

ser Cys

Ile

Glu

Arg

val

Asn

Thr Lys

Glu Gly

Asn Lys

170
Pro val
185

Thr Ser

200

Gln Pro

215

Lys
230

Cys

Ser Thr

245

Thr
260

ser

Gln

Leu Leu

Ile

Asn

val

Leu

Pro Ile

AsSh Lys

Gln Cys

250

Asn Gly

265
56

caaactggct
gaatagtttt
cgtttcagac
aaggtggaga
tctgggacga
tgattgtaac
ggtggaatct
aatatgggtg
ctcttgecggg
tcgcaatecc

Trp Arg Trp

Ile Cys Ser

Pro val Trp

45

Ala
60

Lys Tyr

val Thr

75
Glu

Pro

Asn Phe

Asp Ile Ile

Thr Pro Leu

125
Thr Thr
140

Asn

Glu Ile

155

Lys

val Lys Lys

Lys Ash Thr

Thr
205

val Ile

His Tyr

220

Cys

Thr Phe

235

Asn

Thr His Gly

Ser Leu Ala

gtggtatata
tgctgtactt
cctectecca
gagagacaga
tctgcggage
gaggattgtg
cctacagtat
gagctatttc
cgcgtyggygga
caggaggatt

Gly Trp

15
Ala Thr
30

Arg Glu

Asp Thr

Asp Pro

2040
2100
2160
2220
2280
2340
2400
2460
2520
2580
2610

Arg

Glu

ala

Glu

Asn

80

Met
95

Asn

Ser Leu

110

Cys val

Asn Leu

Ash Cys

Trp

Trp

Thr

Thr

ser

160

Glu Tyr

175
Ser Ash
190

Gln Ala

val Pro

Gly ser

Ala

Thr

Cys

Ala

Gly

240

Ile Arg

255

Glu Glu

Pro

Asp



Ile
val
Asn
305
Arg
Arg
Glu
Asp
Tyr
385
Gly
Ile
Ala
Leu
Ile
465
Leu
Thr
Ile
Gly
Gly
545
Gln
Arg
Ile

Asn

Thr
625

val
Gln
290
Thr
Arg
Ala
LysS
Pro
370
Cys
Thr
Lys
Pro
Leu
450
Phe
Tyr
Arg
Gly
Ala
530
Ile
Asn
val
Trp
val

610
Trp

Ile
275
Leu
Arg
Asn
Lys
Phe
355
Glu
Asn
Asn
Gln
Pro
435
Leu
Arg
Lys
Ala
Ala
515
Ala
val
Met
Leu
Gly
595

ser

Met

Arg
Asn
Glu
Ile
Trp
340
Arg
Ile
Thr
Gly
Ile
420
Ile
Thr
Pro
Tyr
LysS
500
val
ser
GIn
Leu
Ala
580
Cys

Trp

Glu

ser
Glu
Arg
Ile
Asn
Ash
val
Ala
Thr
405
Ile
Thr
Arg
Gly
LYs
485
arg
Phe
val
Gln
Arg
565
Leu
Ser

ser

Trp

ES 2632723 T3

Glu
Ser
Leu
310
Gly
Asn
Lys
Met
Glh
390
Glu
Asn
Gly
Asp
Gly
470
val
Arg
Leu
Thr
Gln

550

Leu

Gly

Ash

Glu
630

Asp
val
295
ser
Asp
Thr
Thr
His
375
Leu
Gly
Met
Gln
Gly
455
Gly
val
Thr
Gly
Leu
535
Asn
Thr
Arg
Lys
Lys

615
Arg

Phe
280
val
Ile
Ile
Leu
Ile
360
ser
Phe
Asn
Trp
Ile
440
Gly
ASp
Arg
val
Phe
520
Thr
Asn
val
Tyr
Leu
600

Ser

Glu

Thr
Ile
Gly
Arg
Gln
345
Ala
Phe
Asn
Asp
Gln
425
Arg
Asn
Met
Ile
Gln
505
Leu
val
Leu
Trp
Leu
585
Ile

val

Ile

57

ASp
Ash
Pro
GlIn
330
Gln
Phe
Asn
ser
Ile
410
Lys
Cys
Ser
Arg
Glu
490
Arg
Gly
Gln
Leu
Gly
570
Arg
Cys

ASD

Asp

Asn
Cys
Gly
315
Ala
Tle
Asn
Cys
Thr
395
TIle
val
ser
Thr
ASp

475

Pro

Ala
Ala
Arg
555
Ile
Asp
Thr

ASD

Asn
635

val
Thr
300
Arg
His
val
Gln
Gly
380
Trp
Thr
Gly
Ser
Glu
460
Asn
Ile
LYS
Ala
Arg
540
Ala
Lys
Gln
Thr
Ile

620
Tyr

Lys
285
Arg
Ala
Cys
Tle
ser
365
Gly
Asn
Leu
Lys
Asn
445
Thr
Trp
Gly
Arg
Gly
525
Leu
Ile
G1In
Gln
ser
605

Trp

Thr

Thr
Pro
Phe
Asn
Lys
350
ser
Glu
val
Gln
Ala
430
Ile
Glu
Arg
val
Ala
510
Ser
Leu
Glu
Leu
Leu
520
val

Ash

Asp

Ile
Ash
Tyr
Ile
335
Leu
Gly
Phe
Ala
Cys
415
Met
Thr
Thr
Ser
Ala
495
val
Thr
Leu
Ala
Gln
575
Met
Pro

ASh

Tyr

Ile
Asn
Ala
320
Ser
Arg
Gly
Phe
Gly
400
Arg
Tyr
Gly
Glu
Glu
480
Pro
Gly
Met
Ser
Gln
560
Ala
Gly
Trp

Met

Ile
040



Tyr Asp

Glu Leu

Ile Thr

Gly Leu

690
Arg val
705

Ala ser

Glu Arg

Leu Ile

Leu Arg

770
Arg Arg
785
Trp Ser

Trp Ser

Glu Thr

Gly Gly

850

Glu
865

Leu

<210> 28

<211> 2010
<212> ADN
<213> HIV-1

<400> 28

atgagagtga
ctccttggga
ggggtacctg
tatgatacag
ccacaagaag
gtagatcaga
aaattaaccc
actaatctca
ttctatatca
cttgatgtag
acctcagtca
tgtgtcccgyg
ccatgcacaa
caactgctgt
acagacaatg

Glu
645

Leu Leu

Glu
660

Leu Leu

Asn
675

Trp Leu

Ile Gly Leu

Arg Gln Gly

Gly Pro

725

Arg

Asp Arg

740

Asp

Asp Asp

Trp
755
Leu

AsSp Leu

Gly Trp Glu

GIn Glu Leu

805

Phe His

820

Ala

Tyr

Leu Gly

835
Ile

Arg Trp

Thr Leu Leu

aggagaaata
tgttgatgat
tgtggagaga
aggtacataa
tagtattggg
tgcatgagga
cactctgtgt
ctagtagcag
ccacaagcat
taccagtaaa
ttacacaggc
ctgggtttgc
atgtcagcac
taaatggcag
ttaaaaccat

ES 2632723 T3

Lys Ser

Asp Lys

Trp Tyr

Gln

Trp

Tle

Gln
650

Thr

Ala
665

ser

Arg Leu

680

Ile
695

Arg

Tyr Ser

710

ASp Arg

Arg ser

Leu Arg

val

Pro

Pro

Gly

ser

Phe Ala

Leu Ser

Glu Gly

730

Pro
745

ser

Leu Cys

760

Ile
775

Leu

Ala
790

Leu
LYyS Ash
Glu Ala

Ala Trp

val
Lys
Ser
val

Gly

Thr Arg

Tyr Trp

val
810

Ala

Gln Ala

825

Asp Leu

840

Ala
855

Leu

tcagcacttyg
ctygtagtyct
agcaaccacc
tgtttgggcc
aaatgtgaca
tataatcagt
tactttaaat
ctggggaatg
aagaaataag
aaatactagt
ctgtccaaad
gatactaaag
agtacaatgt
tctagcagaa
aatagtacag

Ile

Pro Arg

tggagatggg
acagaaaaat
actctatttt
acacatgcct
gaaaatttta
ttatgggatg
tgcactaatt
atggaggaag
gtaaagaaag
aatactaagt
gtatcctttc
tgtaacaata
acacatggaa
gaagacatag
ctaaatgaat

58

Gln Glu Lys

Leu Trp Asn

Phe Tle Met

685

val Leu

700
G1n

Ser

Phe Thr

715
Glu

Thr Glu

val Asn Gly

Phe ser

765
Glu

Leu

val
780

Ile

Trp Asn Leu
795
ser

Leu Leu

val Trp Arg

Thr
845

Trp Glu

Ile
860

Arg Arg

ggtggagatg
tgtgggtcac
gtgcatcaga
gtgtacccac
acatgtggaa
aaagcctaaa
tgaatatcac
gagaaataaa
aatatgcact
ataggttaat
agccaattcc
agacattcaa
ttaggccagt
taattagatc
ctgtagtaat

Glu
655

ASh

Trp Phe

670

Ile val

Ile val

Leu Leu

Lys

Asn

Asp

Gly

Pro

720

Glu Gly

735
ser Leu
750

Tyr His

Leu Leu

Leu Gln

GIn Tyr

815
Ser Ala
830

Leu Arg

GIn Gly

gggcaccatg
agtctattat
tgctaaagcc
agaccccaac
aaataacatg
gccatgtgta
taagaatact
aaattgctct
ttttaataga
aagttgtaac
catacattat
tggatcagga
ggtgtcaact
tgaagatttc
taattgtaca

Leu

Gly

Arg
Gly
Tyr
800
Gly
Thr

Arg

60

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



agacccaaca
tgtaacatta
gaaaaattta
gtaatgcaca
aatagtactt
Ct¢caatgca
gccectecca
agagatggag
atgagggaca
ggagtagcac
ataggagctyg
gtgacgctga
ctgctgaggg
cagctccagy
atttggggtt
agtaataaat
attgacaatt
adagaatgaaa
ataacaaact

<210> 29
<211> 669
<212> PRT
<213> HIV-1

<400> 29

Met Arg

Trp Gly
Lys Leu

Thr
50

Thr

val His

65

Pro Gln

Lys Asn

Asp Glu

Leu Asn

130
ser Ser
145

Phe Tyr

Leu Phe
Lys Tyr

Pro Lys

acaatgctgc
gtagagcaaa
ggaataaaac
gttttaattyg
ggaatgttgc
gaataaaaca
tcacaggaca
gtaatagtac
attggagaag
ccaccagggc
tgttecttyg
cggtacaggc
ctattgaggc
caagagtcct
gctctggaaa
ctgtggatga
acacagacta
aagaattatt
ggctgtggta

val Lys

Thr Met

20
Trp val
35

Thr Leu

Asn val

Glu val

Glu

Leu

Thr

Phe

Trp

val

ES 2632723 T3

agaattggat
atggaataac
aatagccttt
tggaggggaa
tggagggaca
aattataaat
aattagatgt
tgagactgag
tgaattatat
aaagagaaga
gttcttyggga
caggctatta
gcaacagaat
ggctctggaa
actcatttgc
tatttggaat
tatatatgac
ggaattggat
tataagataa

Lys Tyr

Leu Gly

val Tyr

Ala
55

Thr

Cys
Ala
70

Leu Gly

85

Met
100

Asn

Ser Leu

115

cys Thr

ser Trp

Ile Thr

val
Lys
Ash
Gly

Thr

Asp G1In

Pro Cys

Gln

Met

Tyr

40

ser

His

Asnh

Met

val

aaatgggcaa
actttacaac
aatcaatcct
tttttctact
aatggcactyg
atgtggcaga
tcatcaaata
actgagatct
aaatataaaqg
acagtgcaaa
gcagcaggaa
ttgtctggta
atgttgcgac
agatacctaa
accacttctyg
aacatgacct
ttacttgaaa
aaatgggcaa

His Leu

10
Leu Met
25

Gly val

Asp Ala
Ala Cys

Thr
90

val
His Glu
105

Lys Leu

120

Leu Ash

135

Met
150

Met

ser Ile

165

ASh Arg

180
Arg Leu
195

val ser

Leu

Ile

Phe

Asp val

ser Cys

Ile

Glu

Arg

val

Asn

Thr Lys

Glu Gly

Asn Lys

170
Pro val
185

Thr ser

200

Gln Pro

215

Ile Pro

Ile

59

gtgctgcaag
agatagttat
caggagggga
gtaatacagc
aaggaaatga
aagtaggaaa
ttacagggct
tcagacctgg
tagtaagaat
gagaaaaaag
gcactatggy
tagtgcagca
tcacagtctg
gggatcaaca
tgccttggaa
ggatggagtg
aatcgcaaac
gtttgtggaa

Trp Arg Trp

Ile Cys Ser

Pro val Trp

45

Ala
60

Lys Tyr

val
75

Pro Thr

Glu Asn Phe

Asp Ile Ile

Thr Pro Leu

125

Thr
140

Asnh Thr

Glu Ile Lys
155

val Lys Lys

Lys Ash Thr

Thr
205

val Ile

His Tyr

220

Cys

acaagcacat
aaaattaaga
cccagaaatt
acaactgttt
cataatcaca
agcaatgtat
gctactaaca
aggaggagat
tgaaccaata
agcagtggga
cgcagcgtca
gcagaacaat
gggcatcaag
gctcatggga
tgttagttgg
ggaaagagaa
ccaacaagaa
ttggtttgac

Gly Trp

15
Ala Thr
30

Arg Glu

Asp Thr

Asp Pro

260

1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620
1680
1740
1800
1860
1920
1980
2010

Arg

Glu

Ala

Glu

Asn

80

Asn Met

95
Ser Leu
110

Cys val

Asn Leu

Asn Cys

Trp

Trp

Thr

Thr

Ser

160

Glu Tyr

175

ser
150

Ash
Gln Ala

val Pro

Ala

Thr

Cys

Ala



Gly
225
Pro
val
Ile
val
Ash
305
Cys
Ile
Ser
Gly
Asn
385
Leu
LYsS
ASH
Thr
Trp
465
Gly
Arg
Gly
Leu
Ile
545

Gln

Gln

Phe

Cys

val

val

Gln

290

Ala

Asn

Lys

ser

Glu

370

val

Ala
Ile
Glu
450
Arg
val
Ala
ser
Leu
530
Glu

Leu

Leu

Ala
Thr
ser
Ile
275
Leu
Ala
Ile
Leu
Gly
355
Phe
Ala
Cys
Met
Thr
435
Thr
Ser
Ala
val
Thr
515
Leu
Ala

Gln

Met

Ile
Asn
Thr
260
Arg
Asn
Glu
ser
Arg
340
Gly
Phe
Gly
Arg
Tyl"

420
Gly

Glu
Pro
Gly
500
Met
Ser
Gln

Ala

Gly
580

Leu
val
245
Gln
Ser
Glu
Leu
Arg
325
Glu
Asp
Tyr
Gly
Ile
405
Ala
Leu
Ile
Leu
Thr
485
Ile
Gly
Gly
Gln
Aryg

565
Ile

ES 2632723 T3

LysS
230
ser
Leu
Glu
Ser
Asp
310
Ala
LysS
Pro
Cys
Thr
390
Lys
Pro
Leu
Phe
Tyr
470
Arg
Gly
Ala
Ile
Asn
550

val

Trp

Cys
Thr
Leu
Asp
val
295
Lys
LysS
Phe
Glu
Asn
375
Asn
Gln
Pro
Leu
Arg
455
Lys
Ala
Ala
Ala
val
535
Met

Leu

Gly

Asn
val
Leu
Phe
280
val
Trp
Trp
Arg
Ile
360
Thr
Gly
Ile
Ile
Thr
440
Pro
Tyr
Lys
val
ser
520
GlIn
Leu

ala

Cys

Asn
Gln
Asn
265
Thr
Ile
Ala
asn
Asn
345
val
Ala
Thr
Ile
Thr
425
Arg
Gly
Lys
Arg
Phe
505
val
Gln
Arg

Leu

Ser
585

60

Lys
Cys
250
Gly
ASD
Asn
Ser
Asn
330
Lys
Met
Gln
Glu
Asn
410
Gly
ASp
Gly
val
Arg
490
Leu
Thr
Gln
Leu
Glu

570
Gly

Thr
235
Thr
ser
Asn
Cys
Ala
315
Thr
Thr
His
Leu
Gly
395
Met
Gln
Gly
Gly
val
475
Thr
Gly
Leu
Ash
Thr
555

Arg

Lys

Phe
His
Leu
val
Thr
300
Ala
Leu
Ile
Ser
Phe
380
Asn
Trp
Ile
Gly
ASp
460
Arg
val
Phe
Thr
Asn
540
val

Tyr

Leu

Asn
Gly
Ala
Lys
285
Arg
Arg
Gln
Ala
Phe
365
Asn
Asp
Gln
Arg
Ash
445
Met
Ile
Gln
Leu
val
525
Leu
Trp

Leu

Ile

Gly
Ile
Glu
270
Thr
Pro
Gln
Gln
Phe
350
Asn
Ser
Ile
Lys
Cys
430
Ser
Arg
Glu
Arg
Gly
510
GlIn
Leu
Gly

Arg

Cys
590

ser
Arg
255
Glu
Ile
Asn
Ala
Ile
335
Asn
Cys
Thr
Ile
val
415
Ser
Thr
AsSp
Fro
Glu
495
Ala
Ala
Arg
Ile
ASD

575
Thr

Gly
240
Pro
Asp
Ile
Asn
His
320
val
Gln
Gly
Trp
Thr
400
Gly
Ser
Glu
ASh
Ile
480
Lys
Ala
Arg
Ala
Lys
560

Gln

Thr



10

Ser val

Asn
610

Trp

Thr
625

Asp

Lys Asn

Asn Trp

<210> 30

<211> 2574
<212> ADN
<213> HIV-1

<400> 30

atgagagtga
ctccttggga
ggggtacctg
tatgatacag
ccacaagaag
gtagatcaga
aaattaaccc
actaatctca
ttctatatca
cttgatgtag
acctcagtca
tgtgtcccgg
ccatgcacaa
caactgctgt
acagacaatg
agacccaaca
tgtaacatta
gaaaaattta
gtaatgcaca
aatagtactt
ctccaatgca
gccectcecca
agagatggag
atgagggaca
ggagtagcac
ataggagctg
gtgacgctga
ctgctgaggg
cagctccagy
atttggggtt
agtaataaat
attgacaatt
aagaatgaaa
ataacaaact
ttaagaatag
ttatcgtttc
gaagaaggtg
cttatctggg
ctcttgatty
tattggtgga
ctacaatatyg
gagactcttyg
atactcgcaa

<210> 31

Pro
595

Trp
Asn Met
Tyr Ile

Glu Lys

Asn

Thr

Tyr

Glu

ES 2632723 T3

val Ser

Trp

Ser Asn

600

Met
615

Trp

Asp Leu

630

Leu Leu

645

Phe Asp

aggagaaata
tgttgatgat
tgtggagaga
aggtacataa
tagtattggg
tgcatgagga
cactctgtgt
ctagtagcag
ccacaagcat
taccagtaaa
ttacacaggc
ctgggtttygc
atgtcagcac
taaatggcag
ttaaaaccat
acaatgctgc
gtagagcaaa
ggaataaaac
gttttaattyg
ggaatgttgc
gaataaaaca
tcacaggaca
gtaatagtac
attggagaag
ccaccagggc
tgttccttygg
cggtacaggc
ctattgaggc
caagagtcct
gctctggaaa
ctgtggatga
acacagacta
aagaattatt
ggctgtggta
tttttgctgt
agaccctcct
gagagagaga
acgatctgcg
taacgaggat
atctcctaca
ggtggagcta
cgggcgcgtyg
tccccaggag

Ile

Thr Asn

tcagcacttg
ctgtagtgct
agcaaccacc
tgtttgggcc
aaatgtgaca
tataatcagt
tactttaaat
ctggggaatg
aagaaataag
aaatactagt
ctgtccaaag
gatactaaag
agtacaatgt
tctagcagaa
aatagtacag
agaattggat
atggaataac
aatagccttt
tggaggggaa
tggagggaca
aattataaat
aattagatgt
tgagactgag
tgaattatat
aaagagaaga
gttcttggga
caggctatta
gcaacagaat
ggctctggaa
actcatttgc
tatttggaat
tatatatgac
ggaattggat
tataagatta
actttctata
cccagcctcg
cagagacaga
gagcctgtgc
tgtggaactt
gtattggagt
tttccatgag
gggagactta
gattagacaa

Glu

Leu

Glu

Trp

Trp Glu

Glu Lys

Leu Asp

650

Leu
665

Trp

tggagatggg
acagaaaaat
actctatttt
acacatgect
gaaaatttta
ttatgggaty
tgcactaatt
atggaggaag
gtaaagaaag
aatactaagt
gtatcctttc
tgtaacaata
acacatggaa
gaagacatag
ctaaatgaat
aaatgggcaa
actttacaac
aatcaatcct
tttttctact
aatggcactyg
atgtggcaga
tcatcaaata
actgagatct
aaatataaag
acagtgcaaa
gcagcaggaa
ttgtctyggta
atgttgcgac
agatacctaa
accacttctyg
aacatgacct
ttacttgaaa
aaatgggcaa
ttcataatga
gtaaatagag
aggggacccg
tccggtccat
ctcttcagcect
ctgggacgca
caggaactaa
gcggtccagg
tgggagactc
gggcttgagc

61

val
605

Lys ser

Glu Ile

620
Gln

Arg

ser Thr

635
Ala

Lys Trp

Tyr Ile Arg

ggtggagatg
tgtgggtcac
gtgcatcaga
gtgtacccac
acatgtggaa
aaagcctaaa
tgaatatcac
gagaaataaa
aatatgcact
ataggttaat
agccaattcc
agacattcaa
ttaggccagt
taattagatc
ctgtagtaat
gtgctgcaag
agatagttat
caggagggga
gtaatacagc
aaggaaatga
aagtaggaaa
ttacagggct
tcagacctgg
tagtaagaat
gagaaaaaadg
gcactatggg
tagtgcagca
tcacagtctyg
gggatcaaca
tgccttggaa
dgatdgagtg
aatcgcaaac
gtttgtggaa
tagtaggagg
ttaggcaggg
acaggcccga
cagtgaacgg
accaccgctt
gggggtggga
agaatagtgc
ccgtctggag
ttaggagagg
tcactctctt

Asp Asp Ile

Asp Asnh

Gln Gln

Tyr

Glu

640

Ser Leu
655

gggcaccatg
agtctattat
tgctaaagcc
agaccccaac
aaataacatg
gccatgtgta
taagaatact
aaattgctct
ttttaataga
aagttgtaac
catacattat
tggatcagga
ggtgtcaact
tgaagatttc
taattgtaca
acaagcacat
aaaattaaga
cccagaaatt
acaactgttt
cataatcaca
agcaatgtat
gctactaaca
aggaggagat
tgaaccaata
agcagtggga
cgcagcgtca
gcagaacaat
gggcatcaag
gctcatgygga
tgttagttgg
ggaaagagaa
ccaacaagaa
ttggtttgac
cttgataggt
atattcacca
aggaacagaa
atccttggca
gagagactta
agccctcaaa
tgttagcttg
atctgcgaca
tggaagatgg
gtga

Trp

60

120
180
240
300
360
420
480
540
600

720

780

840

200

9260

1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620
1680
1740
1800
1860
1920
1980
2040
2100
2160
2220
2280
2340
2400
2460
2520
2574



<211> 857
<212> PRT

<213> HIV-1

<400> 31

Met
Trp
Lys
Thr
val

65
Pro
LyS
Asp
Leu
Ser
145
Phe
Leu
Lys
Pro
Gly
225
Pro
val
Ile
val
Asn
305

Cys

Ile

Arg
Gly
Leu
Thr

50
His
Gln
Asnh
Glu
Ash
130
ser
TYr
Phe
Tyr
LYS
210
Phe
Ccys
val
val
Gln
290
Ala

Asn

Lys

val
Thr
Trp

35
Thr
Asn
Glu
Ash
ser
115
Cys
ser
Ile
ASnh
Arg
195
val
Ala
Thr
Ser
Ile
275
Leu
Ala

Ile

Leu

Lys
Met

20
val
Leu
val
val
Met
100
Leu
Thr
Trp
Thr
Arg
180
Leu
ser
Ile
Asn
Thr
260
Arg
Asnh
Glu

ser

Arg

Leu
Thr
Phe
Trp
val

85
val
Lys
Asn
Gly
Thr
165
Leu
Ile
Phe
Leu
val
245
Gln
Ser
Glu
Leu
Arg

325
Glu

ES 2632723 T3

Lys
Leu
val
Cys
Ala

70
Leu
ASD
Pro
Leu
Met
150
ser

Asp

ser

Lys
230
ser
Leu
Glu
Ser
Asp
310

Ala

Lys

Tyr
Gly
Tyr
Ala

55
Thr
Gly
Gln
Cys
Asn
135
Met
Ile
va’l
Cys
Pro
215
Cys
Thr
Leu
Asp
va’l
295
Lys

Lys

Phe

Gln

Met

TYyr

40

Ser

His

Asn

Met

val

120

Ile

Glu

Arg

val

Ash

200

Ile

AsSh

val

Leu

Phe

280

val

Trp

Trp

Arg

His
Leu

25
Gly
Asp
Ala
val
His
105
Lys
Thr
Glu
Asn
Pro
185
Thr
Pro
Asn
Gln
Asn
265
Thr
Ile
Ala

Asn

Asn

62

Leu

10
Met
val
Ala
Cys
Thr

90
Glu
Leu
Lys
Gly
LYS
170
val
Ser
Ile
Lys
Cys
250
Gly
Asp
Asn
Ser
Asn

330

Lys

Trp
Ile
Pro
Lys
val

75
Glu
AsSD
Thr
Asn
Glu
155
val
Lys
val
His
Thr
235
Thr
ser
Asn
Cys
Ala
315

Thr

Thr

Arg
Cys
val
Ala

60
Pro
Asn
Ile
Pro
Thr
140
Ile
Lys
Ash
Ile
Tyr
220
Phe
His
Leu
val
Thr
300
Ala

Leu

Ile

Trp
Ser
Trp

45
Tyr
Thr
Phe
Ile
Leu
125
Thr
Lys
LysS
Thr
Thr
205
Cys
Ash
Gly
Ala
Lys
285
Arg
Arg

Gln

Ala

Gly
Ala

30
Arg
Asp
Asp
Asn
ser
110
Cys
Ash
Asn
Glu
ser
190
Gln
val
Gly
Ile
Glu
270
Thr
Pro
Gln

Gln

Phe

Trp

15
Thr
Glu
Thr
Pro
Met

95
Leu
val
Leu
Cys
TYF
175
Ash
Ala
Pro
Ser
Arg
255
Glu
Ile
Ash
Ala

Ile

Asn

Arg
Glu
Ala
Glu
Asn

80
Trp
Trp
Thr
Thr
ser
160
Ala
Thr
Cys
Ala
Gly
240
Pro
Asp
Ile
Asn
His
320

val

Gln



Ser
Gly
Ash
385
Leu
Lys
Ash
Thr
Trp
465
Gly
Arg
Gly
Leu
Ile
545
Gln
Gln
ser
Trp
Thr
625
Lys
Asn
Met

ser

Thr

ser
Glu
370
val
Gln
Ala
Ile
Glu
450
Arg
va’l
Ala
Ser
Leu
530
Glu
Leu
Leu
va’l
Asn
610
Asp
Asn
Trp
Ile
Ile

690

Leu

Gly
355
Phe
Ala
Cys
Met
Thr
435
Thr
ser
Ala
val
Thr
515
Leu
Ala
Gln
Met
Pro
595
Tyr
Glu
Phe
val
675

val

Leu

340
Gly

Phe
Gly
Arg
Tyr
420
Gly
Glu
Glu
Pro
Gly
500
Met
ser
Gln
Ala
Gly
580
Trp
Met
Ile
Lys
Asp
660
Gly

AsSn

Pro

Asp
Tyr
Gly
Ile
405
Ala
Leu
Ile
Leu
Thr
485
Ile
Gly
Gly
Gln
Arg
565
Ile
Asn
Thr
Tyr
Glu
045
Ile
Gly

Arg

Ala

ES 2632723 T3

Pro
cys
Thr
390
Lys
Pro
Leu
Phe
Tyr
470
Arg
Gly
Ala
Ile
Asn
530
val
Trp
val
Trp
Asp
630
Leu
Thr
Leu

val

Ser

Glu
Ash
375
Asn
Gln
Pro
Leu
Arg
455
Lys
Ala
Ala
Ala
val
535
Met
Leu
Gly
ser
Met
615
Leu
Leu
Asn
Ile
Arg

095
Arg

Ile
360
Thr
Gly
Ile
Ile
Thr
440
Pro
Tyr
Lys
val
Ser
520
Gln
Leu
Ala
Cys
Trp
600
Glu
Leu
Glu
Trp
Gly
680

Gln

Gly

345

val
Ala
Thr
Ile
Thr
425
Arg
Gly
Lys
Arg
Phe
505
val
Gln
Arg
Leu
ser
585
Ser
Trp
Glu
Leu
Leu
665
Leu

Gly

Pro

63

Met
Gln
Glu
Asn
410
Gly
Asp
Gly
val
Arg
490
Leu
Thr
Gln
Leu
Glu
570
Gly
Asn
Glu
Lys
Asp
650
Trp
Arg

Tyr

Asp

His
Leu
Gly
395
Met
Gln
Gly
Gly
val
475
Thr
Gly
Leu
Asn
Thr
555
Arg
Lys
Lys
Arg
Ser
635
Lys
Tyr
Ile

Ser

Arg

ser
Phe
380
Ash
Trp
Ile
Gly
ASp
460
Arg
val
Phe
Thr
Asnh
540
val
Tyr
Leu
Ser
Glu
620
Gln
Trp
Ile
val
Pro

700

Pro

Phe
365
AsSh
Asp
Gln
Arg
Asn
445
Met
Ile
Gln
Leu
val
525
Leu
Trp
Leu
Ile
val
605
Ile
Thr
Ala
Arg
Phe
685

Leu

Glu

350

Ash
ser
Ile
Lys
Cys
430
Ser
Arg
Glu
Arg
Gly
510
Gln
Leu
Gly
Arg
Cys
590
Asp
Asp
Gln
Ser
Leu
670
Ala

Ser

Gly

Cys
Thr
Ile
val
415
ser
Thr
ASp
Pro
Glu
495
Ala
Ala
Arg
Ile
Asp
575
Thr
Asp
Asn
Gln
Leu
655
Phe
val

Phe

Thr

Gly
Trp
Thr
400
Gly
ser
Glu
ASh
Ile
480
Lys
Ala
Arg
Ala
Lys
560
GlIn
Thr
Ile
Tyr
Glu
640
Trp
Ile
Leu

Gln

Glu



705

Glu Glu

Gly Ser

sSer Tyr

Glu Leu

770
Leu Leu
785

Leu Gln

Arg Ser
Thr Leu

Gln
850

Arg

<210> 32

<211> 1842
<212> ADN
<213> HIV-1

<400> 32

atgagagtga
ctccttggga
ggggtacctg
tatgatacag
ccacaadaag
gtagatcaga
aaattaaccc
ccaaaggtat
ctaaagtgta
caatgtacac
gcagaagaag
gtacagctaa
aggttatcta
agacaagcac
ataaaattaa
gacccagaaa
gcacaactgt
gacataatca
aaagcaatgt
ctgctactaa
ggaggaggag
attgaaccaa
agagcagtgyg
ggcgcagegt
cagcagaaca
tggggcatca
cagctcatgg
aatgttagtt
tgggaaagag
acccaacaag
aattggtttg

Gly Gly

Glu

ES 2632723 T3

710

Arg Asp

725

Ala
740

Leu

His
755

Arg
Leu Gly
Gln Tyr

Tyr Gly

Leu

Leu

Arg

Trp

Trp

ITle Trp

Arg Asp

Arg

Asp

Leu

Asp Arg

730
Asp Leu
745

Leu Leu

760

Gly
775

Arg

Ser Gln

790

Ser Tyr

805

Thr
820

Ala

Arg
835

Arg

Gly Leu

aggagaaata
tgttgatgat
tgtggagaga
aggtacataa
tagtattgag
tgcatgagga
cactctgtgt
cctttcagcc
acaataagac
atggaattag
acatagtaat
atgaatctgt
taggaccagg
attgtaacat
gagaaaaatt
ttgtaatgca
ttaatagtac
cactccaatyg
atgcccctec
caagagatgg
atatgaggga
taggagtagc
gaataggagc
cagtgacgct
atctgctgag
agcagctcca
gaatttgggg
ggagtaataa
aaattgacaa
aaaagaatga
acataacaaa

Glu
Gly

Glu

Thr Leu

Gly Arg

Trp

Glu

Phe

Ala

Trp

Glu Ala

Leu Lys

Glu
810

His

Gly Ala

825

Ile Leu

840

Thr
855

Leu

tcagcacttyg
ctgtagtgct
agcaaccacc
tgtttgggcc
aaatgtgaca
tataatcagt
tactttaaat
aattcccata
attcaatgga
gccagtggtyg
tagatctgaa
agtaattaat
gagagcattt
tagtagagca
taggaataaa
cagttttaat
ttggaatgtt
cagaataaaa
catcacagga
aggtaatagt
caattggaga
acccaccagg
tgtgttcctt
gacggtacag
ggctattgag
ggcaagagtc
ttgctctgga
atctgtggat
ttacacagac
adaagaatta
ctggctgtgg

Leu

Leu

tggagatggg
acagaaaaat
actctatttt
acacatgcct
gaaaatttta
ttatgggatg
tgtaacacct
cattattgtyg
tcaggaccat
tcaactcaac
gatttcacag
tgtacaagac
tatgcaagaa
aaatggaata
acaatagcct
tgtggaggqgg
gctggaggga
caaattataa
caaattagat
actgagactg
agtgaattat
gcaaagagaa
gggttcttgg
gccaggctat
gcgcaacaga
ctggctctgg
aaactcattt
gatatttgga
tatatatatyg
ttggaattgyg
tatataagat

64

715

ser Gly Pro

Arg Ser Leu

Thr
765

ITe val

Leu Lys

780

Tyr

Asn Ser Ala

795
val

Ala Gln

Trp Gly Asp

Ala Ile Pro

845

ggtggagatyg
tgtgggtcac
gtgcatcaga
gtgtacccac
acatgtggaa
aaagcctaaa
cagtcattac
tcccggetgg
gcacaaatgt
tgctgttaaa
acaatgttaa
ccaacaacaa
gaaacataat
acactttaca
ttaatcaatc
aatttttcta
caaatggcac
atatgtggca
gttcatcaaa
agactgagat
ataaatataa
gaacagtgca
gagcagcaqg
tattgtctgg
atatgttgcg
aaagatacct
gcaccacttc
ataacatgac
acttacttga
ataaatgggc
ga

720

val
735

ser

Cys Leu

750

Arg Ile

Trp Trp

val Ser

Asn

Phe

val

Asn

Leu

800

val
815

Ala

Leu
830

Trp

Arg Arg

gggcaccatg
agtctattat
tgctaaagcc
agaccccaac
aaataacatg
gccatgtgta
acaggcctgt
gtttgcgata
cagcacagta
tggcagtcta
aaccataata
tacaagagaa
aggagatata
acagatagtt
ctcaggaggg
ctgtaataca
tgaaggaaat
gaaagtagga
tattacaggg
cttcagacct
agtagtaaga
aagagaaaaa
aagcactatg
tatagtgcag
actcacagtc
aagggatcaa
tgtgccttgg
ctggatggag
aaaatcgcaa
aagtttgtgg

Trp

60

120
180
240
300
360
420
480
540

660

720

780

840

900

260

1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620
1680
1740
1800
1842



<210> 33
<211>613
<212> PRT

<213> HIV-1

<400> 33

Met
Trp
Lys
Thr
val

65
Pro
Lys
Asp
Leu
Phe
145
Leu
val
Gln
Ser
Glu
225
Arg
Ile
Asn
Ash
val

305

Ala

Arg
Gly
Leu
Thr

50
His
Gln
Asn
Glu
Ash
130
Gln
LYyS
ser
Leu
Glu
210
ser
Leu
Gly
Ash
LYS
290

Met

Gln

val
Thr
Trp

35
Thr
Asn
Glu
Asn
ser
115
Ccys
Pro
Cys
Thr
Leu
195
Asp
val
ser
Asp
Thr
275
Thr
His

Leu

Lys
Met

20
val
Leu
val
val
Met
100
Leu
Ash
Ile
Ash
val
180
Leu
Phe
val
Tle
Ile
260
Leu
Ile

Ser

Phe

Leu
Thr
Phe
Trp
val

85
val
Lys
Thr
Pro
AsSn
165
Gln
Asn
Thr
Ile
Gly
Arg
Gln
Ala

Phe

Asn
325

ES 2632723 T3

Lys
Leu
val
Cys
Ala

70
Leu
Asp
Pro
ser
Ile
150
Lys
Cys
Gly
Asp
Asnh
230

Pro

Gln

Phe

Asn
310

Ser

Tyr
Gly
Tyr
Ala

55
Thr
Gly
G1n
Cys
va’l
135
His
Thr
Thr
ser
Asn
215
Cys
Gly
Ala
Ile
Asn
295

Cys

Thr

Gln
Met
Tyl“

40
Ser
His
Asn
Met
val
120
Ile
Tyr
Phe
His
Leu
200
val
Thr
Arg
His
val
280
Gln

Gly

Trp

His
Leu

25
Gly
Asp
Ala
val
His
105
Lys
Thr
Cys
Ash
Gly
185
Ala
Lys
Arg
Ala
Cys
265
Ile
Ser

Gly

Asn

65

Leu

10
Met
val
Ala
Cys
Thr

90
Glu
Leu
Gln
val
Gly
170
Ile
Glu
Thr
Pro
Phe
250
Asn
Lys
Ser

Glu

val
330

Trp
Ile
Pro
Lys
val

75
Glu
Asp
Thr
Ala
Pro
155
ser
Arg
Glu
Ile
Asn
235
Tyr
Ile
Leu
Gly
Phe

315

Ala

Arg
Cys
val
Ala

60
Pro
Asn
Ile
Pro
Ccys
140
Ala
Gly
Pro
Asp
Ile
220
Asn
Ala
ser
Arg
Gly
300

Phe

Gly

Trp
Ser
Trp

45
Tyr
Thr
Phe
Ile
Leu
125
Pro
Gly
Pro
val
Ile
205
val
Ash
Arg
Arg
Glu
285
ASp

Tyr

Gly

Gly
Ala

30
Arg
Asp
Asp
Asn
ser
110
Cys
Lys
Phe
Cys
val
190
val
G1n
Thr
Arg
Ala
270
Lys
Pro

Cys

Thr

Trp

15
Thr
Glu
Thr
Pro
Met

95
Leu
val
val
Ala
Thr
175
Ser
Ile
Leu
Arg
Asn
255
Lys
Phe
Glu

Asnh

Asn
335

Arg
Glu
Ala
Glu
Asn

80
Trp
Trp
Thr
ser
Ile
160
Asn
Thr
Arg
Asn
Glu
240
Tle
Trp
Arg
Ile
Thr

320
Gly



Thr Glu

Ile Asn

Thr Gly

370

Arg
385

Asp

Gly Gly

Lys val

Arg Arg

Phe Leu

450
val Thr
465

Gln Gln

Arg Leu

Leu Glu

ser Gly

Ser Asn

545

Trp Glu

Glu Lys
Leu Asp

Leu Trp

<210> 34

<211> 2406
<212> ADN
<213> HIV-1

<400> 34

atgagagtga
ctccttggga
ggggtacctg
tatgatacag
ccacaagaag
gtagatcaga

Gly Asn

340

ASp

Met Gln

355
Gln

Trp

Ile Arg

Gly Gly Asn

Gly Asp Met

405

val Ile

Arg
420
Gln

Thr val

435
Phe

Gly Leu

Leu Thr val

Leu
485

Asn Asn

val
500

Thr Trp

Arg Leu

515

Tyr

Lys Leu Ile

Lys Ser val

Ile
565

Thr

Arg Glu

Gln
580

ser

Lys Trp Ala
595
Ile

Tyr Arg

aggagaaata
tgttgatgat
tgtggagaga
aggtacataa
tagtattggg
tgcatgagga

ES 2632723 T3

Ile Ile

Lys val

Thr

Gly

Leu Gln

345

Lys Ala

360

ser
375

Cys

ser Thr

390
Arg Asp
Pro

Arg Glu

ser

Glu

ASn

Ile

Lys

Asn Ile

Thr Glu

Trp Arg

410
Gly val
425

Arg Ala

410

Ala
455

Gly

Gln Ala

470

Leu Arg

Gly Ile

Arg Asp

Ala

Arg

Ala

Lys

Gln

Gly ser

Leu Leu

Glu
490

Ile

Gln
505

Leu

Gln Leu

520

Thr
535

Cys

Asp
550

Asp
ASp Ash
Glh Gln

Ser Leu

Thr

Ile

Tyr

Glu

ser val

Trp Asn

Thr Asp

570

Asn

Trp

600

tcagcacttg
ctgtagtgct
agcaaccacc
tgtttgggcce
aaatgtgaca
tataatcagt

tggagatggg
acagaaaaat
actctatttt
acacatgcct
gaaaatttta
ttatgggatg

66

Cys Arg Ile

Ala
365

Leu

Met Tyr

Thr Gly

380
Ile

Thr Glu

395
Glu

ser Leu

Ala Pro Thr

Ile
445

val Gly

Thr Met Gly

460

Leu
475

ser Gly

Ala Gln Gln

Gln Ala Arg

Ile
525

Met Gly

Pro Trp Ash

540

Asn Met Thr

555
Ile

Tyr Tyr

Glu Lys Glu

Ile
605

Phe Asp

ggtggagatg
tgtgggtcac
gtgcatcaga
gtgtacccac
acatgtggaa
aaagcctaaa

Lys GIn Ile

350

Pro Pro Ile

Leu Leu Thr

Phe Pro

400

Arg

Tyr Lys

415

Tyr

Arg Ala

430
Gly

Lys

Ala val

Ala Ala ser

Gln
480

Ile val

Met
495

Asn Leu

val Ala

510

Leu

Trp Gly Cys

val Ser Trp

Glu
560

Trp Met

Leu
575

AsSp Leu

Leu Glu

590

Leu

Thr Asn Trp

gggcaccatg
agtctattat
tgctaaagcc
agaccccaac
aaataacatg
gccatgtgta

60

120
180
240
300
360



aaattaaccc
Ccaaaggtat
ctaaagtgta
caatgtacac
gcagaagaag
gtacagctaa
aggttatcta
agacaagcac
ataaaattaa
gacccagaaa
gcacaactgt
gacataatca
aaagcaatgt
ctgctactaa
ggaggaggag
attgaaccaa
agagcagtgg
ggcgcagcgt
cagcagaaca
tggggcatca
cagctcatgg
aatgttagtt
tgggaaagag
acccaacaag
aattggtttyg
ggcttgatag
ggatattcac
gaaggaacag
ggatccttgg
ttgagagact
gaagccctca
gctgttagcet
agatctgcga
ggtggaagat
ttgtga

<210> 35
<211> 801
<212> PRT
<213> HIV-1

<400> 35

Met Arg
1

Trp Gly
Lys Leu

Thr
50

Thr

val
65

His
Pro Gln
Lys Ash
Asp Glu

Asnh
130

Leu

cactctgtgt
cctttcagcec
acaataagac
atggaattag
acatagtaat
atgaatctgt
taggaccagg
attgtaacat
gagaaaaatt
ttgtaatgca
ttaatagtac
cactccaatg
atgcccctec
caagagatgg
atatgaggga
taggagtagc
gaataggagc
cagtgacgct
atctgctgag
agcagctcca
gaatttgggg
ggagtaataa
aaattgacaa
aaaagaatga
acataacaaa
gtttaagaat
cattatcgtt
aagaagaagg
cacttatctg
tactcttgat
aatattggtg
tgctacaata
cagagactct
ggatactcgc

val Lys

Thr Met

20
Trp val
35

Thr Leu

Ash vall

Glu val

Leu

Thr

Phe

Trp

val

ES 2632723 T3

tactttaaat
aattcccata
attcaatgga
gccagtyggtyg
tagatctgaa
agtaattaat
gagagcattt
tagtagadca
taggaataaa
cagttttaat
ttggaatgtt
cagaataaaa
catcacagga
aggtaatagt
caattggaga
acccaccagg
tgtgttcctt
gacggtacag
ggctattgag
ggcaagagtc
ttgctctgga
atctgtggat
ttacacagac
aaaagaatta
ctggctgtyg
agtttttgct
tcagaccctc
tggagagaga
ggacgatctg
tgtaacgagy
gaatctccta
tgggtggagce
tgcgggegceg
aatccccagg

Lys Tyr

Leu Gly
val Tyr

Ala
55

Cys

Ala Thr

70

Leu Gly

85

Met
100

Asn

Ser Leu

115

CysS Asn

val

Lys

Thr

Asp GIn

Pro Cys

Gln

Met

Tyr

40

ser

His

ASn

Met

val

tgtaacacct
cattattgtyg
tcaggaccat
tcaactcaac
gatttcacag
tgtacaagac
tatgcaagaa
aaatggaata
acaatagcct
tgtggagggy
gctggaggga
caaattataa
caaattagat
actgagactg
agtgaattat
gcaaagagaa
gggttcttgy
gccaggctat
gcgcaacaga
ctggctctgg
aaactcattt
gatatttgga
tatatatatg
ttggaattgg
tatataagat
gtactttcta
ctcccagect
gacagagaca
cggagcctgt
attgtggaac
cagtattgga
tatttccatyg

tggggagact
aggattagac

His Leu

10

Leu
25

Gly

Met
val
Asp Ala
Ala Cys
Thr

90
Glu

val
His
105

Lys Leu

120

va’l
135

Ser

ITe Thr

Gln

67

cagtcattac
tcccggcetygg
gcacaaatgt
tgctogttaaa
acaatgttaa
ccaacaacaa
gaaacataat
acactttaca
ttaatcaatc
aatttttcta
caaatggcac
atatgtggca
gttcatcaaa
agactgagat
ataaatataa
gaacagtgca
gagcagcagg
tattgtctgg
atatgttgcg
aaagatacct
gcaccacttc
ataacatgac
acttacttga
ataaatgggc
tattcataat
tagtaaatag
cgaggggacc
gatccggtcec
gcctcttcag
ttctgggacyg
gtcaggaact
aggcggtceca
tatgggagac
aagggcttga

Trp Arg Trp

Ile Cys Ser

Pro val Trp

45

Ala
60

Lys Tyr

val Thr

75

Pro

Glu Ash Phe

Asp Tle Tle

Thr Leu

125

Pro

Ala Cys Pro

acaggcctgt
gtttgcgata
cagcacagta
tggcagtcta
aaccataata
tacaagagaa
aggagatata
acagatagtt
ctcaggaggd
ctgtaataca
tgaaggaaat
gaaagtagga
tattacaggg
cttcagacct
agtagtaaga
aagagaaaaa
aagcactatyg
tatagtgcag
actcacagtc
aagggatcaa
tgtgccttgg
ctggatgdag
aaaatcgcaa
aagtttgtgyg
gatagtagga
agttaggcag
cgacaggccc
atcagtgaac
ctaccaccgc
€agggggtyy
aaagaatagt
ggccgtetgy
tcttaggaga
gctcactctc

Gly Trp

15
Ala Thr
30

Arg Glu

Asp Thr

Asp Pro

420
480
540
600
660

780

340

900

960

1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620
1680
1740
1800
1860
1920
1980
2040
2100
2160
2220
2280
2340
2400
2406

Arg

Glu

Ala

Glu

Asn

80

Asn Met

95
Ser Leu
110

Cys val

Lys val

Trp

Trp

Thr

ser



Phe
145
Leu
val
Gln
Ser
Glu
225
Arg
Ile
Asn
Asn
val
305
Ala
Thr
Ile
Thr
Arg
385
Gly
Lys
Arg
Phe
val
465

Gln

Arg

Gln
Lys
Ser
Leu
Glu
210
ser
Leu
Gly
Asn
Lys

290

Met

Glu
ASN
Gly
370
Asp
Gly
val
Arg
Leu

450

Thr

Leu

Pro
Cys
Thr
Leu
195
Asp
val

ser
ASp
Thr
275
Thr
His
Leu
Gly
Met
355
Gln
Gly
Gly
val

Thr
435
Gly
Leu

Asn

Thr

Ile
Asn
val
180
Leu
Phe
val
Ile
Ile
260
Leu
Ile
ser
Phe
Asn

340

Trp

Gly
Asp
Arg
420
val
Phe
Thr

Asn

val
500

Pro
Asnh
165
Gln
Asn
Thr
Ile
Gly
245
Arg
Gln
Ala
Phe
Ash
325
Asp
Gln
Arg
Asn
Met
405
Ile
Gln
Leu
val
Leu

485
Trp

ES 2632723 T3

Ile
150
Lys
Cys
Gly
Asp
Asn
230
Pro
Glh
Gln
Phe
AsSn
310
Ser
Ile
LYS
Cys
Ser
390
Arg
Glu
Arg
Gly
Gln
470

Leu

Gly

His
Thr
Thr
ser
Asn
215
Cys
Gly
Ala
Ile
Asn
295
Cys
Thr
Ile
val
ser
375
Thr
Asp
Pro
Glu
Ala
455
Ala

Argd

Ile

Tyr
Phe
His
Leu
200
val
Thr
Arg
His
val
280
Gln
Gly
Trp
Thr
Gly
360
ser
Glu
Asn
Ile
Lys
440
Ala
Arg

Ala

Lys

Cys
Asn
Gly
185
Ala
Lys
Arg
Ala
Cys
265
Ile
Ser
Gly
Asn
Leu
345
Lys
ASh
Thr
Trp
Gly
425
Arg
Gly
Leu

Ile

Gln
505

68

val
Gly
170
Ile
Glu
Thr
Pro
Phe
250
Asn
Lys
Ser
Glu
val
330
Gln
Ala
Ile
Glu
Arg
410
val
Ala
ser
Leu
Glu

490

Leu

Pro
155
ser
Arg
Glu
Tle
Asn
235
Tyr
Ile
Leu
Gly
Phe
315
Ala
Cys
Met
Thr
Thr
395
sSer
Ala
val
Thr
Leu
475

Ala

Gln

Ala
Gly
Pro
Asp
Tle
220
Asn
Ala
Ser
Arg
Gly
300
Phe
Gly
Arg
TYr
Gly
380
Glu
Glu
Pro
Gly
Met
460
ser

Gln

Ala

Gly
Pro
val
Ile
205
val
Ash
Arg
Arg
Glu
285
Asp
Tyr
Gly
Ile
Ala
365
Leu
Ile
Leu
Thr
Ile
445
Gly
Gly

Gln

Arg

Phe
Cys
val
120
val
Gln
Thr
Arg
Ala
270
Lys
Pro
Cys
Thr
Lys
350
Pro
Leu
Phe
Tyr
Arg
430
Gly
Ala
Ile

Ash

val
510

Ala
Thr
175
ser
Ile
Leu
Arg
Asn
255
Lys
Phe
Glu
Asn
Asn
335
Gln
Pro
Leu
Arg
Lys
415
Ala
Ala
Ala
val
Met

495

Leu

Ile
160
Asn
Thr
Arg
Asn
Glu
240
Ile
Trp
Arg
Ile
Thr
320
Gly
Ile
Ile
Thr
Pro
400
Tyr
LyS
val
ser
Gln
480

Leu

Ala



ES 2632723 T3

Leu Glu Arg Tyr Leu Arg Asp GIn GIn Leu Met Gly Ile Trp Gly Cys
515 520 525

Ser Gly Lys Leu Ile Cys Thr Thr ser val Pro Trp Asn val Ser Trp
530 535 540

Ser Asn Lys Ser val Asp Asp Ile Trp Asn Asn Met Thr Trp Met Glu
545 550 555 560

Trp Glu Arg Glu Ile Asp Asn Tyr Thr Asp Tyr Ile Tyr Asp Leu Leu
565 570 575

Glu Lys Ser GIn Thr GIn G1n Glu Lys Asn Glu Lys Glu Leu Leu Glu
580 585 590

Leu Asp Lys Trp Ala Ser Leu Trp Asn Trp Phe Asp Ile Thr Asn Trp
595 600 605

p Tyr Ile Arg Leu Phe Ile Met Ile val Gly Gly Leu Ile Gly

Leu Tr
610 615 620

Leu Arg Ile val Phe Ala val Leu Ser Ile val Ash Arg val Arg Gln
625 630 635 640

Gly Tyr Ser Pro Leu Ser Phe Gln Thr Leu Leu Pro Ala Ser Arg Gly
645 650 655

Pro Asp Arg Pro Glu Gly Thr clu Glu Glu Gly Gly Glu Arg Asp Arg
660 665 670

Asp Arg Ser Gly Pro Ser val Asn Gly Ser Leu Ala Leu Ile Trp Asp
675 680 685

Asp Leu Arg Ser Leu Cys Leu Phe Ser Tyr His Arg Leu Arg Asp Leu
690 695 700

Leu Leu Ile val Thr Arg ITe val Glu Leu Leu Gly Arg Arg Gly Trp
705 710 715 720

Glu Ala Leu Lys Tyr Trp Trp Asn Leu Leu Gln Tyr Trp Ser Gln Glu
725 730 735

Leu Lys Asn Ser Ala val Ser Leu Leu GIn Tyr Gly Trp Ser Tyr Phe
740 745 750

His Glu Ala val Gln Ala val Trp Arg Ser Ala Thr Glu Thr Leu Ala
755 760 765

Gly Ala Trp Gly Asp Leu Trp Glu Thr Leu Arg Arg Gly Gly Arg Trp
770 775 780

ITe Leu Ala ITe Pro Arg Arg Ile Arg Gln Gly Leu Glu Leu Thr Leu
785 790 795 800

Leu

<210> 36

<211> 1807
<212> ADN
<213> HIV-1

<400> 36

atgagagtga aggagaaata tcagcacttg tggagatggg ggtggagatg gggcaccatg 60
ctccttggga tgttgatgat ctgtagtgct acagaaaaat tgtgggtcac agtctattat 120
ggggtacctg tgtggagaga agcaaccacc actctatttt gtgcatcaga tgctaaagcc 180

69



tatgatacag
ccacaagaag
gtagatcaga
aaattaaccc
ccaaaggtat
ctaaagtgta
caatgtacac
gcagaagaag
gtacagctaa
ttggataaat
aataacactt
gcctttaatce
ggggaatttt
gggacaaatg
ataaatatgt
agatgttcat
actgagactg
ttatataaat
agaagaacag
ttgggagcag
ctattattgt
cagaatatgt
ctggaaagat
atttgcacca
tggaataaca
tatgacttac
ttggataaat
agataat

<210> 37
<211> 601
<212> PRT
<213> HIV-1

<400> 37

Met Arg
1

Trp Gly
Lys Leu

Thr
50

Thr

val
65

His
Pro GIn
Lys Asn
Asp Glu

AsSh
130

Leu

Phe Gln

145

Leu Lys

aggtacataa
tagtattggg
tgcatgagga
cactctgtat
cctttcagcec
acaataagac
atggaattag
acatagtaat
atgaatctgt
gggcaagtgc
tacaacagat
aatcctcagg
tctactgtaa
gcactgaagg
ggcagaaagt
caaatattac
agatcttcag
ataaagtagt
tgcaaagaga
caggaagcac
ctggtatagt
tgcgactcac
acctaaggga
cttctgtgcec
tgacctggat
ttgaaaaatc
gggcaagttt

val Lys

Thr Met

20
Trp val
35

Thr Leu

Asn val

Glu val

Glu

5
Leu
Thr
Phe
Trp

val

ES 2632723 T3

tgtttgggcc
aaatgtgaca
tataatcagt
tactttaaat
aattcccata
attcaatgga
gccagtggtg
tagatctgaa
agtaattaat
tgcaagacaa
agttataaaa
aggggaccca
tacagcacaa
aaatgacata
aggaaaagca
agggctgcta
acctggagga
aagaattgaa
aaaaagagca
tatgggcgca
gcagcagcag
agtctggggc
tcaacagctc
ttggaatgtt
ggagtgggaa
gcaaacccaa
gtggaattgg

Lys Tyr

Leu Gly

val Tyr

Ala
55

Thr

Cys
Ala
70

Leu Gly

85

Met
100

Asn

Ser Leu

115

Cys Asn

Pro Ile

Cys Ash

val

Lys

Thr

Pro

Asn

Asp G1n

Pro Cys

Gln

Met

TYyr

40

ser

His

Asn

Met

val

acacatgcct
gaaaatttta
ttatgggatyg
tgtaacacct
cattattgtg
tcaggaccat
tcaactcaac
gatttcacag
tgtacaagac
gcacattgta
ttaagagaaa
gaaattgtaa
ctgtttaata
atcacactcc
atgtatgccc
ctaacaagag
ggagatatga
ccaataggag
gtgggaatag
gcgtcagtga
aacaatctgc
atcaagcagc
atgggaattt
agttggagta
agagaaattyg
caagaaaaga
tttgacataa

His Leu

10

Leu Met

25

Gly val

Asp Ala

Ala Cys

Thr
90

Glu

val
His
105

Lys Leu

120

val
135

Ser

Ile His

150

Lys Thr

165

Ile

Tyr

Phe Asn

Thr GlIn

Cys val

Gly

70

gtgtacccac
acatgtggaa
aaagcctaaa
cagtcattac
tccecggetgg
gcacaaatgt
tgctgttaaa
acaatgttaa
ccaacaacaa
acattagtag
aatttaggaa
tgcacagttt
gtacttggaa
aatgcagaat
ctcccatcac
atggaggtaa
gggacaattg
tagcacccac
gagctgtgtt
cgctgacggt
tgagggctat
tccaggcaag
ggggtrgctc
ataaatctgt
acaattacac
atgaaaaaga
Caaactggct

Trp Arg Trp

ITle Cys ser

Pro val Trp

45

Ala
60

Lys Tyr

val Thr

75
Glu

Pro

Asn Phe

Asp Ile Ile

Thr Leu

125

Pro

Ala Cys Pro

140
Pro Ala
155

Gly

ser Gly Pro

agaccccaac
aaataacatg
gccatgtgta
acaggcctgt
gtttgcgata
cagcacagta
tggcagtcta
aaccataata
tgctgcagaa
agcaaaatgg
taaaacaata
taattgtgga
tgttgctgga
aaaacaaatt
aggacaaatt
tagtactgag
gagaagtgaa
cagggcaaag
ccttgggttc
acaggccagg
tgaggcgcaa
agtcctgygct
tggaaaactc
ggatgatatt
agactatata
attattggaa
gtggtatata

Gly Trp

15
Ala Thr
30

Arg Glu

Asp Thr

Asp Pro

240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
300
960
1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620
1680
1740
1800
1807

Arg

Glu

aAla

Glu

Asn

80

Met
85

Asn

Ser Leu

110

Cys val

Lys val

Phe Ala

Trp

Trp

Thr

Ser

Ile

160

Thr
175

Cys

Asn



val

Ser
Glu
225

Leu

Arg

Asp
Tyr
305
Gly
Ile
Ala
Leu
Ile
385
Leu
Thr
Ile
Gly
Gly
465
GlIn
Arg

Ile

Asn

ser
Leu
Glu
210
ser
Asp
Ala
Lys
Pro
290
Cys
Thr
Lys
Pro
Leu
370
Phe
Tyr
Arg
Gly
Ala
450
Ile
Asn
val

Trp

val
530

Thr
Leu
195
Asp
val
Lys
Lys
Phe
275
Glu
Asn
Asn
Gln
Pro
355
Leu
Arg
Lys
Ala
Ala
435
Ala
val
Met
Leu
Gly

515

Ser

Thr Trp Met

545

Tyr Asp Leu

Glu Leu Leu

Ile Thr Asn

595

val
180
Leu
Phe
val
Trp
Trp
260
Arg
Ile
Thr
Gly
Ile
340
Ile
Thr
Pro
Tyr
Lys
420
val
ser
Gln
Leu
Ala
500
Cys
Trp
Glu
Leu
Glu

580

Trp

Gln
Asn
Thr
Ile
Ala
245
Asn
Ash
val
Ala
Thr
325
Ile
Thr
Arg
Gly
Lys
405
Arg
Phe
val
Gln
Arg
485
Leu
Ser
ser
Trp
Glu

565

Leu

Leu

ES 2632723 T3

cys
Gly
ASp
Asn
230
ser
Asn
Lys
Met
Gln
310
Glu
Asn
Gly
Asp
Gly
390
val
Arg
Leu
Thr
Gln
470
Leu
Glu
Gly
AsSn
Glu
550
Lys

Asp

Trp

Thr
ser
Ash
215
Cys
Ala
Thr
Thr
His
295
Leu
Gly
Met
Gln
Gly
375
Gly
val
Thr
Gly
Leu
455
ASN
Thr
Arg
Lys
Lys
535
Arg
Ser

Lys

TY"r

His
Leu
200
val
Thr
Ala
Leu
Ile
280
Ser
Phe
Asn
Trp
Ile
360
Gly
ASp
Arg
val
Phe
440
Thr
ASh
val
Tyr
Leu
520
ser
Glu
Gln

Trp

Ile
600

Gly
185
Ala
Lys
Arg
Arg
GlIn
205
Ala
Phe
AsSn
ASD
Gln
345
Arg
Asnh
Met
Ile
Gln
425
Leu
val
Leu
Trp
Leu
505
Ile
val
Ile

Thr

Ala
585

Arg

71

Ile
Glu
Thr
Pro
Gln
250
Gln
Phe
Ash
ser
Ile
330
LysS
Cys
Ser
Arg
Glu
410
Arg
Gly
Gln
Leu
Gly
490
Arg
Cys
Asp
AsSp
Gln

570

Ser

Arg
Glu
Ile
Ash
235
Ala
Ile
Asnh
Cys
Thr
315
Ile
val

Ser
Thr
AsSp
395
Pro
Glu
Ala
Ala
Arg
475
Ile
Asp
Thr
Asp
Asn
555

Gln

Leu

Pro
Asp
Ile
220
Asn
His
val
Gln
Gly
300
Trp
Thr
Gly
Ser
Glu
380
Ash
Ile
Lys
Ala
Arg
460
Ala
Lys
Gln
Thr
Ile
540
Tyr

Glu

Trp

val val Ser Thr
190

Ile val Ile Arg
205

val GIn Leu Asn
Asn Ala Ala Glu
240

Cys Asn Ile ser
255

ITe Lys Leu Arg
270

ser Ser Gly Gly
285

Gly Glu Phe Phe
Asn val Ala Gly
320

Leu Gln Cys Arg
335

Lys Ala Met Tyr
350

Asn Ile Thr Gly
365

Thr Glu Thr Glu
Trp Arg Ser Glu
400

Gly val Ala Pro
415

Arg Ala val Gly
430

Gly ser Thr Met
445

Leu Leu Leu Ser
Ile Glu Ala Gln
480

GIn Leu GIn Ala
495

Gln Leu Met Gly
510

Ser val Pro Trp
525

Trp Asn Asn Met

Thr Asp Tyr Ile

560

Lys Asn Glu Lys
575

Asn Trp Phe Asp
590



10

15

<210> 38

<211> 2370
<212> ADN
<213> HIV-1

<400> 38

atgagagtga
ctccttggga
ggggtacctyg
tatgatacag
ccacaagaag
gtagatcaga
aaattaaccc
ccaaaggtat
ctaaagtgta
caatgtacac
gcagaagaag
gtacagctaa
ttggataaat
aataacactt
gcctttaatc
ggggaatttt
gggacaaatyg
ataaatatgt
agatgttcat
actgagactyg
ttatataaat
agaagaacag
ttgggagcag
ctattattgt
cagaatatgt
ctggaaagat
atttgcacca
tggaataaca
tatgacttac
ttggataaat
agattattca
tctatagtaa
gcctcgaggyg
gacagatccg
ctgtgcctct
gaacttctagg
tggagtcagyg
catgaggcgg
gacttatggg
agacaagggc

<210> 39
<211>789
<212> PRT
<213> HIV-1

<400> 39

aggagaaata
tgttgatgat
tgtggagaga
aggtacataa
tagtattggg
tgcatgagga
cactctgtgt
cctttcagec
acaataagac
atggaattag
acatagtaat
atgaatctgt
gggcaagtgc
tacaacagat
aatcctcagg
tctactgtaa
gcactgaagg
ggcagaaa gt
caaatattac
agatcttcag
ataaagtagt
tgcaaagaga
caggaagcac
ctggtatagt
tgcgactcac
acctaaggga
cttctgtgcec
tgacctggat
ttgaaaaatc
gggcaagttt
taatgatagt
atagagttag
gacccgacag
gtccatcagt
tcagctacca
gacgcaggyg
aactaaagaa
tccaggccgt
agactcttag
ttgagctcac

ES 2632723 T3

tcagcacttg
ctgtagtgct
agcaaccacc
tgtttgggcc
aaatgtgaca
tataatcagt
tactttaaat
aattcccata
attcaatgga
gccagtggtyg
tagatctgaa
agtaattaat
tgcaagacaa
agttataaaa
aggggaccca
tacagcacaa
aaatgacata
aggaaaagca
agggctygcta
acctggagga
aagaattgaa
aaaaagagca
tatgggcgca
gcagcagcag
agtctggggc
tcaacagctc
ttggaatgtt
ggagtgggaa
gcaaacccaa
gtggaattgg
aggaggcttg
gcagggatat
gcccgaagga
gaacggatcc
ccgcttgaga
gtgggaagcc
tagtgctgtt
ctggagatct
gagaggtgga
tctcttgtoa

tggagatggg
acagaaaaat
actctatttt
acacatgcct
gaaaatttta
ttatgggatg
tgtaacacct
cattattgtyg
tcaggaccat
tcaactcaac
gatttcacag
tgtacaagac
gcacattgta
ttaagagaaa
gaaattgtaa
ctgtttaata
atcacactcc
atgtatgccc
ctaacaagag
ggagatatga
ccaataggag
gtgggaatag
gcgtcagtga
aacaatctgc
atcaagcagc
atgggaattt
agttggagta
agagaaattyg
caagaaaaga
tttgacataa
ataggtttaa
tcaccattat
acagaagaag
ttggcactta
gacttactct
ctcaaatatt
agcttgctac
gcgacagaga
agatggatac

ggtggagato
tgtyggtcac
gtgcatcaga
gtgtacccac
acatgtggaa
aaagcctaaa
cagtcattac
tcccggetgg
gcacaaatgt
tgctgttaaa
acaatgttaa
ccaacaacaa
acattagtag
aatttaggaa
tgcacagttt
gtacttggaa
aatgcagaat
ctcccatcac
atggaggtaa
gggacaattg
tagcacccac
gagctgtgtt
cgctgacggt
tgagggctat
tccaggcaag
ggggttgctc
ataaatctgt
acaattacac
atgaaaaaga
caaactggct
gaatagtttt
cgtttcagac
aaggtggaga
tctgggacga
tgattgtaac
agtggaatct
aatatgggtg
ctcttgcggg
tcgcaatcecc

gggcaccatg
agtctattat
tgctaaagcc
agaccccaac
aaataacatg
gccatgtgta
acaggcctgt
gtttgcgata
cagcacagta
tggcagtcta
aaccataata
tgctgcagaa
agcaaaatgg
taaaacaata
taattgtgga
tgttgctgga
aaaacaaatt
aggacaaatt
tagtactgag
gagaagtgaa
cagggcaaag
ccttgggttc
acaggccagg
tgaggcgcaa
agtcctggct
tggaaaactc
ggatgatatt
agactatata
attattggaa
gtggtatata
tgctgtactt
cctcctecca
gagagacaga
tctgecggagce
gaggattgtg
cctacagtat
gagctatttc
cgcgtgggga
caggaggatt

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
900
960
1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620
1680
1740
1800
1860
1920
1980
2040
2100
2160
2220
2280
2340
2370

Met Arg val Lys Glu Lys Tyr Gln His Leu Trp Arg Trp Gly Trp Arg

72



Trp
LysS
Thr
val

65
Pro
Lys
Asp
Leu
Phe
145

Leu

val

ser
Glu
225
Leu
Arg
Glu
ASp
Tyr
305
Gly
Ile

Ala

Leu

Gly
Leu
Thr

50
His
Gln
Asn
Glu
Asn
130
Gln
Lys
ser
Leu
Glu
210
sar
Asp
Ala
Lys
Pro
290
Cys
Thr
LYyS

Pra

Leu

Thr
Trp

35
Thr
Asn
Glu
Asn
Ser
115
Cys
Pro
Cys
Thr
Leu
195
Asp
val
Lys
LysS
Phe
275
Glu
Asn
Asn
Gln
Pro

355

Leu

Met

20
va’l
Leu
val
val
Met
100
Leu
Asn
Ile
Asn
va’l
180
Leu
Phe
val
Trp
Trp
260
Arg
Ile
Thr
Gly
Ile
340

Ile

Thr

Leu
Thr
Phe
Trp
val

85
val
Lys
Thr
Pro
Asn
165
Gln
Ash
Thr
Ile
Ala
245
Ash
Asn
val
Ala
Thr
325
Ile

Thr

Arg

ES 2632723 T3

Leu
val
Cys
Ala

70
Leu
ASp
Pro
ser
Ile
150
Lys
Cys
Gly
ASp
ASh
230
ser
Ash
Lys
Met
Gln
310
Glu
Asn

Gly

ASp

Gly
Tyr
Ala

55
Thr
Gly
Gln
Cys
val
135
His
Thr
Thr
ser
Ash
215
Cys
Ala
Thr
Thr
His
295
Leu
Gly
Met

Gln

Gly

Met
Tyr

40
ser
His
Ash
Met
val
120
Ile
Tyr
Phe
His
Leu
200
val
Thr
Ala
Leu
Ile
280
ser
Phe
Ash
Trp
Ile

360
Gly

Leu

25
Gly
ASp
Ala
val
His
105
Lys
Thr
Cys
Asn
Gly
185
Ala
LyS
Arg
Arg
Gln
265
Ala
Phe
AsSnh
Asp
Gln
345

Arg

Asn

73

10

Met
val
Ala
Cys
Thr

90
Glu
Leu
Gln
val
Gly
170
Ile
Glu
Thr
Pro
Gln
250
Gln
Phe
Asn
ser
Ile
330
LysS

Cys

ser

Ile
Pro
Lys
val

75
Glu
Asp
Thr
Ala
Pro
155
ser
Arg
Glu
Ile
Ash
235
Ala
Ile
Asn
Cys
Thr
15
Ile
val

Ser

Thr

Cys
val
Ala

60
Pro
Ash
Ile
Pro
Cys
140
Ala
Gly
Pro
Asp
Ile
220
Ash
His
val
Gln
Gly
300
Trp
Thr
Gly

ser

Glu

Ser
Trp

45
Tyr
Thr
Phe
Ile
Leu
125
Pro
Gly
Pro
val
Ile
205
val
Asn
Cys
Ile
Ser
285
Gly
Asn
Leu
LYysS
Asn

365
Thr

Ala

30
Arg
Asp
Asp
Asn
Ser
110
Cys
Lys
Phe
Cys
val
190
val
Gln
Ala
Asn
Lys
270
Ser
Glu
val
G1n
Ala
350

Ile

Glu

15

Thr
Glu
Thr
Pro
Met

95
Leu
val
val
Ala
Thr
175

s5er

Ile

Phe
Ala
Cys
335
Met

Thr

Thr

Glu
Ala
Glu
Asn

80
Trp
Trp
Thr
Ser
Ile
160
Asn
Thr
Arg
Asn
Glu
240
ser
Arg
Gly
Phe
Gly
320
Arg
Tyr

Gly

Glu
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370 375 380

Ile pPhe Arg Pro Gly Gly Gly Asp Met Arg Asp Asn Trp Arg Ser Glu
385 390 395 400

Leu Tyr Lys Tyr Lys val val Arg Tle Glu Pro TIle Gly val Ala Pro
405 410 415

Thr Arg Ala Arg Arg Thr val GIn Arg Glu Lys Arg Ala val Gly

Lys
420 425 430

Ile Gly Ala val Phe Leu Gly Phe Leu Gly Ala Ala Gly Ser Thr Met
435 440 445

Gly Ala Ala Ser val Thr Leu Thr val Gglnh Ala Arg Leu Leu Leu Ser
450 455 460

Gly I1e val Gln GIn Gln Asn Asn Leu Leu Arg Ala Ile Glu Ala GlIn
465 470 475 480

Gln Asn Met Leu Arg Leu Thr val Trp Gly Ile Lys Gln Leu Gln Ala
485 490 495

Arg val Leu Ala Leu Glu Arg Tyr Leu Arg Asp GIn Gln Leu Met Gly
500 505 510

Ile Trp Gly Cys Ser Gly Lys Leu Ile Cys Thr Thr Ser val Pro Trp
515 520 525

Asn val Ser Trp Ser Asn Lys Ser val Asp Asp Ile Trp Asn Asn Met
530 535 540

Thr Trp Met Glu Trp Glu Arg Glu Ile Asp Asn Tyr Thr Asp Tyr Ile
545 550 555 560

Tyr Asp Leu Leu Glu Lys Ser Glh Thr GIn GIn Glu Lys Asn Glu Lys
565 570 575

Glu Leu Leu Glu Leu Asp Lys Trp Ala Ser Leu Trp Ash Trp Phe Asp
580 585 590

Ile Thr Asn Trp Leu Trp Tyr Ile Arg Leu Phe ITe Met Ile val Gly
595 600 605

Gly Leu ITe Gly Leu Arg Ile val Phe Ala val Leu Ser Ile val Asn
610 615 620

Arg val Arg GIn Gly Tyr Ser Pro Leu Ser Phe Gln Thr Leu Leu Pro
625 630 635 640

Ala Ser Arg Gly Pro Asp Arg Pro Glu Gly Thr 6lu Glu Glu Gly Gly
645 650 655

Glu Arg Asp Arg Asp Arg Ser Gly Pro Ser val Asn Gly Ser Leu Ala
660 665 670

Leu ITe Trp Asp ASp Leu Arg Ser Leu Cys Leu Phe Ser Tyr His Arg
675 680 685

Leu Arg Asp Leu Leu Leu Ile val Thr Arg Ile val GIu Leu Leu Gly
690 695 700

Arg Arg Gly Trp Glu Ala Leu Lys Tyr Trp Trp Asn Leu Leu Gln Tyr
705 710 715 720

Trp Ser Gln Glu Leu Lys Asn Ser Ala val Ser Leu Leu Gln Tyr Gly
725 730 735

Trp Ser Tyr Phe His Glu Ala val Gln Ala val Trp Arg Ser Ala Thr
740 745 750

Glu Thr Leu Ala Gly Ala Trp Gly Asp Leu Trp Glu Thr Leu Arg Arg
755 760 765

Gly Gly Arg Trp Ile Leu Ala Ile Pro Arg Arg Ile Arg GIn Gly Leu
770 775 780

Glu Leu Thr Leu Leu
785
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<210> 40

<211> 1092
<212> ADN
<213> HIV-1

<400> 40

atgggegecc
ctgcgececy
ctggagcgct
ctgggccagce
accgtggcca
ctggagaaga
gacaccggca
cagatggtgc
gagaaggcct
ccccaggacc
ctgaaggaga
ggccccatcyg
agcaccctygc
atctacaagc
agcatcctgg
tacaagaccc
ctgctyggtgc
gccaccctgg
cgcgtgctgt

<210> 41
<211> 363
<212> PRT
<213> HIV-1

<400> 41

Met Gly

Glu Lys

His Ile

Gly Leu

50

Gln
65

Pro
Thr val
Thr

Lys

LYS Lys

gcgecagegt
gcggcaagaa
tcgccgtgaa
tgcagcccag
ccctgtactyg
tcgaggagga
acagcagcca
accaggeceat
tcagcceccga
tgaacaccat
ccatcaacga
ccecececggceca
aggagcagat
gctggatcat
acatccgcca
tgcgggccga
agaacgccaa
aggagatgat
aa

Ala Arg

Ile Arg

20

val
35

Leu Glu

Ser Leu

Ala Thr

Leu
Trp Ala
Thr
Gln

Leu
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gctgagcggc
gaagtacaag
cceeggectyd
cctgcagacc
cgtgcaccag
gcagaacaag
agtgagccag
cagceeecyc
ggtgatcccc
gctgaacacc
ggaggccgcec
gatgcgcgag
cggctggatg
cctgggcctg
gggccccaag
gcaggccagce
ccececgactgce
gaccgectgce

Ser val
Arg Pro
Ser Arg
Glu

55
Gly

ser

Thr
70

Tyr Cys

85

Ala
100

Glu

Ala Gln
115

Leu

Gln

Glu Lys

Leu
Gly
Glu

40
Gly
Ser

val

Ile

ggcgagctygyg
ctgaagcaca
ctggagacca
ggcagcgagy
cgcatcgagg
agcaagaaga
aactacccca
accctgaacy
atgttcagcg
gtgggcggcec
gagtgggacc
cceccgeggca
accaacaacc
aacaagatcg
gagcccttec
caggaggtga
aagaccatcc
cagggcgtgyg

Gly
10

ser
Gly Lys
Leu Glu
Cys Arg
Glu Glu

Gln
90

His

Glu Glu

105

Ala Ala Ala Asp Thr

120

75

accgctggga
tcgtgtgggce
dcgagyggctg
agctgcgcag
tgaaggacac
aggcccagca
tcgtgcagaa
cctgggtgaa
ccctgagega
accaggccgce
gcctgcaccc
gcgacatcgc
ccectatecce
tgcgcatgta
gcgactacgt
agaactggat
tgaaggccct
gcggececgyg

Gly Glu Leu

Lys Lys Tyr

Ala
45

Arg Phe

Ile
60

Gln Leu

Leu Ser

75

Arg

Arg TIle Glu

Glu Gln Asn

Gly Ash ser

125

gaagatccgc
cagccgcgag
ccgecagate
cctgtacaac
caaggaggcc
ggccgecgec
cctgcagggce
ggtggtgdag
gggcgecacc
catgcagatg
cgtgcacgec
cggcaccacg
cgtgggcgag
cagccccacg
ggaccgcttc
gaccgagacc
gggcccoyec
ccacaaggcc

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
900
960
1020
1080
1092

ASp Arg Trp

Lys Leu

30

val Asn

Gly Gln

Leu Tyr

Lys

Pro

Leu

Asn

80

val Lys

95
Lys ser
110

ser Gln

Asp

LysS

val
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ser Gln
130

Gln Ala
145

Glu Lys
Glu Gly
Gly His
Ala Ala

210

Pro Gly
225

ser Thr
Pro val
Ile val
Pro Lys

290
Arg Ala
305
Leu Leu

Leu Gly

val Gly

<210> 42
<211> 309
<212> ADN
<213> HIV-1

<400> 42

atggagccag
gcttgtacca
aaagccttag
aacagtcaga
ccgacaggcec
catcagtga

<210> 43
<211> 102
<212> PRT
<213> HIV-1

Asnh
Ile
Ala
Ala
GlIn
195
Glu
Gln
Leu
Gly
Arg
275
Glu
Glu
val

Pro

Gly

Tyr
Ser
Phe
Thr
180
Ala
Trp
Met
Gln
Glu
260
Met
Pro
Gln
Gln
Ala

340

Pro

Pro
Pro
ser
165
Pro
Ala
Asp
Arg
Glu
245
Ile
Tyr
Phe
Ala
Asn
325

Ala

Gly

tagatcctag
attgctattg
gcatctecta
ctcatcaagc
cgaaggaaca
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Ile
Arg
150

Pro

Met
Arg
Glu
230
Gln
Tyr
ser
Arg
Ser
310
Ala

Thr

His

actagagccc
taaaaagtgt
tggcaggaag
ttctctatca
gaagaagaag

val
135
Thr
Glu
Asp
Gln
Leu
215
Pro
Ile
Lys
Pro
ASp
295
G1n
Asn

Leu

Lys

GIn
Leu
val
Leu
Met
200
His
Arg
Gly
Arg
Thr

280

TYyr

Pro
Glu

Ala
360

Ash
Ash
Ile
Asn
185
Leu
Pro
Gly
Trp
Trp
265
ser
val
val
Asp
Glu

345

Arg

76

Leu
Ala
Pro
170
Thr
Lys
val
ser
Met
250
Ile
Ile
ASp
Lys
Cys
330

Met

val

tggaagcatc
tgctttcatt
aagcggagac
aagcagccct
gtggagagag

Gln
Trp
155
Met
Met
Glu
His
Asp
235
Thr
Ile
Leu
Arg
Asn
315
Lys

Met

Leu

Gly
140
val
Phe
Leu
Thr
Ala
220
Ile
Asn
Leu
Asp
Phe
300
Trp

Thr

Thr

Gln
Lys
Ser
Ash
Ile
205
Gly
Ala
Asn
Gly
Ile
285
Tyr
Met

Ile

Ala

cagggagtaa
gccaagtttg
agcgacgaag
cctcccagec
agacagagac

Met val His
val val Glu
160

Ala Leu Ser
175

Thr val Gly
190

Asn GIu Glu
Pro Ile Ala

Gly Thr Thr
240

Pro Pro Ile
255

Leu Ash Lys
270

Arg Gln Gly
Lys Thr Leu

Thr Glu Thr
320

Leu Lys Ala
335

Cys Gln Gly
350

gcctaaaact 60
tttcacaaca 120
agctcatcag 180
tcgaggggac 240
agatccggtc 300

309
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Met Glu Pro val Asp Pro Arg Leu Glu Pro Trp Lys His Pra Gly Ser

Thr ala

20

val

Arg

Ser

Pro

val
100

5

Cys

Arg

Leu

Lys

85

His

Cys

Phe

Ser
70

Glu

Gln

Thr Asn Cys
25

Thr Thr Lys
40

Arg Arg Arg
55
Lys Gln Pro

GIn Lys Lys

77

10

Tyr

Ala

Ala

Ser

Lys

Cys
Leu
His
ser

75

val

Lys Lys

Gly Ile
45

Glnh Ash
60

Gln Pra

Glu Arg

15

Cys Cys Phe
30

ser Tyr Gly
ser Gln Thr

Arg Gly Asp
80

Glu Thr Glu
95
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REIVINDICACIONES

1. Virus recombinante del sarampion que expresa una secuencia heterdloga de aminoacidos de un antigeno de un
flavivirus determinado, siendo dicho virus recombinante del sarampién el producto de la expresion de una secuencia
de nucledtidos recombinante que comprende una molécula de ADNc que codifica el ARN (+) antigenémico de
longitud completa del virus del sarampidn que se origina de la cepa Schwarz, en el que dicha molécula de ADNc
comprende el inserto contenido en el plasmido pTM-MVSchw depositado con el N° |-2889 en el CNCM el 12 de junio
de 2002, en el que dicho inserto codifica la secuencia de nucleétidos de la hebra de ARN antigenémico (+) de
longitud completa del virus del sarampion y se recombina con una secuencia heteréloga de nucleétidos que codifica
dicha secuencia heteréloga de aminoacidos de dicho antigeno de dicho flavivirus determinado en un sitio de
insercion de dicho ADNc en la regidn en la direccion 5' del gen L de dicho ADNc bajo el control de la secuencia de
control de la expresion, y dicho virus recombinante del sarampién provoca una respuesta inmune humoral y/o celular
protectora contra dicho flavivirus determinado o contra tanto el virus del sarampiéon como contra dicho flavivirus
determinado.

2. Virus recombinante del sarampién de acuerdo con la reivindicacién 1, que es rescatado de células auxiliares
transfectadas con una secuencia de nucleétidos recombinante que comprende ADNc que codifica la secuencia de
nucledtidos del ARN antigendmico (+) de longitud completa del virus del sarampion, estando dicho ADNc
recombinado con una secuencia de nucleétidos que codifica dicha secuencia heteréloga de aminoacidos flaviviral, y
cumpliendo dicha secuencia de nucleétidos recombinante la regla de seis.

3. Virus recombinante del sarampién de acuerdo con la reivindicacién 1 o 2, en el que la secuencia de nucleétidos
recombinante es del inserto contenido en el plasmido pTM-MVSchw2-gfp depositado el 12 de junio de 2002 con I-
2890 (CNCM), en el que la secuencia del gen gfp esta sustituida por una secuencia que codifica dicha secuencia
heteréloga de aminoacidos determinada de dicho antigeno de dicho flavivirus.

4. Virus recombinante del sarampion de acuerdo con la reivindicacion 1 o 2, en el que la molécula de ADNc se
selecciona entre las siguientes secuencias:

- secuencia de nucleétidos que se extiende desde el nucleétido 83 hasta el nucledtido 15977 de SEQ ID NO:16;
- secuencia de nucleétidos que se extiende desde el nucleétido 29 hasta el nucleétido 15977 de SEQ ID NO:16;
- secuencia de nucleétidos que se extiende desde el nucledtido 29 hasta el nucleédtido 16202 de SEQ ID NO:16;
- secuencia de nucleétidos que se extiende desde el nucleétido 26 hasta el nucleétido 15977 de SEQ ID NO:16;
- secuencia de nucledtidos que se extiende desde el nucledtido 26 hasta el nucleétido 16202 de SEQ ID NO:16;

- secuencia de nucleétidos que se extiende desde el nucledtido 9 hasta el nucledtido 15977 de of SEQ ID NO:16;
y

- secuencia de nucleétidos que se extiende desde el nucledtido 9 hasta el nucleétido 16202 de SEQ ID NO:16.

5. Vector de virus recombinante del sarampién que comprende un replicon que comprende (i) una molécula de ADNc
que codifica el ARN antigendmico (+) de longitud completa de un virus del sarampion operativamente unido a (ii)
secuencias de control de la expresion y (iii) una secuencia heteréloga de ADN que codifica una secuencia heteréloga
de aminoacidos, estando dicha secuencia heteréloga de ADN clonada en dicho replicon en condiciones que
permiten su expresion y teniendo dicho replicon un nimero total de nucleétidos que cumple la regla del seis, en el
que dicha molécula de ADNc comprende una molécula de ADNc que codifica el ARN antigenémico (+) de longitud
completa del virus del sarampion que se origina de la cepa Schwarz recombinada con una molécula de ADNc que
codifica una secuencia heteréloga de aminoacidos, y en el que dicho vector de virus recombinante del sarampion es
preferentemente un plasmido y el ADNc que codifica el ARN antigenémico (+) de longitud completa del virus del
sarampion y la secuencia de control de la expresiéon son de pTM-MVSchw depositado en el CNCM con el N° 1-2889.

6. Vector de virus recombinante del sarampion de acuerdo con la reivindicacion 5, en el que la secuencia heteréloga
de ADN se clona dentro de una Unidad de Transcripcion Adicional (ATU) insertada en el ADNc correspondiente al
ARN antigenémico de virus del sarampién, y en el que el sitio de clonacion de la ATU se elige preferentemente:

- en la direccién 5' del gen N del virus del sarampién, o
- entre los genes P y M del virus del sarampién, o
- entre los genes H y L del virus del sarampion.

7. Vector de virus recombinante del sarampién de acuerdo con la reivindicacion 5 o 6, en el que la secuencia
heteréloga de ADN esta bajo el control de la secuencia de control de la expresion elegida de forma que dicha
secuencia heterdloga se exprese o no se exprese como una proteina de fusion con una de las proteinas del virus del
sarampion.
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8. Vector de virus recombinante del sarampién de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 5 a 7, que
expresa epitopes que provocan anticuerpos neutralizantes contra dicha secuencia heteréloga de aminoacidos que
es de un antigeno de un flavivirus determinado.

9. Vector de virus recombinante del sarampion de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 5 a 8, en el
que el replicén se disefia de acuerdo con el mapa de la Figura 2 en el que « inserto » representa la secuencia
heteréloga de ADN.

10. Un sistema de recuperacion para el ensamblaje de virus recombinante del sarampidon que expresa una
secuencia heteréloga de aminoacidos, que comprende una célula determinada transfectada con un vector de virus
recombinante del sarampion de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 5 a 9, y una célula auxiliar
determinada recombinada con al menos un vector adecuado para la expresion de la ARN polimerasa T7 y expresion
de las proteinas N, P y L del virus del sarampion.

11. Una composiciéon inmunogénica o una composicion de vacuna que comprende un virus recombinante del
sarampion de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 4, o un vector recombinante de acuerdo con
una cualquiera de las reivindicaciones 5 a 9.

12. Una composicién inmunogénica de acuerdo con la reivindicacion 11, que induce proteccion contra particulas tipo
virus heteroélogas o contra proteinas de premembrana y de la envoltura.

13. Una composicién inmunogénica de acuerdo con la reivindicacion 11 o 12, que provoca:
- una respuesta inmune humoral y/o celular en un modelo animal susceptible al virus del sarampién; y/o

- anticuerpos neutralizantes contra la secuencia heteréloga de aminoacidos en un modelo de animal mamifero
susceptible al virus del sarampidn; y/o

- anticuerpos neutralizantes contra la secuencia heteréloga de aminoacidos en un mamifero.
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(HIV)

Figura 3A
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Figura 7C
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Figura 13: pTM-MVSchw-sEWNV
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Figura 14: Expresic’)n de la proteina sE de WNV en sincitios inducidos por MV
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Serologia anti-MV 1 mes después de la primera inyeccion

Ititulos

ELISA MV Trinity Biotech (limitante)

dilucién del suero inmune: 1/1000

anticuerpo secundario: anti-lgG de raton

&
MV 10 > 40

MV-WN-sE 10* ——* | >20

MV-WN-sE 10° (hembras)

> 40
MV.WN-sE 10* 20
MV-WN-SE 10*(hembras) 20
0.0 0,5 1:0 1,3 21.0 25
DO
Figura 15
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gpl40HIVygy 4,
algagagtgaaggagaaatalcageactigtggagatgggggtggagatggggeaccalgeiccligggalgtigatgatctgtagtge
tacagaaaaattgigggicacagictattatggggtaccigtgtggagagaageaaccaccactctatittgigcatcagatgctaaagec
tatgatacagaggtacataatgttiggpccacacatgectgigtacccacagaccccaacccacaagaagtaglatigggaaatgtgac
agaaaattttaacatgtggaaaaataacatggtagalcagatgcatgaggalataatcagtttatgggatgaaagectaaagecaigtgta
aaattaaccccactetgtettactitaaattpcactaattt paatatcactaagaatactactaatctcactagtageagetgg e paatgatge
aggaaggagaaataaaaaattgctctttetatatcaccacaagcataagaaataaggtaaagaaagaatatgeactitttaatagacttgal
gtagtaccagtaaaaaatactagtaatactaagtataggtiaataagitgtaacacctcagtcattacacaggectgiccaaaggtatcettt
cagccaattcccatacattatigtgtecc ggetgggtitgegatactaaagtgtaacaataagacattcaatggatcaggaccatgeacaa
atgicagcacagtacaatgtacacatggaattaggccagtggtgicaactcaactgetgttaaatggcagtictageagaagaagacata
gtaatlagaictgaagatticacagacaatgitaaaaccataatagtacagctaaatgaatctgtagtaattaattgtacaagacceaacaa
caatacaagagaaaggtlatctataggaccapgggagageattttatgcaagaagaaacataataggagalataagacaageacattgta
acattagtagagcaaaatggaataacacttiacaacagalagtiataaaattaagagaaaaatttaggaataaaacaatagectttaatcaa
tcctcagpagpgpacccagaaatigtaatgeacagtittaattgtgpapgppaatttitctactgtaatacagcacaactgtitaatagtact
1ggaalgigciggagggacaaatggeacigaaggaaalgacataatcacaciccaatgeagaalaaaacaattataaatatgiggea
gaaaglaggaaaageaatgiatgecccteecatcacaggacaaattagatgticatcaaatattacagpggetgetactaacaagagatg
gaggtaatagtactgagactgagactgagatcticagacctggaggaggagatatgagggacaattgpagaagtgaattatataaatat
aaaglagtaagaattgaaccaalaggaglageacccaccagggcaaagagaagaacaglgecaaagagaaaaaagageagigggaa
taggagctgtgticettgggtictigggageageaggaageactatgggcgeagegtcagigacgetgacggtacaggecaggetart
attgtctggtatagtgcagcapgcagaacaatclgetgaggeciattgaggogcaacagaatatgtigegacicacagictggggcatea
ageagcetecaggcaagagtectgegctetggaaagatacctaagggatcaacagelcatgggaatttggggtigelctggaaaactcatt
lgcaccactictgtgeettggaalgttagitggagtaataaatctgtggatgatattiggaataacatgacct ggatggagtgggaaagag
azattgacaattacacagactatatatatgacttacttpaaaaatcgcaaacccaacaagaaaagaatgaaaaagaattattggaattgpea

laaatgggcaagtttgtggaatiggtitgacataacaaactggetgtggtatataagataa

Figura 16A
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MRVKEKYQHLWRWGWRWGTMLLGMLMICSATEKLWVTVYYGVPVWREATTTLF
CASDAKAYDTEVHNVWATHACVPTDPNPQEVVLGNVTENFNMWKNNMVDQMHE
DISLWDESLKPCVKLTPLCVTLNCTNLNITKNTTNLTSSSWGMMEEGEIKNCSFYITT
SIRNKVKKEYALFNRLDVVPVKNTSNTKYRLISCNTSVITQACPKVSFQPIPIHYCVPA
GFAILKCNNKTFNGSGPCTNVSTVQCTHGIRPYVVSTQLLLNGSLAEEDIVIRSEDFTDN
VKTIIVQLNESVVINCTRPNNNTRERLSIGPGRAFY ARRNTIGDIRQAHCNISRAKWNN
TLQQIVIKLREKFRNKTIAFNQSSGGDPEIVMHSFNCGGEFFYCNTAQLFNSTWNVAG
GTNGTEGNDIITLQCRIKQIINMWQKVGKAMY APPITGQIRCSSNITGLLLTRDGGNST
ETETEIFRPGGGDMRDNWRSELYKYKVVRIEPIGVAPTRAKRRTVQREKRAVGIGAV
FLGFLGAAGSTMGAASVTLTVQARLLLSGIVQQQNNLLRAIEAQQNMLRLTVWGIK

QLQARVLALERYLRDQQLMGIWGCSGKLICTTSVPWNVSWSNKSVDDIWNNMTWM
EWEREIDNYTDYIYDLLEKSQTQQEKNEKELLELDK WASLWNWEDITNWLWYIR

Figura 16B
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ES 2632723 T3

gpl60HI Vg g,
algagagtgaaggagaaalatcageaciglggagalgespgtagagalggpecaccatgelcctigggatgtigatgatetgtagipe
tacagaaaaattgtgggicacagictattatgggptaccigtgiggapagaagcaaccaccactctatttigtgeatcagatgctaaagee
tatgatacagaggtacataatgtitgggccacacatgeelgigtacccacagaccccaacccacaagaagiagtattpggaaatgtgac
agaaaattttaacatgiggaaaaataacatggtagatcagatgcatgaggatataatcagtttatggeatgaaagectaaagecatgigta
aaattaaccccactctgtgtiactttaaattgcactaatttgaatatcactaagaatactactaatcteactaglageagetggggaatgatge
aggaaggagaaataaaaaatigcictitctatatcaccacaageataagaaataaggtaaagaaagaalatgeactttttaatagactigat
glagraccagtaaaaaatactagtaatactaagtataggtiaataagitgtaacaccicagtcattacacaggectgiccaaaggtatccttt
cagccaallcccatacattattgtgtcecggeigggtitgegatactaaagtgtaacaataagacattcaatggatcaggaccatgeacaa
atgtcageacaglacaatgtacacatggaattagpecagiggtgtcaactcaact gctgttaantggﬁagtctagcagaa gaagacata
glaattagatctgaagatticacagacaatgttaaaaccataatagtacagctaaatgaalctgtagtaattaatigtacaagacccaacaa
caatacaagagaaaggtiatctataggaccagggagagcatttiatgcaagaagaaacataataggapatataagacaagcacatigta
acattaglagagcaaaatggaataacacttiacaacagatagttataaaattaagapaaaaatttappaataaaacaatagccittaatcaa
tcctcaggaggggacccagaaatigtaatgeacagttttaatigtggaggggaatttttctact gtaatacageacaactgtitaatagtact
1ggaatgiigctggagggacaaalggeact gaaggaaatgacataateacactccaatgeagaataaaacaaatiataaatatgtggea
gaaagtaggaaaagcaalgtatgccecteccatcacaggacaaattagatgticatcaaatattacagggctgetactaacaagagalg
gaggtaatagtactgagactgagactgagatcttcagacctggapgaggagatatgagggacaattggagaagtgaattatataaatat
aaaglagtaagaatigaaccaataggaglageacccaccagggcaaagagaagaacagigeaaagagaaaaaagageagigggaa
laggagetgigticetigggttettgggagcageaggaageactalgggegeagegicagtgacgelgacggiacaggecaggetatt
attgtciggtatagtgecagcagcagaacaalctgetgapgpctaligaggcgeaacagaatatgttgegacteacagictggggeatea
agcagclccaggcaagagicctggelctggaaagatacetaagggalcaacagetcatgggaatttggpotigetctggaaaactcatt
Igcaccactictgtgectiggaatgitagtiggaglaataaatcigiggatgatatitg gaataacat gacclgpal ggapiggeaaagag
aaatigacaattacacagactatatatatgacttacttgaaaaalcgcaaacceaacaagaaaagaatgaaaaagaattatiggaattgga
taaatggpcaagttigtggaattgpttigacataacaaactggelgtggtatataagattaticataatgatagtaggagactigataggtit
aagaalagittitgctglacttictatagtaaatagagitappcagggataticaccattatcgtiicagacccteclcccagectcgagggg
acccgacaggceccgaaggaacagaagaagaagptpgagagagapacagagacagatccgelccatcagtgaacggatectigge
acttatctgggacgateigeggagectgtgecicticagetaccaccgettgagagacttacictigattgtaacgaggattgtggaacitc
tgggacgeaggggatEEgargeceicanatatiggiggaalcicctacaglanggagicaggaaciaaagaataglgeigtiagoti
clacaatalggpiggagotatitccatgaggeggiccaggecgiciggagalctgegacagagacicligeEggegegtpgggagact
tatggpagacictiaggagaggtgpaagatpgalacicgeaatccccaggaggatiagacaagggettgageicactetetigtga

- Figura 16C
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ES 2632723 T3

MRVKEKYQHLWR WGWRWGTMLLGMLMICSATEKLWVTVYYGVPVWREATTTLF
CASDAKAYDTEVHNVWATHACVPTDPNPQEVVLGNVTENFNMWKNNMVDQMHE
DISLWDESLKPCVKLTPLCVTLNCTNLNITKNTTNLTSSS WGMMEEGEIKNCSFYITT
SIRNKVKKEYALFNRLDVVPVKNTSNTK YRLISCNTSVITQACPK VSFQPIPIHYCVPA
GFAILKCNNKTFNGSGPCTNVSTVQCTHGIRPVVSTQLLLNGSLAEEDIVIRSEDFTDN
VKTIVQLNESVVINCTRPNNNTRERLSIGPGRAFY ARRNIIGDIRQAHCNISRAK WNN
TLQQIVIKLREKFRNKTIAFNQSSGGDPEIVMHSFNCGGEFFYCNTAQLENSTWNVAG
GTNGTEGNDITLQCRIK QIINMWQKVGKAMYAPPITGQIRCSSNITGLLLTRDGGNST
ETETEIFRPGGGDMRDNWRSEL YK YKVVRIEPIGY APTRAKRRTVQREKRAVGIGAV
FLGFLGAAGSTMGAASVTLTVQARLLLSGIVQQQNNLLRAIEAQONMLRLTVWGIK
QLQARVLALERYLRDQQLMGIWGCSGKLICTTS VPWNVSWSNKSVDDIWNNMTWM
EWEREIDNY TDYTYDLLEKSQTQQEKNEKELLELDKWASLWNWFDITNWLWYIRLFI
MIVGGLIGLRIVFAVLSIVNRVRQGYSPLSFQTLLPASRGPDRPEGTEEEGGERDRDRS
GPSVNGSLALIWDDLRSLCLFSYHRLRDLLLIVTRIVELLGRRGWEALKYWWNLLQY
WSQELKNSAVSLLQYGWSYFHEAVQAVWRSATETLAGAWGDLWETLRRGGRWIL
ATPRRIRQGLELTLL

Figura 16D
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gp140V 34\
atgagaptgaaggagaaatatcageactigtggagatggeeptpeagatggpocaccatgeteccttgggat gttgatgaictgtagtsc
" tacagaaaaafigtgggtcacagictattatggpgtaccigtgtggagagaageaaccaccactctatttigigeatcagatgetaaagec
tatgatacagaggtacataatgtttgggccacacatgectgigtacccacagaccccaacccacaagaagtaplattgggaaatptgac
agaaaattttaacatgtggaaaaataacatggtagatcagatgcatgaggatataatcagtitatgggatgaaagectaaageealgigla
aaattaaccccacictgtgrtactttaaattgecactaatttpaatatcactaagaatactactaatctcactaglagcageiggggaatgatgeg
aggaaggapaaataaaaaattgetcttictatatcaccacaagcataagaaataapgtasagaaagaatatgcactttttaatagacttgat
gtagtaccagtaaaaaatactagtaataclaagtataggitaataagtigtaacaccteagteattacacaggcectgtccaaaggtateetit
cagccaattcecatacattatigtgteceggetgggttigegatactaaagiglaacaataagacattcaalggalcaggaccatgeacaa
algtcagcacagtacaatgtacacatggaattaggccagtggtgteaactcaactgetgitaaatggeagictagcagaagaagacata
gtaattagatctgaagatttcacagacaatgttaaaaccalaalagtacagctaaatgaatcigtagtaattaattgtacaagacecaacaa
caatgclgcagaattggataaatggpcaapgtactgcaagacaageacatigtaacattagtagageaaaatggaataacacittacaac
agatagttataaaattaagagaaaaatitaggaataaaacaatagectitaatcaatcetcaggagg ggacccagaaattgtaaigeaca
giittaattgiggaggggaattitictactglaatacagcacaactgtttaatagtacttggaalgttgetggaggracaaatgegcactgaag
gaaalgacataatcacactccaatgeagaataaaacaaattataaatatgtggcagaaagtagpgaaaageaatgtatgeeccieecatea
caggacaaatiagatgticatcaaatattacagggetgcetactaacaagagatggaggtaatagtactgagacigagactgagatcttca
gacclggaggaggagatatgagggacaattggagaagtgaattatataaatataaagtagtaagaatigaaccaataggagtageace
caccagggrasagagaagaacaglpcaaagapgaaaaaagagcagiggpaataggagetgtgticctggguctigggageageag
gaagcactatgggcecagcgicagtgacgetgacggtacaggccaggcetatiatigtctgglatagtgcagecageagaacaatctget
gaggecialtigaggcgcaacagaatatgiigegacicacagiciggggcatcaageageiccaggeaapgagiceiggetelggaaag
atacctaagggatcaacagctcatgggaatttggggttacteliggaaaactcatttgeaccacttetgtgecttggaatgtiagttggagta
ataaatctgtggatgatatttggaataacatgacctggatggagtggaaaagagaaattgacaattacacagactatatatatgacttactt
gaaaaalcgcaaacccaacaagaaaagaatgaaaaagaaltattggaatiggataaatgggeaagtitgiggaatt ggtttgacataaca
aactggeigtggtatataagataa

Figura 16E
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ES 2632723 T3

MRVKEKYQHLWR WGWRWGTMLLGMLMICSATEKLWVTVYYGVPVWREATTTLF
CASDAKAYDTEVHNVWATHACVPTDPNPQEVVLGNVTENFNMWKNNMVDQMHE
DHSLWDESLKPCVKLTPLCVTLNCTNLNITKNTTNLTSSSWGMMEEGEIKNCSFYITT
SIRNK VKKEYALFNRLDVVPVKNTSNTK YRLISCNTSVITQACPK VSFQPIPIHYCVPA
GFAILKCNNKTFNGSGPCTNVSTVQCTHGIRPVVSTQLLLNGSLAEEDIVIRSEDFTDN
VKTIIVQLNESVVINCTRPNNNAAELDKWASAARQAHCNISRAK WNNTLQQIVIKLR
EKFRNKTIAFNQSSGGDPEIVMHSFNCGGEFFYCNTAQLFNSTWNVAGGTNGTEGND
NTLQCRIKQIINMWQKVGKAMY APPITGQIRCSSNITGLLLTRDGGNSTETETEIFRPG
GGDMRDNWRSELYK YK VVRIEPIGVAPTRAKRRTVQREKRAVGIGAVFLGFLGAAG
STMGAASVTLTVQARLLLSGIVQQQNNLLRAIEAQQNMLRLTVWGIKQLQARVLAL
ERYLRDQQLMGIWGCSGKLICTTSVPWNVSWSNKSVDDIWNNMTWMEWEREIDNY
TDYIYDLLEKSQTQQEKNEKELLELDKWASLWNWEDITNWLWYIR

Figura 16F
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gp160AV3y v
atgagagtgaaggagaaalatcagcacigiggagatgggggt ggagatggggcaccalgeicctigggalgtigatgatetgtagtsc
tacagaaaaattgtgggtcacagictattatggggtacctgigtggagagaagcaaccaccacictattttgtgcatcagatgctaaagec
tatgatacagaggtacataatgtttgggccacacatgectgigtacccacagaccecaacccacaagaagtagtatigggaaat gigac
agaaaattttaacatgtggaaaaalaacalggtagatcagatgeatgaggatataatcagiitatgggatgaaagectaaageeaigigta
aaartaaccecacicrgignactitaaarigeactaatitgaatatcactaagaatactactaatcicactagiagcagerggggaaigalgg
aggaaggagaaataasaaattgctcttctalatcaccacaagcataagaaataaggtaaagaaa gaatatgcactttttaatagactigat
gtagtaccagtaaaaaatactagtaataclaagtataggttaataagttgtaacacctcagicattacacaggectgtccaaaggtatecttt
cagccaaticccatacattatigtgteccggctgggugegatactaaagtglaacaataagacaticaatggaicaggaccalgeacaa
atgtcagcacagtacaatgtacacatggaattaggecagiggigtcaacicaactgetgtiaaatggeagtctagcagaagaagacata
glaattagatcigaagatticacagacaatgtiaaaaccataatagracagetaaatgaatctgtagtaattaangtacaagacccaacaa
caatgctgcagaattggataaatgggcaagtgetgcaagacaageacattgtaacattagtagagcaaaatggaataacactttacaac
agatagttataaaattaagagaaaaatttaggaataaaacaatagectttaatcaatcctcaggaggggacceagaaattgtaatgeaca
gtittaattgtggaggggaalittictactgtaatacagcacaacigtitaatagtacttggaatgtigctggagggacaaatggractgaag
gaaatgacalaalcacactecaatgeagaataaaacaaattataaatatgtggeagaaagtaggaaaagceaatgtatgecccteccalca
caggacaaaltagatgitcatcaaatattacagggetgctactaacaagagatggaggtaatagtactgagactgagactgagatctica
- gacctggaggaggagataigaggeacaatiggagangigaatiatataaatataaagragtaagaattgaaccaataggagtageace
caccagggcaaagagaagaacagtgcaaagagaaaaaagageagtgggaataggagelgtgicctigggtictigggageageag
gaagcactatgggegeagegicagigacgelgacggtacaggecaggetattatigictgglatagtgecageageagaacaatctget
gagggclattgaggcgeaacagaatalgitgegactcacagiciggggcatcaageageiccaggeaagagiectggeiciggaaag
atacctaagggatcaacagetcatgggaattiggggtigetctggaaaactcatttgeaccactictgigectiggaat gitagtiggagta
ataaatcigtggatgalatttggaataacatgacciggatggagigggaaagagaaattgacaattacacagactatatatatgactactt
gaaaaatcgraaacccaacaagaaaagaatgaaaaagaattatiggaattgpataaatgpocaagtttgtgpaattpgtitgacataaca
aaciggetgtogiatataapattaticataatgatagtaggaggcttgataggitaagaatagtitttgetgtacttictatagtaaatagagtt
aggcaggpatattcaccattate gtitcagaceciccteccageetcgaggggaccegacaggcccgaaggaacagaagaagaagg
lggagagagagacagagacagaiceggiccatcagigaacggalccitggeacttalctgggacgatctgeggagectgtgectetic
agetaccaccgetigagagaciactottgatigtaacgaggattgiggaacttictgggacgcaggggptgggaageccicaaatattg
gtggaatctcctacagtattggagicaggaactanagaatagtgetgitagetigetacaatatggptggagctatttccatgaggeggte
caggccgictggagatcligegacagagactctigeggecgegigpggagactiatgggagaciciiaggagaggtggaagatggata
‘clcgeaatceccaggaggattagacaapggcrigageicactetettgtga

Figura 16G
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ES 2632723 T3

MRVKEKYQHLWRWGWRWGTMLLGMLMICSATEKLWVTVYYGVPVWREATTTLF
CASDAKAYDTEVHNVWATHACVPTDPNPQEVVLGNYTENFNMWKNNMVDQMHE
DIISLWDESLKPCYKLTPLCVTLNCTNLNITKNTTNLTSSSWGMMEEGEIKNCSFYITT
SIRNKVKKEYALFNRLDVVPVKNTSNTK YRLISCNTS VITQACPKVSFQPIPIHYCVPA
GFAILKCNNK TFNGS GPCTNVSTVQCTHGIRPVVSTQLLLNGSLAEEDIVIRSEDFTDN
VKTIIVQLNESVVINCTRPNNNAAELDKWASAARQAHCNISRAK WNNTLQQIVIKLR
EKFRNKTIAFNQSSGGDPEIVMHSFNCGGEFFYCNTAQLFNSTWNVAGGTNGTEGND
NTLQCRIKQIINMWQKVGKAMY APPITGQIRCSSNITGLLLTRDGGNSTETETEIFRPG
GGDMRDNWRSELYK YKVVRIEPIGVAPTRAKRRTVQREKRA VGIGAVFLGFLGAAG
STMGAASVTLTVQARLLLSGIVOQQNNLLRAIEAQQNMLRLTVWGIKQLQARVLAL
ERYLRDQQLMGIWGCSGKLICTTSVPWNVSWSNKSVDDIWNNMTWMEWEREIDNY
TDYIYDLLEKSQTQQEKNEKELLELDKWASLWNWEDITNWLWYIRLFIMIVGGLIGL
RIVFAVLSIVNR VRQGY SPLSFQTLLPASRGPDRPEGTEEEGGERDRDRSGPSVNGSLA
LIWDDLRSLCLFSYHRLRDLLLIVTRIVELLGRRGWEALKYWWNLLQYWSQELKNS
AVSLLQYGWSYFHEAVQAVWRSATETLAGAWGDLWETLRRGGRWILAIPRRIRQGL
ELTLL

Figura 16H
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gpldOyy AVIV2
atgagagigaaggagaaataicageacttgtggagatppsoptggagatggggeaccatgetccitgggatgiigargatcigtagige
lacagasaaatigigggicacagtclattaigggptacctgigtggagagaageaaccaccactctatitt gtgeatcagat getaaagee
latgatacagagglacataatgirigggccacacatgectgtgtacccacagaccccaacceacaagaagragtanigggaaatgigac
agaaaatittaacalgtggaadaalaacatggtagatcagatgeatgaggatataatcagtittatgggatgaaagectaaage utgtgta
aaaftaaccccactctgtgitactitaaattgtaacaccteagtcattacacaggccigtccaaaggtatcctticagceaattcecatacatt
atigtgtcccgocetgpgtttgegalactaaagigtaacaataagacaticaatggatcaggaccatgeacaaatgicagceacagtacaat
gtacacalggaatlaggccagiggtgtcaactcaactgetgitaaatggeagictageagaagaagacatagtaattagatctgaagatil
cacagacaatgtiaaaaccalaatagtacagclaaatgaatctgtagtaattaattgtacaagacccaacaacaatacaagagaaaggtia
Iclataggaccagggagageattitalgcaagaagaaacataataggagatataagacaagcacatigtaacattagtagagcaaaatg
gaataacactttacaacagatagttataaaattaagagaaaaatttaggaataaaacaatagectitaatcaatecicaggaggggaccea
gaaattgtaatgcacagttitaattgiggaggggaattttictactgtaatacageacaactgtitaatagtactiggaatgtigetggaggea
caaatggcactgaaggaaatgacalaatcacactccaalgcagaataaaacaaattataaatatgtggcagaaagtaggaaaageaat
gtatgeeccteccatcacaggacaaattagatgttcatcasatattacagggetgetactaacaagagatggaggtaatagtactgagac
tgapactgagatcticagacctggaggappagatatgagppacaattpgagaagtpaattatataaatataaagtagtaagaatipaac
Caataggaglagcacccaccagggeaaagagaagaacagigcaaagagaaaaaagagcagigggaataggagetgtgtcetigg
gttctigggageageaggaageactatgggegeagegteagtgacgetgacggtacaggecaggctattattgtetggtatagigeag
cagcagaacaatctgetgaggectattgaggegcaacagaatatgttgegacicacagictggegealcaageagctccaggeaaga
gtectggetctggaaagatacctaaggpatcaacagetcatgggaattiggggtigetciggaaaactcatttgeaccacttetgtgectt
Bgaatgttagtiggaptaataaatctgigpatgatattiggaataacatgacctggatggagigggaaagagaaattgacaattacacag
actatatatatgacttacttgaaaaatcgcaaacccaacaagaaaagaatgaaaaagaalttattggaattggataaatgggcaagtitgtg
Baattggttigacataacaaactggcetgtggtatataagatga

Figura 161
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ES 2632723 T3

MRVKEK YQHLWRWGWRWGTMLLGMLMICSATEKLWVTVYYGVPVWREATTTLF
CASDAKAYDTEVHNVWATHACVPTDPNPQEVVLGNVTENFNMWKNNMVDQMHE
DIISLWDESLKPCVKLTPLCVTLNCNTSVITQACPKVSFQPIPIHYCVPAGFAILKCNNK
TFNGSGPCTNVSTVQCTHGIRPVVSTQLLLNGSLAEEDIVIRSEDFTDNVK TITVQLNES
VVINCTRPNNNTRERLSIGPGRAFY ARRNIIGDIRQAHCNISRAKWNNTLQQIVIKLRE
KFRNKTIAFNQSSGGDPEIVMHSFNCGGEFFYCNTAQLFNSTWNVY AGGTNGTEGNDII
TLQCRIKQINMWQKVGKAMY APPITGQIR CSSNITGLLLTRDGGNSTETETEIFRPGG
GDMRDNWRSELYK YKV VRIEPIGVAPTRAKRRTVQREKRAVGIGAVFLGFLGAAGS
TMGAASVTLTVQARLLLSGIVQQQNNLLRAIEAQQNMLRLTVWGIKQLQARVLALE
RYLRDOQLMGIWGCSGKLICTTSVPWNVSWSNKSVDDIWNNMTWMEWEREIDNYT
DYIYDLLEKSQTQQEKNEKELLELDK WASLWNWFDITNWLWYIR

Figura 16J
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gpl60uivA VIV2
algagagtgaaggagaaatatcagcacitgtggagatggggelggagatggggcaccatgetectigggatgtigatgateigtagtge
tacagaaaaangtgggtcacagtctattatggpgtaccigtgtggagagaagcaaccaccacictatittgigeatcagatgetaaagec
tatgatacagaggtacataatgtitgggccacacatgectgtgtacccacagaccecaacccacaagaaglaglattgggaaatgtgac
agaaaattttaacatgtggaaaaataacal ggtagatcagatgcatgagglmtaatcagtttatgggatgaaagcctaaagccaigtgta
aaattaaccccactctgtgttactttaaatigtaacacctcagicattacacaggectgtccaaaggtalectticagecaattcecatacatt
altglgtcceggetgpettigegatactaaagtgtaacaataagacattcaat ggatcaggaccatgeacaaatgicagcacagtacaat
glacacatggaattaggccaglggigicaactcaactgetgitaaatggeagictagcagaagaagacatagtaattagatctgaagatit
cacagacaatgitaaaaccataatagtacagctaaatgaalctgtagtaariaangtacaagacccaacaacaatacaagagaaaggaita
tctataggaccagggagagcattttatgcaagaagaaacataataggagalataagacaagcacattgtaacattaglagagcaaaatg
gaalaacactttacaacagatagttataaaattaagagaaaaatttaggaataaaacaatagecttiaatcaatcctcaggaggggaccca
gaaattgtaatgcacagtittaattgtggaggggaatititctactgtaatacageacaactgtitaatagtactiggaatgttgetggaggga
caaatggeactgaaggaaatgacataalcacaciccaatgecagaataaaacasattataaatatgtgecagaaagtaggaaaageaat
glatgecoctcccatcacaggacaaattagatgttcatcaaatattacagggctgotactaacaagagatgpaggtaatagtactgagac
tgagactgagatcticagacctggaggaggagatatgagpgacaattggagaagtgaattatataaatataaagtagtaagaattgaac
caalaggaglagcacccaccagggcaaagagaagaacagigcaaagagaaaaaagagcagiggeaalaggagetgtgticetigg
gfictigggagcagcaggaageactaigggegeagegtcagigacgeigacggtacaggccaggctatiatigtctgptatagigeap
cagcagaacaatelgelgaggpactattgapggepecaacagaatatgttgegactcacagiclggggcalcaageagetccagpacaaga
glectggetctggaaagatacctaagggatcaacagetcatgggaatttgggpttgctclggaaaacteatitgeaceacttetgtgectt
ggaatgitagtiggagtaataaatcigiggatgatattiggaataacatgacclggatggagtgggaaagagaaatigacaattacacag
actatatatatgacttacitgaaaaatcgcaaacccaacaagaaaagaaigaaaaagaattatiggaattggataaatgggcaagtigtg
gaaltggtitgacalaacaaactggcigtggtatataagattaticataatgataglaggaggctigataggittaagaatagtrrigetgta
cttictatagtaaatagagttaggcaggpatattcaccattatcgtticagaceetceteccagectcgagpgpaccegacaggeccgaa
Bgaacagaagaagaagglpggagapgagagacagagacagalccggiceatcagtgaacggatecitggeactiatctgggacgatet
gcggagectgtigectettcagetaccaccgetigagagacitacictigatiglaacgaggatiglggaacticlgggacgcaggeeetg
ggaageccicaaatattggtgpaatcicctacagtatiggagtcagpaactaaagaatagtgctgtiagettgetacaatatgggtggag
Ctatttccatgaggcggtecaggecgictggagatctgegacagagactetigegggegegtgpggagactialgggagactetiagg
agaggtggaagatggatacicgeaalccccaggaggattagacaagggctigagetcacieictigtga

Figura 16K
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ES 2632723 T3

MRVKEKYQHLWRWGWRWGTMLLGMLMICSATEKLWVTVYYGVPVWREATTTLF
CASDAKAYDTEVHNVWATHACVPTDPNPQEVVLGNVTENFNMWKNNMVDQMHE
DIISLWDESLKPCVKLTPLCVTLNCNTSVITQACPKVSFQPIPIHYCVPAGFAILKCNNK
TFNGSGPCTNVSTVQCTHGIRPVVSTQLLLNGSLAEEDIVIRSEDFTDNVKTIIVQLNES
VVINCTRPNNNTRERLSIGPGRAFY ARRNIIGDIRQAHCNISRAK WNNTLQQIVIKLRE
KFRNKTIAFNQSSGGDPEIVMHSFNCGGEFFYCNTAQLFNSTWNVAGGTNGTEGNDII
TLQCRIKQINMWQKVGKAMY APPITGQIRCSSNITGLLLTRDGGNSTETETEIFRPGG
GDMRDNWRSELYKYKVVRIEPIGVAPTRAKRRTVQREKRAVGIGAVFLGFLGAAGS
TMGAASVTLTVQARLLLSGIVQQQNNLLRAIEAQONMLRLTVWGIKQLQARVLALE
RYLRDQQLMGIWGCSGKLICTTSVPWNVS WSNKSVDDIWNNMTWMEWEREIDNYT
DYIYDLLEKSQTQQEKNEKELLELDK WASLWNWFDITNWLWYIRLFIMIVGGLIGLRI
VFAVLSTVNRVRQGYSPLSFQTLLPASRGPDRPEGTEEEGGERDRDRSGPSVNGSLALI
WDDLRSLCLFSYHRLRDLLLIVTRIVELLGRRGWEALKYWWNLLQYWSQELKNSAV
SLLQYGWSYFHEAVQAVWRSATETLAGAWGDLWETLRRGGRWILAIPRRIRQGLEL
TLL

Figura 16L
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gpid0yvAdvivavi
algagagigaaggagaaatatcagcacttgtggagatgggggtggagatggggcaccatgetectigggalgigatgatetglagtse
tacagaaaaattgtgggtcacagictattatggggtaccigtgtggagagaageaaccaccactetattitgtgcalcagatgetaaagec
tatgatacagaggtacataatgttigggccacacatgectgtglacccacagaccccaacecacaagaagtagtattgggaaatgigac
agaaaattttaacatgtggaaaaalaacal ggtagalcagatgcalgaggatalaatcagittatgggatgaaagectaaagecatgigta
aaattaaccccactictgtgtiacttiaaattgtaacaccicagtcattacacaggectgiccaaaggtatcctitcagecaaticecatacatt
attgtgicccggetgggtitgcgatactaaagtgtaacaataagacattcaat ggatcaggaceal geacaaatgteageacagtacaal
glacacatgpaattaggccagtggtgtcaactcaactgelgttaaatggeagtctagecagaagaagacatagtaattagaict gaagattt
cacagacaalgttaaaaccataatagtacagctaaatgaatctgtagtaattaatt glacaagacccaacaacaatgetgceagaattggat
aaatgggcaagtgctgcaagacaageacattgtaacatiagtagageaaaatggaataacactitacaacagatagitataaaatiaaga
gaaaaatttagpaataaaacaatagcclitaaicaalcctcaggaggggacccagaaatigtaatpcacagimtaatigtggaggggaat
ttttctactgtaatacagcacaactgtttaatagtacttggaat gttgctggagggacaaatggeactgaaggaaatgacataatcacacte
caalgcagaataaaacaaattaraaatatgtpgcagaaagtaggaaaageaatgtatgceccicecatcacaggacaaaltagatgtica
‘ tcaaatattacagggctgetactaacaagagatggagptaatagtacigagactgagactgagatcttcagacciggaggaggagatat
gagggacaattggapaagtpaattatataaatataaagtagtaagaatigaaccaataggagiagcacccaccagggeaaagagaag
aacagtgcaaagagaaaaaagagcagtgggaataggagetgtgticeigggtictitgggageageaggaageactatgggegeag
cgicagtgacgetgacggtacaggeccaggctattatigictggtatagigecapgeagcagaacaatcigelgagggctattgaggegeaa
cagaatatgtigcgactcacagtctiggggcatcaageageiceaggeaagagtectggetetggaaagatacctaaggpalcaacage
tcatggpaatttgggpttgctctggaaaactcatitgeaccactictgtgectiggaatgttagtigeagtaataaatctgtggal gatatitg
gaataacatgacciggatggagtgggaaagagaaattgacaattacacagactatatatalgacitacttgaaaaatcgeaaacccaaca

agaaaagaatgaaaaagaattattggaatiggataaalggpcaagitigtggaattgptttgacataacaaactggelgtggtatataaga
taat

Figura 16M
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MRVKEKYQHLWRWGWRWGTMLLGMLMICSATEKLWVTVYYGVPVWREATTTLF
CASDAKAYDTEVHNVWATHACVPTDPNPQEVVLGNVTENFNM WKNNMVDQMHE
DISLWDESLKPCVKLTPLCVTLNCNTSVITQACPKVSFQPIPIHY CVPAGFAILKCNNK
TFNGSGPCTNVSTVQCTHGIRPVVSTQLLLNGSLAEEDIVIRSEDFTDNVKTITVQLNES
VVINCTRPNNNAAELDKWASAARQAHCNISRAK WNNTLQQIVIKLREKFRNKTIAFN
QSSGGDPEIVMHSFNCGGEFFYCNTAQLFNSTWNVAGGTNGTEGNDIITLQCRIKQII
NMWQKVGKAMY APPITGQIRCSSNITGLLLTRDGGNSTETETEIFRPGGGDMRDNWR
" SELYKYKVVRIEPIGVAPTRAKRRTVQREKRAVGIGAVFLGFLGAAGSTMGAASVTL
TVQARLLLSGIVQQQNNLLRAIEAQQNMLRLTVWGIKQLQARVLALERYLRDQQLM
GIWGCSGKLICTTSVPWNVSWSNKSVDDIWNNMTWMEWEREIDNYTDYIYDLLEKS
QTQQEKNEKELLELDKWASLWNWFDITNWLWYIR

Figura 16N
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gpl60uvAV1V2V3

atgagagtgaaggagaaatatcagcactigtggagalgeaeptegagatgegacaccatgelectigggatggatgatctgtagtg:
tacagaaaaatigtgggtcacagtctattatggggtacctgigtggagagaagcaaccaccactctatttigigeatcagatgcetaaagec
tatgatacagaggtacataatgttigggccacacatgectgtgtacccacagaccccaacccacaagaagilagtatigggaaatgtgac
agaaaattttaacalgtggaaaaataacatggtagalcagatgeatgagpatataatcagtitatggpatgaaagcectaaagecatgigta
aaattaaccccactctgtgttactitaaattgtaacacctcagtcattacacaggectgtecaaaggtatectttcagecaattcccatacatt
augtgteccpgetgggtitgegatactaaagtgtaacaataagacattcaatggatcaggaccatgeacaaatgicageacagtacaat
gtacacatggaattaggecagtggtgtcaactcaactgetgitaaatggcagtctagcagaagaagacatagtaattagatet gaagatti
cacagacaatgtiaaaaccataatagtacagctaaatgaatctglagtaattaangtacaagacccaacaacaatgetgcagaattggat
aaatggpcaagtgetgcaagacaageacattptaacattagtagagcaaaatggaataacactttacaacagatagttataaaattaaga
gaaaaatttaggaataaaacaatagectitaatcaatectcaggaggggacceagaaattgtaatgeacagtirtaangiggaggggaal
tittctactgtaatacagcacaacigtitaatagtaciiggaatgiigctggagggacaaatggcaclgaaggaaatgacataatcacacte
caatgcagaataaaacaaattataaalatglggeagaaaglaggaaaagraal glatgeeeclcccatcacaggacaaatlagatgics
tcaaatartacagggcetgctactaacaagagatgpapgtaatapgtactgagactgagactgagatcttcagacctggaggagpagatat
gaggpacaatigpagaapgtgaattatataaatataaagiagtaagaattgaaccaatagpagtagcacccaccagggceaaagagaag
aacagtgcaaapagaaaaaagapcagtgggaataggagcetgtgticetigagticttgpgageageaggaageactatgggegeag
cgtcagtgacgetgacggtacaggecaggctlatattptetggtatagtpcagcageagaacaatetgetgagggctattgaggegeas
cagaatatgttgcgactcacagtctggegcatcaageagetccaggeaagagtectggelclggaaagatacctaagggatcaacage
lcatgggaattiggggtt petctggaaaactcatttpcaccacnctgtgcctiggaatgtiagtiggagtaataaatct gtggatgatatttg
gaataacatgacctggatggagigegaaagagaaattgacaattacacagactatatatatgacttactigaazaalcgcaaacccaacs
agaaaagaatgaaaaagaatiattggaattggataaatgpgcaagiitgtogaarggtitpacataacaaactggetgtggtatataaga
ttattcataatgatagtaggaggcttgataggittaagaatagtititgeigtactitctatagtaaatagagttaggcagggatattcaccatt
atcgtttcagaccelcetcecagectcgaggggaccegacaggecegaaggaacagaagaagaagglggagagagagacagaga
cagatccggtccatcagtgaacggatcettggeacttatctgggacgatetgeggagectgtgectettcagetaccaccgettgagag
acttactcttgatigtaacgaggattgtggaactict gggacgcaggglgggaagmtcmtmggtggaatctﬁctacagtang
gagtcagpaactaaagaatagtgctgttagcttgctacaatatgggtgpagelatticcatgaggegptecagpgecgictggagatetge

gacagagactctigcgggegegtggggagactialgggagacteitaggagaggtggaagatggatactcgeaatcecccaggagga
Itagacaagggcttgagclcactctetigtga Figure 180
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MRVKEKYQHLWRWGWRWGTMLLGMLMICSATEKLWVTVYYGVPYWREATTTLF
CASDAKAYDTEVHNVWATHACVPTDPNPQEVVLGNVTENFNMWKNNMVDQMHE
DIISLWDESLKPCVKLTPLCVTLNCNTSVITQACPKVSFQPIPIHYCVPAGFAILKCNNK
TENGSGPCTNVSTVQCTHGIRPVVSTQLLLNGSLAEEDIVIRSEDFTDNVK TIIVQLNES
VVINCTRPNNNAAELDKWASAARQAHCNISRAK WNNTLQQIVIKLREKFRNKTIAFN
QSSGGDPEIVMHSFNCGGEFFYCNTAQLFNSTWNVAGGTNGTEGNDIITLQCRIKQII
NMWQKVGKAMY APPITGQIRCSSNITGLLLTRDGGNSTETETEIFRPGGGDMRDNWR
SELYKYKVVRIEPIGVAPTRAKRRTVQREKRAVGIGA VFLGFLGAAGSTMGAASVTL
TVQARLLLSGIVQQQNNLLRAIEAQQNMLRLTVWGIKQLQARVLALERYLRDQQLM
GIWGCSGKLICTTSVPWNVSWSNKSVDDIWNNMTWMEWEREIDNYTDYTYDLLEKS
QTQQEKNEKELLELDKWASLWNWFDITNWLWYIRLFIMIVGGLIGLRIVFAVLSIVNR
VRQGYSPLSFQTLLPASRGPDRPEGTEEEGGERDRDRSGPSVNGSLALIWDDLRSLCL
FSYHRLRDLLLIVTRIVELLGRRGWEALKYWWNLLQYWSQELKNSAVSLLQYGWSY
FHEAVQAVWRSATETLAGAWGDLWETLRRGGRWILAIPRRIRQGLELTLL

Figura 16P
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Gaguv (p17-p24Amyr)
AtgggegeccgegecagegtgelgageegcgecgagetggaccgctgpgagaagatcCgcelgegccecgeeggcaagaaga
aglacaagctgaageacatcgiglggsccagtcecagelggageecticgeeglgaacceCgecelgClgeagaccagegagses
ctgcegecagatcctgggecagetgeageccagectgeagaceggeagegaggagetgegeagectgtacaacacegtg gecace
clgtactgcgtgeaccagegeatcgagetgaageacaccaaggaggecclggagaagalcgaggaggageagaacaagageaag
aagaaggcccageaggecgecgecgacaccggraacageagecaagigageeagaactaccecalcglgeagaaccigcaggg
ccagatggtpcaccaggecatcagecccegeaccotgaacgectgggtgaagatpatpaapoapaaggecttcageccegaggte
atccccatgticagegecct gagegagggegecacceeceaggacctgaacaccatgetgaacacegtggec ggecaccaggecy
ccatgcagatgctgaaggagaccatcaacgaggaggecgecgagtgggaccgectgeacceegigeacgecggecceatcgece
ccgpecagatgegegagecccgeggeagegacatcgecggeaccacgageaceetgeaggageagatcggetggatgaceaac
aacccccctatcccegtgggegagatctac aagcgctggatcatcctgggcctgaacaagatcglgcgcatglacagccccacgagc
atcetggacatccgecagggecceaaggageecttecgegactacgtggaccgettctacaagaccetgeggaccegageaggeecag
ccaggagglgaagaactggatpaccgagaccclgct gglgcagaacgecaaccecgactgeaagaccatccigaagpeccctggge
ccegeecgecaccetggapgapatgalgaccgectgecagegcgtggacggecccggecacaaggecegegtectgtaa

Figura 16Q
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MGARASVLSGGELDRWEKIRLRPGGKKKYKLKHIVWASRELERFAVNPGLLETSEG

CRQILGQLQPSLQTGSEELRSLYNTVATLYCVHQRIEVKDTKEALEKIEEEQNKSKKK
AQQAAADTGNSSQVSQNYPIVQNLQGQMVHQAISPRTLNAWVKYVVEEKAFSPEVIP

MFSALSEGATPQDLNTMLNTVGGHQAAMQMLKETINEEAAEWDRLHPVHAGPIAPG
QMREPRGSDIAGTTSTLQEQIGWMTNNPPIPVGEIYKR WIILGLNKIVRMY SPTSILDIR
QGPKEPFRDYVDRFYKTLRAEQASQEVKNWMTETLLVQNANPDCKTILKALGPAAT
LEEMMTACQGVGGPGHKARVL

Figura 16R
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Tatyy

Atggapccagtagatcctagactagagecciggaagratccagggagtaagectaaaact gottgtaccaattgetattgtaaaaagtg
tigctitcatigccaagtitgtticacaacaaaagecttaggcatcicctatggeaggaagaageggagacagegacgaagagetcatca
£aacagicagactcalcaagerncicraicaaagcagecciceleccagectcgaggppacccgacaggcccgaaggaacagaaga

agaaggtggapagagagacagagacagatccggtecatcagtga

Figura 168
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MEPVDPRLEPWKHPGSKPKTACTNCYCKKCCFHCQVCFTTKALGISYGRKKRRQRR
RAHQNSQTHQASLSKQPSSQPRGDPTGPKEQKKKVERETETDPVHQ

Figura 16T
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