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DESCRIPCION
Variante de GP-120 de VIH
Campo de la invencion

La presente divulgacion se refiere a un método para la seleccion rapida de inmunégenos que pueden inducir altas
actividades de anticuerpo neutralizantes (nAc). Se divulgan y ejemplifican varios ejemplos de estos inmundgenos
con actividades de nAc aumentadas. En particular, se divulgan inmundgenos con afinidad de anticuerpo aumentada
contra epitopos Env de VIH-1.

Antecedentes de la invencion

Se estima que mas de 60 millones de personas en el mundo se han infectado con el virus de la inmunodeficiencia
humana desde 1982. Casi la mitad de estos individuos infectados han muerto del sindrome de inmunodeficiencia
adquirido (SIDA) resultante en el mismo intervalo de tiempo. Aunque la propagacion del virus parece haber
alcanzado una meseta Ultimamente, se describieron 2,5 millones de nuevas infecciones por VIH en 2009. El VIH adn
es un problema de salud publica principal. Véase, UNAIDS, 2010 Report on the Global AIDS Epidemic.

El VIH-1 es uno de los patdgenos viricos genéticamente mas diversos descritos hasta ahora. Hay tres ramas
principales del arbol filogenético del VIH-1, los grupos M (mayor), N (nuevo) y O (atipico). Los virus del grupo M son
los mas extendidos, representan mas del 99% de las infecciones globales. Este grupo esta actualmente dividido en
nueve subtipos genéticos distintos o clados (de A hasta K), basado en gran parte en secuencias cortas del gen env
(envuelta). Véase, McCutchan F, AIDS 2000; 14(S3):S31-S44 y Robertson D, et al., Science 2000; 288:55-56.

Env es el gen mas variable de VIH-1, con hasta el 35% de diversidad de secuencia entre clados, el 20% de
diversidad de secuencia en clados y hasta el 10% de diversidad de secuencia en una Unica persona infectada.
Véase, Kuiken C, et al., AIDS 1996; 10:31-37 y Shankarappa R, et al., J. Virol. 1999; 73:10489-10502. El clado B es
dominante en Europa, América y Australia. Véase, Kuiken C, et al., AIDS 1996; Am. J. Epidemiol. 2000; 152:814-
822. El clado C es comun en Africa del sur, China e India y actualmente infecta mas personas en el mundo que
ningun otro clado. Véase, McCutchan, 2000, anteriormente. Los clados A y D son prominentes en Africa central y
oriental.

Sin embargo, muchos virus son dificiles de clasificar en clados debido al entremezclado comun de virus
cocirculantes que produce recombinantes interclado. Véase, Heyndrickx L, et al., J. Virol. 200; 74:363-370 y
McCutchan F, et al., Virology 1999; 254:226-234. Algunas formas recombinantes de hecho han dado lugar a linajes
epidémicos importantes, denominados formas recombinantes circulantes (CRF). Las dos mas comunes de estas son
CRFO01 (AE), descubierta en Tailandia, que se clasificé inicialmente como clado E, aunque mas tarde se encontro
que era solo clado E en env y clado A en otras partes del genoma, y CRF02, una forma recombinante AG comun en
Africa occidental. Véase, Robertson, 2000, anteriormente. En conjunto, los clados A hasta D y los recombinantes
CRFO01 AE y CRF02 AG representan mas del 90% de las infecciones globales.

Los anticuerpos neutralizantes (nAc) contra las proteinas de la envuelta virica (Env) son una primera linea de
defensa inmunitaria adaptativa contra la exposicion a VIH-1 que bloquea la infeccion de células susceptibles. Véase,
Kwong P, et al., Nature 1998; 393:648-659, Moore J, et al., J. Virol. 1994; 68:469-484, Moore P, et al., J. Virol. 1996;
70:1863-1872 y Parren P, et al., AIDS 1999; 13:S137-S162. La eficacia de vacunas contra varios virus se ha
atribuido a su capacidad de inducir nAc. Véase, Burton D, Nat. Rev. Immunol. 2002; 2: 706-713 y Zinkerangel R, et
al., Adv. Immunol. 2001; 79:1-53. BHATTACHARYYA et al. (J. BIOL. CHEM., 2010, vol. 285, no. 35, p.27100-27110)
y LI et. al. (J. VIROL., 2005, vol. 79, 16, p.10108-10125) divulgan variantes de gp120 de VIH-1 con mdultiples
mutaciones comparadas con la env del aislado AC10 de VIH-1, que inducen anticuerpos neutralizantes y permiten la
deteccién de anticuerpos neutralizantes.

Sin embargo, ha habido un progreso limitado hacia el desarrollo de inmundgenos efectivos de VIH-1 a pesar de los
enormes esfuerzos. Véase, Burton, 2002, anteriormente, McMichael A, Hanke T, Nat. Med. 2003; 9:874-880 y
Moore, 1996, anteriormente. El disefio de estos inmundgenos requiere la identificacion de epitopos capaces de
inducir mejores respuestas de nAc. Desgraciadamente, todos los intentos de desarrollar inmunégenos que
provoquen respuestas de Ac ampliamente neutralizantes han fracasado hasta ahora.

Por tanto, hay una necesidad en la técnica para nuevos inmunégenos de VIH-1 capaces de inducir mejores
respuestas de nAc.

Compendio de la invencion
La presente invencion se define en su sentido mas amplio en las reivindicaciones independientes. La presente
invencion se refiere a un método para la seleccion rapida de inmundgenos (RIS) que pueden provocar actividades

altas de nAc cuando se usan como inmunogenos de células B. El método comprende: i) mutar al azar la secuencia
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codificante de nucledtidos de un epitopo de tipo salvaje de interés para generar una genoteca de variantes de dicho
epitopo, ii) probar la genoteca con un anticuerpo, o partes del mismo, que se sabe tiene afinidad hacia el epitopo de
tipo salvaje, vy iii) seleccionar las variantes de epitopo que aumentan la afinidad del anticuerpo. Preferiblemente, el
epitopo es un epitopo de VIH. Mas preferiblemente, el epitopo es un epitopo Env.

En un segundo aspecto, la divulgacion se refiere a secuencias de nucledtidos y péptidos obtenidos por el método
RIS tal como la secuencia de nucleétidos de SEQ ID NO: 1. La invencion se refiere a la secuencia de nucleétidos
definida por SEQ ID NO: 3.

En un tercer aspecto, la divulgacion se refiere al uso de las secuencias de nucleétidos y péptidos obtenidos por el
método RIS para la prevencion y el tratamiento de enfermedades inducidas totalmente o en parte por la accion del
epitopo de tipo salvaje de interés. Preferiblemente, la enfermedad es SIDA o una enfermedad causada por una
infeccion de VIH.

En un cuarto aspecto, la divulgacion se refiere al uso diagnostico del método RIS.
Breve descripcion de las figuras

Figura 1. Secuencia de los mutantes identificados usando el método RIS de la invencion. La secuencia superior
corresponde a los aminoacidos 121 a 160 del polipéptido gp160 de AC10. Las secuencias de las regiones
correspondientes en los clones aislados se muestran como puntos en donde el aminoacido es el mismo que en la
gp160 de AC10 o con el aminoacido correspondiente en esas posiciones en donde la secuencia del mutante se
diferencia de la del tipo salvaje.

Figura 2. Interaccion propuesta entre el anticuerpo 4E10 y el mutante especifico LR1-C1. Se muestran once
sustituciones de aminoacidos a lo largo del gen env entero, incluyendo la pérdida de 3 potenciales sitios de N-
glicosilacion. La mutacion C131Y es especialmente relevante porque esta sustitucion elimina el puente disulfuro
nativo entre C131 y C157 rompiendo la arquitectura del bucle V1/V2.

Figura 3. El virion LR1-C1 identificado usando el método RIS segun la invencién muestra afinidad aumentada hacia
el anticuerpo ampliamente neutralizante 4E10. El grafico muestra una titulacion de la unioén de viriones a placas
recubiertas con el anticuerpo 4E10 determinada afiadiendo cantidades crecientes del aislado de tipo salvaje AC10 y
el aislado de LR1-C1 a placas recubiertas con el anticuerpo 4E10 o dejadas sin tratar. El diagrama ilustra un
aumento de 4 veces en la afinidad del anticuerpo 4E10 hacia LR1-C1 en comparacion con la variante salvaje.

Figura 4. El virion LR1-C1 identificado usando el método RIS segun la invenciéon con el anticuerpo 4E10 no muestra
afinidad aumentada hacia otros anticuerpos ampliamente neutralizantes. El grafico muestra una titulacion de la unién
de viriones a placas recubiertas con los anticuerpos 2F5 (panel A), 2G12 (panel B) o b12 (panel C) determinado
afadiendo cantidades crecientes del aislado de tipo salvaje AC10, el aislado LR1-C1 o viriones que tienen una
delecion en el gen env a las placas recubiertas con los anticuerpos o dejadas sin tratar.

Figura 5. Alineamiento de SEQ ID NO:31 con la secuencia HXB2 salvaje de AC10. La SEQ ID NO:31 tiene afinidad
hacia el anticuerpo PG16. La secuencia modificada muestra dos mutaciones: i) N203S, en un potencial sitio de
glicosilacion, y ii) GB04E, en la region inmunodominante de gp41.

Descripcion detallada de la invenciéon
A. Método de seleccion rapida de inmundégeno (RIS)

La divulgacion se refiere a un nuevo enfoque para optimizar la proteina de la envuelta de VIH-1 (Env) como un
inmunoégeno. Este enfoque tiene en cuenta que la capacidad de un epitopo para inducir anticuerpos depende de su
exposicién en el virion. El método se basa en la seleccion de variantes con afinidad aumentada para Ac
ampliamente neutralizantes de una libreria de viriones con proteinas de envuelta mutadas al azar.

Segun la divulgacion, se usa el gen env de longitud completa de la cepa de VIH AC10 para generar librerias de
envueltas mutadas al azar mediante un método basado en PCR. La clonacién se realiz6 en el contexto pNL4-3 y los
viriones se obtuvieron por transfeccién transitoria en células 293T. La selecciéon de virus con afinidad aumentada al
Ac ampliamente neutralizante 4E10 se llevd a cabo mediante un ensayo mejorado de captura de viriones en
solucion. Se extrajo ARN de la poblacién de virus capturados y se realizé transcripcion inversa y PCR para obtener
el gen env de los virus correspondientes para secuenciacion adicional y clonacion de nuevo en el contexto de pNL4-
3. Después de una ronda de seleccion, se aislé una envuelta con un aumento de 4 veces en la afinidad hacia 4E10.
Véanse los ejemplos.

De esta manera, en un primer aspecto, la divulgacion se refiere a un método para la identificacion de inmunégenos
capaces de inducir anticuerpos neutralizantes contra un polipéptido que comprende:
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(i) poner en contacto un anticuerpo neutralizante especifico para dicho polipéptido con una libreria de virus
recombinantes, cada uno de dichos virus recombinantes contiene un gen aleatorizado que codifica una
variante de dicho polipéptido y expresa dicho polipéptido,

(ii) separar esos miembros de la libreria de virus recombinantes que se unen al anticuerpo neutralizante de los
miembros que no se unen en base a su capacidad de unirse al anticuerpo neutralizante, y

(iii) determinar la secuencia de los polipéptidos variantes encontrados en los miembros de la libreria de virus
recombinantes seleccionados en el paso (ii).

El término “inmundgeno” como se usa en el presente documento, se pretende que indique una sustancia de materia,
que es capaz de inducir una respuesta inmunitaria adaptativa en un individuo, donde dicha respuesta inmunitaria
adaptativa es capaz de inducir una respuesta inmunitaria, que significativamente compromete agentes patégenos,
que comparten caracteristicas inmunoldgicas con el inmunoégeno.

El término “provocar” cuando se refiere a una respuesta inmunitaria, como se usa en la presente divulgacion, se
refiere a controlar o influir especificamente la actividad de la respuesta inmunitaria, e incluye activar una respuesta
inmunitaria, regular por incremento una respuesta inmunitaria, aumentar una respuesta inmunitaria y/o alterar una
respuesta inmunitaria (tal como provocando un tipo de respuesta inmunitaria que a su vez cambia el tipo prevalente
de respuesta inmunotaria en un sujeto de una que es dafiina o ineficaz a una que es beneficiosa o protectora).

El término “anticuerpo neutralizante” es cualquier anticuerpo o fragmento de unién a antigeno del mismo que se une
a un patogeno e interfiere con la capacidad del patdgeno de infectar una célula y/o producir enfermedad en un
sujeto. Tipicamente, los anticuerpos neutralizantes usados en el método de la presente divulgacién se unen a la
superficie del patdgeno e inhiben o reducen la infeccidn por el patégeno en al menos el 99 por ciento, al menos el 95
por ciento, al menos el 90 por ciento, al menos el 85 por ciento, al menos 80 por ciento, al menos el 75 por ciento, al
menos el 70 por ciento, al menos el 60 por ciento, al menos el 50 por ciento, al menos el 45 por ciento, al menos el
40 por ciento, al menos el 35 por ciento, al menos el 30 por ciento, al menos el 25 por ciento, al menos el 20 por
ciento o al menos el 10 por ciento relativo a la infeccion por el patdgeno en ausencia de dicho(s) anticuerpo(s) o en
presencia de un control negativo. Los nAc se pueden probar luego para determinar si tienen actividad neutralizante o
actividad BNAc usando cualquiera de los métodos proporcionados en el presente documento. Si los anticuerpos
neutralizantes o BNAc se produjeron en un animal no humano, las CDR se pueden transferir del marco no humano a
un marco humano para generar un anticuerpo adecuado para la administracién a un ser humano. Los métodos para
determinar si un anticuerpo es un nAc se han descrito en la técnica. Véase, Li M, et al., J. Virol. 2005; 79:10108-
10125, Wei X, et al., Nature 2003; 422:307-312, y Montefiori D, Curr. Protoc. Immunol. 2005; Enero, Capitulo
12:Unidad 12.11. Estos métodos se basan en la determinacion de la reduccion en expresion de un gen indicador
después una unica ronda de infeccion virica usando una linea celular receptiva usando un virus que codifica el gen
indicador.

El término “virus”, como se usa en el presente documento, se refiere a un agente infeccioso pequefo que se puede
replicar solo en el interior de células vivas de organismos. Los ejemplos no limitantes de familias viricas que se
pueden usar en el método de la presente divulgacion incluyen, adenoviridae, virus similares al de la peste porcina
africana, arenaviridae, arterivirus, astroviridae, baculoviridae, birnaviridae, bunyaviridae, caliciviridae, circoviridae,
coronaviridae, deltavirus, filoviridae, flaviviridae, hepadnaviridae, hepeviridae, herpesviridae, orthomyxoviridae,
paramyxoviridae, picomaviridae, poxyviridae, reoviridae, retroviridae y rhabdoviridae.

A.1. Etapa de poner en contacto

En una primera etapa, el método de la divulgacion implica poner en contacto un anticuerpo neutralizante especifico
para un polipéptido presentado en la superficie de dicho virus con una libreria de virus recombinantes, cada uno de
dichos virus recombinantes contiene un gen aleatorizado que codifica una variante de dicho polipéptido presentado
en la superficie del virus.

El término “libreria”, como se usa en el presente documento, se refiere a una coleccion o mezcla diversa de
polinucledtidos que comprenden polinucleétidos que codifican diferentes polipéptidos recombinantes. El tamafio y
complejidad de las librerias que se van a usar en los métodos de la presente divulgacion puede variar. Por ejemplo,
los métodos de la divulgacion se pueden usar para cribar librerias con hasta 500000 miembros diferentes, o librerias
con ‘Ix106, 1x108 0 mas miembros. Las librerias de virus tipicas tienen de 1x10% a 1x10"® miembros y tales librerias
se pueden cribar usando los métodos de la divulgacion. En efecto, tales librerias son preferidas, aunque los métodos
se pueden usar claramente para cribar librerias mucho mas pequefias (por ejemplo, librerias con 1000 a 50.000, de
50 a 1000, o de 100 a 500, o de 10 a 100, o de 5 a 100 miembros). La diversidad en la libreria variante se puede
generar mediante mutagénesis de los genes que codifican las variantes a nivel del triplete de ADN, de modo que los
codones individuales sean muy diversificados (por ejemplo, usando cebadores de secuencia parcialmente
aleatorizada en una reaccién de PCR).

Cuando se hace referencia a librerias en el presente documento, el término se puede usar para referirse a tal libreria
a nivel de acido nucleico o proteina (es decir, antes o después de que se haya producido la expresion de las
proteinas codificadas). Claramente, sin embargo, tales librerias de expresion deben estar presentes a nivel de
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proteina para que tenga lugar la seleccion de compafieros de unién que interaccionan. De esta manera, para que se
produzca con éxito el paso de poner en contacto (a), las librerias tienen que estar presentes a nivel de proteina
(aunque inicialmente puedan estar presentes a nivel de acido nucleico).

En un aspecto preferido, el polipéptido contra el que se usan los anticuerpos neutralizantes en el paso (i) se expresa
en el virus. En un aspecto preferido, el polipéptido se presenta “en la superficie de un virus”. Como se usa en el
presente documento este término se refiere a cualquier polipéptido que es accesible a reactivos, tales como
anticuerpos, sin necesidad de romper la estructura del virus. Se entendera que el polipéptido presentado en la
superficie puede ser un polipéptido de la capside para virus sin envuelta o un polipéptido de la envuelta para virus
con envuelta. En un aspecto preferido, el polipéptido presentado en la superficie de un virus es un polipéptido de la
envuelta.

Se puede modificar cualquier proteina de envuelta virica para obtener una libreria de virus recombinantes, cada uno
de dichos virus recombinantes contiene un gen aleatorizado que codifica una variante de dicho polipéptido.
Antigenos ilustrativos incluyen los seleccionados de la hemaglutinina del virus de la gripe, glicoproteina G del virus
respiratorio sincitial, proteina central, proteina de matriz u otra proteina del virus del Dengue, hemaglutinina del virus
del sarampidn, glicoproteina gB del virus del herpes simple de tipo 2, VP1 del poliovirus |, glicoproteina de la
envuelta o capside de VIH-1 o VIH-II, antigeno de superficie el virus de la hepatitis B, toxina de la difteria, epitopo
24M de estreptococo, pilina gonocécica, g50 (gpD) del virus de la pseudorrabia, virus de la pseudorrabia Il (gpB), gl
del virus de la pesudorrabia (gpC), glicoproteina H del virus de la pseudorrabia, glicoproteina E del virus de la
pseudorrabia, glicoproteina 195 de la gastroenteritis transmisible, proteina de matriz de la gastroenteritis
transmisible, glicoproteina 38 del rotavirus porcino, proteina de la capside de parvovirus porcino, antigeno protector
de Serpulinahydodysenteriae, glicoproteina 55 de la diarrea virica bovina, hemaglutinina-neuraminidasa de virus de
la enfermedad de Newcastle, hemaglutinina del virus de la gripe porcina, neuraminidasa del virus de la gripe porcina,
virus de la fiebre aftosa, virus de la peste porcina, virus de la gripe porcina, virus de la peste porcina africana,
micoplasma liyopneutiioniae, virus de la rinotraqueitis infecciosa bovina, glicoproteina E del virus de la rinotraqueitis
infecciosa bovina, glicoproteina G, virus de la laringotraqueitis infecciosa, glicoproteina G o glicoproteina | del virus
de la laringotraqueitis infecciosa, una glicoproteina del virus de La Crosse, virus de la diarrea neonatal de ternera,
virus de la encefalomielitis equina venezolana, virus punta toro, virus de la leucemia murina, virus del tumor mamario
de ratdn, proteina central del virus de la hepatitis B y antigeno de superficie del virus de la hepatitis B o un fragmento
o derivado del mismo, antigeno del virus de la gripe equina o virus del herpes equino, incluyendo la neuraminidasa
del virus de la gripe equina de tipo A/Alaska 91, neuraminidasa del virus de la gripe equina de tipo A/Miami 63,
neuraminidasa del virus de la gripe equina de tipo A/Kentucky 81, glicoproteina B del virus del herpes equino de tipo
1 y glicoproteina D del virus del herpes equino de tipo 1, antigeno del virus respiratorio sincitial bovino o del virus
paragripal bovino, proteina de unién del virus respiratorio sincitial bovino (BRSV G), proteina de fusion del virus
respiratorio sincitial bovino (BRSV F), proteina de nucleocapside del virus respiratorio sincitial bovino (BRSVN),
proteina de fusion del virus paragripal bovino de tipo 3, hemaglutinina neuraminidasa del virus paragripal bovino de
tipo 3, glicoproteina 48 y glicoproteina 53 del virus de la diarrea virica bovina.

Preferiblemente, la libreria de virus recombinantes es una libreria de retrovirus. El término “retrovirus” significa
cualquier virus de ARN que se replica en una célula huésped a través de la enzima transcriptasa inversa para
producir ADN a partir de su genoma de ARN y que pertenece a la familia retroviridae.

El término “retrovirus” se usa en el presente documento en su significado convencional y en general abarca una
clase de virus en los que el material genético es ARN monocatenario y que emplea transcriptasa inversa para
transcribir el ARN virico a ADN en un huésped. Los retrovirus como se pretende en el presente documento pueden
pertenecer particularmente a la familia virica retroviridae, mas en particular a las subfamilias oncovirinae, lentivirinae
0 spumavirinae como se pretende en el presente documento pueden ser patogénicos. Las secuencias Env pueden
derivar de cualquier retrovirus conocido, incluyendo, pero no limitado a, VIH, MuLV, SMRV, SFV, HPV, MMTV, SRV,
HTLV-I, HTLV-II, BLV, BIV, SIV, visna virus, EIAV, FIV y EIAV, y de cualquiera de las subfamilias retroviricas (por
ejemplo, oncovirinae, lentivirinae o spumavirinae). Muchos clones retroviricos, incluyendo clones de VIH-1, estan
bien caracterizados y disponibles.

Particularmente deseados en el presente documento son retrovirus que infectan animales, mas preferiblemente
retrovirus de animales de sangre caliente, incluso mas preferiblemente de animales vertebrados, aun mas
preferiblemente de mamiferos, todavia mas preferiblemente de primates y lo mas preferiblemente de seres
humanos. Particularmente preferidos en el presente documento son retrovirus humanos incluyendo sin limitacion
VIH-1, VIH-2, HTLV-l y HTLV-2. Repositorios bien establecidos de informacion de secuencia de VIH (y otros
retrovirus) incluye GenBank, EMBL, DDBJ y el NCBI. Clones bien caracterizados de HIV-1 incluyen HXCB2, HIV-1-
MN y HIV-1-MN-ST.1. Véase Hall L, et al., J. Virol. 1992; 66(9):5553-5560.

En un aspecto preferido, la libreria de virus recombinantes es una libreria de virus VIH resultante de la aleatorizacion
de al menos un polipéptido de superficie. El acronimo “VIH” se usa en el presente documento para referirse a los
virus de la inmunodeficiencia humana genéricamente e incluye todos los clados y/o cepas de virus de la
inmunodeficiencia humana 1 (VIH-1) y virus de la inmunodeficiencia humana 2 (VIH-2) y es sindénimo con los
términos mas antiguos para VIH, tales como HTLVIIl y LAV.
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En un aspecto aun mas preferido, los diferentes miembros de la libreria de VIH estan aleatorizados en el gen env.
Como se usa en el presente documento, el término gen env indica el polinucleétido del genoma virico que codifica la
proteina de la envuelta de VIH. Como se usan en el presente documento, los términos “polipéptido Env’ o
“polipéptido de la envuelta” se refiere a una molécula derivada de una proteina de la envuelta de VIH. La proteina de
la envuelta de VIH es una glicoproteina de alrededor de 160 kD (gp160). Durante la infeccion virica de la célula
huésped, gp160 se corta por las proteasas de la célula huésped para formar gp120 y la proteina integral de
membrana, gp41.

Un “polipéptido gp120” es una molécula derivada de una regién gp120 de un polipéptido Env. Los polipéptidos
salvajes gp120 maduros tienen alrededor de 500 aminoacidos en su secuencia primaria. Gp120 estd muy N-
glicosilada dando lugar a un peso molecular aparente de 120 kD. La secuencia de aminoacidos de gp120 tiene
aproximadamente 511 aminoacidos. Gp120 contiene cinco dominios relativamente conservados (C1-C5)
entremezclados con cinco dominios variables (V1-V5). Los dominios variables contienen extensas sustituciones,
inserciones y deleciones de aminoacidos. Un “polipéptido gp120” incluye tanto subunidades solas como multimeros.
La parte gp41 esta anclada en (y atraviesa) la bicapa de membrana del virion, mientras que el segmento gp120
sobresale en el entorno circundante. El dominio de unién al receptor de gp120 esta localizado en la mitad N-terminal
de la proteina. Este esta seguido por una region rica en prolina (PRR), que se propone que se comporta como una
bisagra o un gatillo para comunicar la unién al receptor a la maquinaria de fusién. El extremo C de gp120 esta muy
conservado e interacciona con gp41. Estan disponibles secuencias ejemplares de polipéptidos gp160 salvajes.
Véanse los numeros de acceso de GenBank AAB05604 y AAD12142.

La aleatorizacion del gen env se puede llevar a cabo en la secuencia completa del gen env o, preferiblemente, en la
parte del gen env que corresponde a la region codificante para gp120, ya que esta es la molécula que interacciona
con el receptor en la célula diana y que constituye el mejor candidato para la union a los anticuerpos neutralizantes.
Ademas, la aleatorizacion de la region del gen env que codifica gp120 se puede llevar a cabo en la secuencia
completa o dirigir a uno o mas dominios del polipéptido gp120. De esta manera, el método RIS segun la divulgacion
contempla el uso de librerias de VIH resultantes de la aleatorizacion en cualquiera de los bucles conservados (C1 a
C5) de gp120, en cualquiera de los bucles variables (V1-V5) en gp120 o en una combinacion preferida de regiones
conservadas y bucles variables. En otro aspecto, la aleatorizacion se lleva a cabo en el gen env entero. En otro
aspecto, la aleatorizacion se lleva a cabo en la region del gen env correspondiente a gp120. En otro aspecto, la
aleatorizacion se lleva a cabo en las regiones del gen env correspondientes a las regiones V1 y/o V2 de gp120.

Se puede usar cualquier técnica de mutagénesis para introducir mutaciones en la molécula de acido nucleico.
Véase, Sambrook J, et al., “Molecular Cloning. A Laboratory Manual” (Cold Spring Harbor Laboratory Press, Cold
Spring Harbor, NY, EE UU, 1989), Bishop T, ef al., “Nucleic Acid and Protein Sequence. A Practical Approach” (IRL
Press, Oxford, Inglaterra, 1987), Reznikoff W, Ed., “Maximizing Gene Expression” (Butterworths Publishers,
Stoneham, MA, EE UU, 1987), Davis L, et al., “Basic Methods in Molecular Biology” (Elsevier Science Publishing
Co., Nueva York, NY, EE UU, 1986), Schleef M, Ed., “Plasmid for Therapy and Vaccination” (Wiley-VCH Verlag
GmbH, Weinheim, Alemania 2001), Adereth Y, et al., Biotechniques 2005, 38:864-868, Allan J, et al., Biotechniques
1995; 18:746-750, Bubeck A, et al., J. Virol. 2004, 78:8026-8035, Doran B, publicacion de patente de EE UU
20070111201, Locher C, et al., DNA Cell Biol. 2005; 24:256-263, Vasl J, et al., Biotechniques 2004; 37:726-730,
Weiss G, et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA 2000; 97:8950-8954, y Delcourt M, US 6.924.112. Las estrategias de
mutagénesis incluyen mutagénesis al azar, mutagénesis por barrido de alanina, mutagénesis especifica de sitio y
recombinacion quimérica. Los kits y servicios de mutagénesis estan ampliamente disponibles comercialmente.

El término “anticuerpos neutralizantes” incluye la subclase de BNAc. Como se usa en el presente documento,
“anticuerpo ampliamente neutralizante” o “BNAc” se entiende como un anticuerpo obtenido por cualquier método que
cuando se administra a una dosis eficaz se puede usar como un agente terapéutico para la prevencion o tratamiento
de infecciones por VIH o SIDA contra mas de 7 cepas de VIH, preferiblemente mas de 8, 9, 10, 11, 12, 13, 14, 15,
16, 17, 18, 19, 20 o mas cepas de VIH. Los anticuerpos neutralizantes adecuados para su uso en el método RIS
segun la presente divulgacion incluyen, sin limitacion, anticuerpos dirigidos contra la region externa proximal de
membrana (MPER), anticuerpos dirigidos contra el sitio de uniéon de CD4 y anticuerpos dirigidos contra los glicanos
ricos en manosa. En aspectos preferidos, los anticuerpos neutralizantes para su uso en el método RIS segun la
presente divulgacion incluyen uno o mas de un anticuerpo seleccionado del grupo que consiste en:

a) el anticuerpo 4E10 que reconoce un segmento del ectodominio de gp41 adyacente a la membrana virica.
Véase, Cardoso R, et al., Immunity 2005; 22:163-173, nimero de acceso de PHSL 90.091703, nimero de
catalogo de NIH ARRRP 10091, y Katinger H, et al., US 5.753.503.

b) el anticuerpo 2F5 que reconoce un segmento del ectodominio de gp41 adyacente a la membrana virica. Véase,
Ofek G, et al., J. Virol. 2004; 78:10724-10737, numero de acceso de PHSL 90.091704, nimero de catalogo de
NIH ARRRP 1475, y Katinger, anteriormente.

c) los anticuerpos descritos en el documento EP 0822941 que se unen a dos determinantes antigénicos diferentes
de VIH-1, en donde los determinantes antigénicos son fragmentos de gp160 y corresponden a las secuencias
de aminoacidos 79 a 184 y 326 a 400 de gp120 procesada de aislado de VIH-1 BH 10. Véanse los nimeros de
acceso de PSHL 95032240 y 95032241.
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d) El 2G12 que reconoce hidratos de carbono en la superficie externa de gp120 (mAc 2G12). Véase, Trkola A, et
al., J. Virol. 1996; 70:1100-1108, numero de acceso de EACC 93091517, y nimero de catalogo de NIH ARRRP
1476.

e) el anticuerpo b12 que reconoce el sitio de unidon de CD4. Véase, Burton D, et al., Science 1994; 266: 1024-
1027, numero de catalogo de NIH ARRRP 2640 y Burton D, et al., documento EP 0675904; y

f) los anticuerpos neutralizantes PG9, PG16, PG20, PGG14 y PGC14. Véase, Chan-Hui P, et al., documento
W02010107939.

Los métodos para determinar si un anticuerpo es un nAc se han descrito en la técnica. Algunos de estos métodos se
basan en la determinacién de la reduccion en el efecto del anticuerpo de la expresiéon de un gen indicador después
de una unica ronda de infeccion virica usando una linea celular receptiva que codifica el gen indicador. Véase, Li,
2005, Wei, 2003, Montefiori, 2005, anteriormente, y Alvin C, WO2009117661

La capacidad neutralizante de los anticuerpos para su uso segun la presente divulgacion se puede caracterizar por
la CI50 (es decir, la concentracion de anticuerpo que produce una reduccion del 50% en la infeccidon de una célula
diana). Preferiblemente, los anticuerpos neutralizantes para su uso segun la presente divulgacion tienen una CI50 de
2 ug/ml o menor (menos de 0,15 pyg/ml, menos de 0,125 ug/ml, menos de 0,10 yg/ml, menos de 0,075 pg/ml, menos
de 0,05 pg/ml, menos de 0,025 pg/ml, menos de 0,02 ug/ml, menos de 0,015 pyg/ml, menos de 0,0125 yg/ml, menos
de 0,01 pyg/ml, menos de 0,0075 pg/ml, menos de 0,005 pug/ml o menos de 0,004 ug/ml (una concentracion de
anticuerpo de 108 o menor, preferiblemente 10°Mo menor, preferiblemente 10" Mo menor, es decir, 10™ M, 1072
M, 10 M o menor). Esto significa que solo se requieren concentraciones muy bajas de anticuerpo para la
neutralizacion al 50 por ciento de un asilado clinico de VIH in vitro. Se puede medir la potencia usando un ensayo de
neutralizacion estandar como se describe en la técnica.

La etapa de poner en contacto se lleva a cabo en condiciones adecuadas de modo que esos miembros de la libreria
de virus recombinantes capaces de unirse especificamente a los anticuerpos neutralizantes realmente se unen a
dichos anticuerpos.

Como se usa en el presente documento, el término “unirse especificamente” (o derivados del mismo), se refiere a la
interaccion entre pares de unién (por ejemplo, dos proteinas o compuestos). En algunos aspectos la interaccion
tiene una constante de afinidad de cdmo maximo 10™ moles/litro, como maximo 107 moles/litro o como méaximo 108
moles/litro. En general, la frase “se une especificamente” se refiere a la unién especifica de un compuesto a otro, en
donde el nivel de unién, medido por cualquier ensayo estandar (por ejemplo, un inmunoensayo), es estadisticamente
significativamente mayor que el control de fondo para el ensayo.

Las condiciones durante |la etapa de poner en contacto las puede determinar de una manera rutinaria el experto en
la materia. Las condiciones de “poner en contacto” ejemplares pueden comprender incubacién durante 15 minutos a
4 horas (por ejemplo, una hora, a 4°C, 37°C o a temperatura ambiente). Sin embargo, estas pueden variar segun
sea apropiado segun, por ejemplo, la naturaleza de los compafieros de uniéon que interaccionan. La muestra se
puede opcional y preferiblemente someter a agitacion, mezclado o rotacion suave. Ademas, se pueden afiadir otros
reactivos adecuados tales como agentes bloqueantes para reducir la unién no especifica. Por ejemplo, se puede
usar BSA del 1-4 por ciento u otro agente bloqueante adecuado (por ejemplo, leche). Sin embargo, se apreciara que
el experto en la materia puede variar y adaptar las condiciones de poner en contacto dependiendo del fin del método
de cribado. Por ejemplo, si la temperatura de incubacioén es, por ejemplo, temperatura ambiente o 37°C, esto puede
aumentar la posibilidad de identificar unidores que sean estables en estas condiciones (por ejemplo, en el caso de
incubacion a 37°C, unidores que son estables en condiciones encontradas en el cuerpo humano). Tal propiedad
podria ser extremadamente ventajosa si uno o ambos de los compafieros de union fuera un candidato a ser usado
en algun tipo de aplicacion terapéutica (por ejemplo, un anticuerpo). Tales adaptaciones estan en el ambito del
experto en la materia.

En un aspecto preferido, el anticuerpo neutralizante usado en la etapa de poner en contacto puede estar
inmovilizado en un soporte solido usando una variedad de técnicas que conocen los expertos en la materia, que se
describen ampliamente en la bibliografia de patentes y cientifica. El soporte solido puede ser cualquier material que
conocen los expertos en la materia al que se puede unir el anticuerpo. Por ejemplo, el soporte sélido puede ser un
pocillo de prueba en una placa de microtitulaciéon o un filtro de nitrocelulosa u otra membrana adecuada. De forma
alternativa, el soporte puede ser una bola o disco, tal como vidrio, fibra de vidrio, latex o un material plastico tal como
poliestireno o cloruro de polivinilo. El soporte también puede ser una particula magnética o un sensor de fibra 6ptica.
Véase, Jorgenson R, ef al., US 5.359.681.

El anticuerpo se puede inmovilizar en un soporte solido usando una variedad de técnicas que conocen los expertos
en la materia, que se describen ampliamente en la bibliografia de patentes y cientifica. En el contexto de la presente
divulgacion, la inmovilizacién incluye tanto la asociacion no covalente, tal como adsorciéon, como unién covalente
(que puede ser una unién directa entre el antigeno y grupos funcionales en el soporte o puede ser una union
mediante un agente de entrecruzamiento). La inmovilizacién por adsorcion a un pocillo en una placa de
microtitulacién o a una membrana es preferida. En tales casos, la adsorcion se puede alcanzar poniendo en contacto
el anticuerpo, en un tampén adecuado, con el soporte sélido durante un tiempo adecuado. El tiempo de contacto
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varia con la temperatura, pero tipicamente es entre 1 horay 1 dia. En un aspecto, poner en contacto un pocillo de
una placa de microtitulacion de plastico (tal como poliestireno o cloruro de polivinilo) con una cantidad de anticuerpo
que varia desde alrededor de 10 ng hasta alrededor de 1 g, y preferiblemente alrededor de 100-200 ng, es
suficiente para inmovilizar una cantidad adecuada de polipéptido.

La unién covalente de un anticuerpo a un soporte sélido también se puede alcanzar haciendo reaccionar primero el
soporte con un reactivo bifuncional que reaccionara tanto con el soporte como con un grupo funcional, tal como un
grupo hidroxilo o amino, en el anticuerpo. Por ejemplo, se puede unir covalentemente el anticuerpo a soportes que
tienen un recubrimiento polimérico apropiado usando benzoquinona o por condensacion de un grupo aldehido en el
soporte con una amina y un hidrégeno activo en el compafiero de unién, usando técnicas bien conocidas.

De forma alternativa, en lugar de inmovilizar el anticuerpo neutralizante a un soporte de forma covalente o no
covalente, la divulgacion contempla la posibilidad de inmovilizar el anticuerpo mediante unién a un primer anticuerpo
especifico para Fc o un fragmento de anticuerpo anti-Fc; que se ha inmovilizado previamente al soporte. Ademas de
ayudar a capturar el anticuerpo, el primer anticuerpo orienta el anticuerpo neutralizante para aumentar el porcentaje
de anticuerpo inmovilizado que es activo para unirse a miembros de la libreria virica. Por ejemplo, la inmovilizacién
se puede llevar a cabo poniendo primero en contacto un anticuerpo que se ha inmovilizado en un soporte sélido,
comunmente el pocillo de una placa de microtitulacién, con la libreria, de modo que se permite que esos virus en la
libreria que muestran afinidad hacia la muestra de anticuerpo neutralizante se unan al anticuerpo inmovilizado. La
muestra no unida se elimina luego de los complejos anticuerpo-virus inmovilizados. Mas especificamente, una vez
que el anticuerpo esta inmovilizado en el soporte como se describe anteriormente, el resto de los sitios de unién de
la proteina en el soporte tipicamente se bloquean.

A.2. Etapa de separacion

En una segunda etapa, el método RIS de la divulgacion comprende separar esos miembros de la libreria de virus
recombinantes que se unen al anticuerpo neutralizante de miembros que no se unen en base a su capacidad de
unirse al anticuerpo neutralizante.

Dicha etapa de separacion se puede referir a una separacion fisica (por ejemplo, en bolas o FACS) o eliminacion de
la fase sélida de la mezcla de reaccién, o se puede referir a una etapa en la que la fase sélida se somete a una o
mas etapas de lavado para eliminar los otros componentes de la mezcla de reaccién. En aspectos donde se lleva a
cabo la separacion fisica o la eliminacion de la fase sélida, preferiblemente, la fase solida también se somete a una o
mas etapas de lavado.

Las etapas de lavado se pueden llevar a cabo de cualquier modo apropiado dependiendo de la naturaleza de la fase
soélida y los compafieros de unién que interaccionan unidos a la misma. Los métodos apropiados de lavar fases
solidas particuladas los conoce bien el experto en la materia. Por ejemplo, si la fase sélida es particulada, las etapas
de lavado pueden tener lugar centrifugando las particulas en tales condiciones que formen un precipitado mientras
se elimina el sobrenadante. Después, las particulas se pueden resuspender en un medio acuoso apropiado (por
ejemplo, el mismo utilizado en la etapa de poner en contacto). La rigurosidad de los lavados (o realmente, la etapa
de poner en contacto) se puede modificar afiadiendo reactivos apropiados que conocen bien los expertos en la
materia (por ejemplo, Tween) para, por ejemplo, disminuir el fondo o la unién inespecifica. Tales etapas de precipitar
y resuspender constituirian un lavado. Se puede llevar a cabo cualquier nimero apropiado de lavados. Sin embargo,
si la fase solida fuera magnética, las etapas de lavado se podrian llevar a cabo de forma conveniente aplicando un
campo magnético al recipiente en el que se ha llevado a cabo la etapa de poner en contacto, eliminando el
sobrenadante y resuspendiendo la fase soélida en un medio acuoso apropiado. Tales etapas de separacion
magnética y resuspension constituirian una etapa de lavado y se podrian llevar a cabo cualquier nimero apropiado
de lavados. Si el soporte solido es no particulado (por ejemplo, es una superficie plana tal como una placa, un disco
o un filtro), de nuevo los expertos en la materia conocen bien métodos apropiados de lavar tales fases sélidas.

Ademas de las etapas de lavado opcionales descritas anteriormente, se debe advertir que también se pueden llevar
a cabo una o mas etapas de lavado en cualquier otra fase apropiada en el método RIS. Por ejemplo, también se
podrian llevar a cabo una o mas etapas de lavado de fases solidas después haber realizado cualquier etapa de
inmovilizacién, por ejemplo, para eliminar anticuerpos neutralizantes que no se han unido a la fase soélida. En efecto,
tales etapas de lavado son preferidas. Ademas, se pueden llevar a cabo una o mas etapas de lavado en fases
sélidas a otros tiempos apropiados durante el curso del método para eliminar, por ejemplo, entidades no unidas. El
experto en la materia puede determinar facilmente el nimero de lavados requeridos.

Una vez eliminados los componentes de la mezcla de reaccién que se unen débilmente o se unen de forma no
especifica a los anticuerpos neutralizantes, la etapa de separaciéon finalmente se lleva a cabo eluyendo esos
miembros de la libreria de virus recombinantes que se han unido especificamente a los anticuerpos neutralizantes.
Dependiendo del tipo de inmovilizacién, dicha etapa de elucién se podria llevar a cabo por cualquier método
adecuado, tal como, por ejemplo, utilizando un alcali, detergente o agente similar que rompe enlaces no covalentes,
seguido por neutralizacion, para dejar que los comparfieros que interaccionan se replieguen y se unan entre si. En el
caso de etiquetas de biotina, en general, las construcciones de la libreria que contienen tales etiquetas se manipulan
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para que contengan algun tipo de sitio para corte como un sitio de proteasa, un sitio de enzima de restriccion, un
grupo enlazador cortable S-S que se puede abrir con ditiotreitol (DTT). También se podria usar TEA. Se puede usar
un sitio de corte tales como los descritos anteriormente con cualquier tipo de etiqueta para permitir o facilitar la
elucion.

La liberacion de los virus del anticuerpo neutralizante como resultado de la etapa de elucién se puede llevar a cabo
tipicamente midiendo la presencia de uno o mas polipéptidos viricos en el sobrenadante. En un aspecto preferido, el
polipéptido ensayado es un polipéptido de capside virica. Cuando se usa una libreria de VIH en particular, ejemplos
no limitantes de proteinas de VIH que pueden ser adecuadas para su uso en los aspectos presentados en el
presente documento incluyen las proteinas gag de VIH p53, p24, p17, p7, p6, p2 o p1, glicoproteinas env de VIH
gp120, gp41 o gp160, enzimas de VIH incluyendo integrasa (p31), transcriptasa inversa (p51 o p66), RNasa H (p15),
proteasa (p10), las proteinas nef de VIH (p25/p27), la proteina vif de VIH p23, la proteina rev de VIH p19, la proteina
vpr de VIH (p12/p10), la proteina vpu de VIH (p16) o las proteinas tat de VIH (p16/p14). En un aspecto preferido, el
polipéptido de VIH ensayado para establecer si el virus seleccionado se ha eluido de forma eficaz de anticuerpo
neutralizante es p24.

Como se usa en el presente documento, el término “p24 de VIH" se refiere al producto génico de la region gag de
VIH, caracterizado como que tiene un peso molecular relativo aparente de alrededor de 24.000 dalton. El término
“p24 de VIH” también se refiere a modificaciones y fragmentos de p24 que tienen la actividad inmunoldgica de p24.

Se puede medir p24 con inmunoensayos enzimaticos mientras que la deteccion de p24 unido requiere
pretratamiento con un acido para disociar el complejo. Aunque los procedimientos varian entre fabricantes, las
pruebas de antigeno p24 de VIH emplean tecnologia ELISA con modificaciones para detectar antigeno, no
anticuerpo. En un ensayo representativo, tal como de tipo “sandwich de anticuerpo”, se une un anticuerpo
monoclonal especifico contra p24 de VIH a la fase solida (pocillo de placa de microtitulacién o bola de poliestireno)
que actua para “capturar” el antigeno virico en la muestra cuando se afiade. Se afiade un detergente (por ejemplo,
Triton X100) para romper viriones y si el antigeno esta presente en el medio, el antigeno se unira al anticuerpo
monoclonal en la fase sélida.

A.3. Etapa de deteccion

En una tercera etapa, el método RIS segun la divulgacion comprende determinar la secuencia de dicho péptido
variante presentado en la superficie del virus en esos miembros de la libreria seleccionados en la etapa (ii).

Una vez seleccionados o aislados uno o mas conjuntos de miembros que interaccionan de las librerias viricas segun
los métodos de la divulgacion, estos se someten a analisis adicional. Dichos analisis o usos adicionales en general
requieren que los comparferos de union del candidato se despeguen, retiren, aislen o eluyan del anticuerpo
neutralizante y se expresen o produzcan adicionalmente. De esta manera, el método de la presente divulgacion
comprende ademas una etapa en donde dichos miembros de la libreria virica capaces de interaccionar
especificamente con el anticuerpo neutralizante se despegan, retiran, eluyen o preferiblemente aislan o se expresan
o producen en aislamiento entre ellos. Dicho analisis adicional en general implica el aislamiento de miembros
individuales de la libreria que interaccionan mediante aislamiento del ARN de los virus unidos, transcripcion inversa
del ARN virico a ADNc y clonacién de dicho ADNc en un vector de expresion adecuado.

Una vez que el ADN que codifica los compafieros de unién se clona en un vector de expresién adecuado, el ADN
que codifica el compafero de unidon se puede secuenciar o se puede expresar la proteina en forma soluble y
someter a estudios de uniéon apropiados para caracterizar adicionalmente los candidatos a nivel de proteina. Los
estudios de unidn apropiados dependeran de la naturaleza de los comparieros de unién e incluyen, pero no estan
limitados a, ELISA, ensayos de cribado en filtros, FACS o ensayos de inmunofluorescencia, medidas de afinidad en
BiaCore u otros métodos para cuantificar constantes de union, tincion de cortes de tejidos o células y otros métodos
inmunohistoquimicos. Tales métodos estan bien establecidos en la bibliografia y se pueden usar uno o mas de ellos
para analizar las variantes de proteinas de envuelta seleccionadas.

Como se ha mencionado anteriormente, los métodos apropiados para analizar los compafieros de uniéon que
interaccionan individuales se conocen en la técnica. Un método preferido sera secuenciar el material genético de los
virus de la libreria que se unen especificamente al anticuerpo neutralizante.

Tipicamente, en el caso de retrovirus que tienen ARN como material genético, el paso de deteccion implica el
aislamiento del ARN, transcripcién inversa del ARN a ADNc monocatenario resultado, tratar el ADN monocatenario
para obtener ADN bicatenario y clonar el ADNc bicatenario en el vector de eleccion y secuenciar el ADNc.

La transcripcion inversa se lleva a cabo usando métodos que conoce el experto en la materia y se puede llevar a
cabo de forma isotérmica, asi como usando ARN polimerasas termoestables en presencia de una ADN polimerasa
dependiente de ARN incluyendo, sin limitacion, AMV, AMV clonada, MMLV, Spuerscripitll, ReverTraAce,
transcriptasa inversa Tth, transcriptasa inversa del virus de la hepatitis B, transcriptasa inversa del virus del mosaico
de la coliflor, transcriptasa inversa bacteriana y Thermoscript. Las enzimas utilizadas en la presente divulgacion
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incluyen las que tienen actividad RNasa H reducida, sustancialmente reducida o completamente eliminada. Mediante
una enzima con “actividad RNasa H sustancialmente reducida” se quiere decir una enzima que tiene menos del
alrededor del 20%, preferiblemente menos de alrededor del 15%, el 10% o el 5%, y lo mas preferiblemente menos
de alrededor del 2%, de la actividad RNasa H de la correspondiente enzima tipo salvaje o RNasa H+, tal como virus
de la leucemia murina de Moloney de tipo salvaje (M-MLV), transcriptasas inversas de virus de la mieloblastosis
aviar (AMV) o del virus del sarcoma de Rous (RSV). La actividad RNasa H de cualquier enzima se puede determinar
mediante una variedad de ensayos conocidos. Véase, Kotewicz M, et al., Nucl. Acids Res. 1988; 16:265-277, Gerard
G, et al., Focus 1992; 14(5):91-93, y Kotewicz M, et al., US 5.244.797. Polipéptidos particularmente preferidos para
uso en la divulgacion incluyen, pero no estan limitados a la transcriptasa inversa de M-MLYV, transcriptasa inversa de
RSV, transcriptasa inversa de AMV, transcriptasa inversa de RAV (virus asociado a Rous), transcriptasa inversa de
MAV (virus asociado a mieloblastosis) y transcriptasa inversa de VIH. Véase Kotewicz M, ef al., US 5.244.797 y
Gerard G, et al., WO1998047912. Sin embargo, el experto en la materia entendera que se puede usar de forma
equivalente cualquier enzima capaz de producir una molécula de ADN a partir de una molécula de acido ribonucleico
(es decir, que tiene actividad transcriptasa inversa) en las composiciones, métodos y kits de la divulgacion.

El ADNc monocatenario se puede tratar de modo que se obtenga un ADN bicatenario usando cualquier método
conocido en la técnica. Preferiblemente, la conversion del ADNc monocatenario a ADN bicatenario se lleva a cabo
usando tecnologias de amplificacion in vitro tales como reacciéon en cadena de la polimerasa (PCR), reaccion en
cadena de la ligasa (LCR), amplificacion basada en secuencia de acidos nucleicos (NASBA), amplificacion por
desplazamiento de la hebra (SDA), amplificacion mediada por transcripcion (TMA), tecnologia de ADN ramificado
(bDNA), amplificaciéon de ADN auxiliada por enlazador (LADA), amplificacion por replicasa Q-beta (Q-beta),
amplificacion isotérmica mediada por bucle (LAMP) y tecnologia de amplificacion por circulo rodante (RCAT) u otras
tecnologias de amplificacion enzimatica in vitro. El paso de amplificacion se lleva a cabo usando cebadores
correspondientes a las secuencias de las regiones adaptadoras. EI ADN bicatenario resultante se puede purificar
usando una columna de purificacion, bolas electromagnéticas a las que se une el cebador o por electroforesis
mediante un gel de agarosa.

El ADN bicatenario resultante se puede insertar en un vector de eleccion usando métodos conocidos en la técnica.
En un aspecto preferido, los cebadores usados durante el paso de amplificacion por PCR contienen en sus regiones
5’ sitios diana para endonucleasas de restriccion que generan extremos compatibles con los presentes en el vector
de eleccion. Los sitios diana de endonucleasas permiten la generacion de extremos cohesivos que se pueden usar
para clonar los polinucleétidos en vectores apropiados.

La etapa de secuenciacion se puede llevar a cabo usando cualquier medio conocido de secuenciaciéon tal como
secuenciacion quimica (Maxam-Gilbert), secuenciacion dideoxi de Sanger, pirosecuenciacion, secuenciacion con
deteccion de fluorescencia y secuenciacion de ADN por espectrometria de masas.

B. Polipéptidos inmunogénicos, polinucledtidos, vectores y células huésped

El método de seleccion inmunogénica rapida (RIS) segun la presente divulgacion permite la identificacion de
polipéptidos que son variantes del polipéptido presentado en la superficie de un virus y que son candidatos para
generar anticuerpos neutralizantes y por tanto, para su uso como composiciones inmunogénicas o vacunas. De esta
manera, en otro aspecto, la divulgacion se refiere a polipéptidos identificados por el método de la invencion.

El término “polipéptido”, que se usa en el presente documento de forma intercambiable con proteina, se refiere a una
cadena de aminoacidos de cualquier longitud en donde los diferentes aminoacidos estan unidos entre si por medio
de enlaces peptidicos o puentes disulfuro.

En el caso particular en donde el virus seleccionado segun el método de la divulgacién sea un retrovirus, el
polipéptido es una variante de una proteina de la envuelta. En un aspecto preferido, el retrovirus es VIH y el
polipéptido segun la presente divulgacion es una variante de gp120.

El polipéptido identificado segun el método RIS de la divulgacion, preferiblemente comprende al menos una
mutacion en una region seleccionada del grupo que consiste en la region constante C1, la region variable V1, la
region variable V2, la region constante C2, la region constante C5 y el ectodominio de gp41.

En un aspecto mas preferido, la mutacidon en la regién constante C1 es una mutacion en la posicién 88. En un
aspecto mas preferido, el residuo mutado en la posicién 88 es un Asp. En un aspecto ain mas preferido, la mutaciéon
en la regién constante C1 es una mutacion N88D.

En un aspecto mas preferido, la mutacién en la region variable V1 es una mutacion en una o mas posiciones
seleccionadas del grupo que consiste en las posiciones 131, 132 y 138. En un aspecto mas preferido, los residuos
mutados en las posiciones 131, 132 y 138 en la regién V1 son Y, N y/o G, respectivamente. En un aspecto aun mas
preferido, la mutacion en la region V1 es C131Y, T132N y/o D138G.
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En un aspecto mas preferido, la mutacién en la region variable V2 es una mutacion en una o mas posiciones
seleccionadas del grupo que consiste en las posiciones 160 y 187. En un aspecto mas preferido, los residuos
mutados en la region V2 son Y en la posicién 160 y/o Asp en la posicién 187. En un aspecto ain mas preferido, la
mutacion en la region V2 es N160Y y/o N191D.

En un aspecto mas preferido, la mutaciéon en la regiéon constante C2 es una mutacion en la posicién 219. En un
aspecto mas preferido, el residuo mutado en la posicion 219 de la region C2 es Val. En un aspecto ain mas
preferido, la mutacion en la region C2 es 1219V.

En un aspecto mas preferido, la mutacion en la regién constante C5 es una mutacién en una o mas posiciones
seleccionadas del grupo que consiste en las posiciones 479 y 507. En un aspecto mas preferido, los residuos
mutados en las posiciones 479 y 507 en la region C5 son lle y Trp, respectivamente. En un aspecto ain mas
preferido, la mutacioén en la region C5 es M4751 y/o R507W.

En un aspecto mas preferido, la variante de gp120 o fragmento de la misma segun la divulgacion tiene las
mutaciones C131Y, T132N, D138G y N160Y.

En un aspecto mas preferido, la variante de gp120 o fragmento de la misma segun la divulgacion tiene las
mutaciones N88D, C131Y, T132N, D138G, N160Y, N191D, A226V, M479], R507W e Y647N.

En otro aspecto, la variante de gp120 o fragmento de la misma segun la divulgacion tiene las mutaciones N203S y
G604E.

En un aspecto mas preferido, la mutacién en el ectodominio de gp41 es T643N.

La numeracion de las posiciones mencionadas anteriormente se refiere a la secuencia de la preproteina gp160
codificada por el gen env (SEQ ID NO: 1) del aislado AC10HXb2 de VIH representado en SEQ ID NO: 2, que esta
codificado por el gen env representado en SEQ ID NO: 1. Véase, Li, 2005, anteriormente y el nimero de acceso del
NCBI AY835446.

El polipéptido inmunogénico segun la invencion comprende el polipéptido env del aislado LR1-C1 (SEQ ID NO: 4)
codificado por polinucleétido de SEQ ID NO: 3. El aislado LR1-C1 contiene las mutaciones N88D, C131Y, T132N,
D138G, T132N, N160Y, N191D, A226V, M479I, R507W e Y647N con respecto a la numeraciéon de SEQ ID NO:2.

En un aspecto preferido, el polipéptido inmunogénico segun la divulgacion comprende el polipéptido env del clon 10
aislado con el anticuerpo PG16 (SEQ ID NO:31) o un fragmento del mismo. La secuencia modificada muestra las
mutaciones N203S y G604E.

En un aspecto preferido, la variante inmunogénica de gp120 segun la divulgaciéon o el fragmento de la misma
comprende una secuencia seleccionada del grupo que consiste en SEQ ID NO:17, SEQ ID NO:18, SEQ ID NO:19,
SEQ ID NO:20, SEQ ID NO:21, SEQ ID NO:22, SEQ ID NO:23, SEQ ID NO:24, SEQ ID NO:25, SEQ ID NO:26, SEQ
ID NO:27, SEQ ID NO:28, SEQ ID NO:29 y SEQ ID NO:31.

Aunque los mutantes de gp120 que muestran afinidad aumentada hacia anticuerpos neutralizantes que se han
determinado en la presente descripcion derivan del aislado AC10 de VIH (nimero de acceso del NCBI AY835446 y
el gen env mostrado en SEQ ID NO: 1), se apreciara que los polipéptidos inmunogénicos segun la presente
divulgacién pueden derivar de otros aislados de VIH cambiando las posiciones correspondientes en el gen env de
dichos otros aislados de VIH. Las posiciones correspondientes en otros aislados de VIH se pueden determinar sin
mas usando cualquier algoritmo de alineamiento de secuencia adecuado.

Los métodos de alineamiento de secuencias para comparacién se conocen bien en la técnica. El alineamiento
6ptimo de secuencia para comparacion se puede realizar, por ejemplo, mediante el algoritmo de homologia local de
Smith-Waterman, mediante el algoritmo de alineamiento de homologia de Needleman-Wunsch, mediante el método
de busqueda de similitud de Pearson-Lipman, mediante implementaciones computarizadas de estos algoritmos o
mediante alineamiento manual e inspeccion visual. Véase, Smith T, Waterman M, Adv. Appl. Math. 1981; 2:482-489;
Needleman S, Wunsch C, J. Mol. Biol. 1970; 48:443-453; Pearson W, Lipman D, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 1988;
85:2444-2448; los programas GAP, BESTFIT, FASTA y TFASTA, paquete de software genético de Wisconsin,
Genetics Computer Group, Madison, WI, EE UU; Ausubel F, et al., Eds, “Short Protocols in Molecular Biology”, 42
Ed. (John Wiley and Sons, Inc., Nueva York, NY, EE UU).

Un “fragmento” es una parte Unica del polinucleétido que codifica el polipéptido de la envuelta de VIH de la presente
divulgacién mas corto en longitud que la secuencia parental. De forma similar, el término “fragmento” se refiere a un
polipéptido de envuelta de VIH-1 de la presente divulgacion que comprende hasta la longitud completa de la
secuencia peptidica definida menos un residuo de aminoacido y la secuencia codificante de nucleétidos de la
misma. Por ejemplo, un fragmento puede comprender de 5 a 2500 nucleétidos o residuos de aminoacidos contiguos.
Un fragmento usado como sonda, cebador, antigeno, molécula terapéutica o para otros fines, puede tener al menos
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5,10, 15, 16, 20, 25, 30, 40, 50, 60, 75, 100, 150, 250, 500 o al menos 700 nucledtidos o residuos de aminoacidos
contiguos de longitud. Los fragmentos se pueden seleccionar preferentemente de ciertas regiones de una molécula.
Por ejemplo, un fragmento polipeptidico puede comprender una cierta longitud de aminoacidos contiguos
seleccionados de los primeros 250 o 500 aminoacidos (o primer 25 por ciento o 50 por ciento) de un polipéptido
mostrado en cierta secuencia definida. Claramente estas longitudes son ejemplares, y cualquier longitud que esté
apoyada por la especificacion, incluyendo la lista de secuencias, tablas y figuras, puede estar abarcada por los
presentes aspectos.

La presente divulgacion concierne a construcciones de acido nucleico incluyendo secuencias de polinucledtidos que
codifican polipéptidos gp120 antigénicos de VIH-1. Estos polinucleétidos incluyen secuencias de ADN, ADNc y ARN
que codifican el polipéptido de interés.

El término “polinucledtido”, como se usa en esta divulgacion, se refiere a un polimero formado por un ndmero
variable de monémeros en donde los monémeros son nucledtidos, incluyendo tanto ribonucleédtidos como
desoxirribonucleodtidos. Los polinucleétidos incluyen monémeros modificados por metilacion, asi como formas sin
modificar. Los términos “polinucledtido” y “acido nucleico” se usan de forma intercambiable en esta divulgacion e
incluyen ARNm, ADNc y polinucleétidos recombinantes. Como se usa en esta divulgacion, los polinucledtidos no
estan limitados a polinucleétidos como aparecen en la naturaleza, sino que incluyen polinucleétidos que contienen
analogos de nucledtidos y enlaces internucledtidicos no naturales.

Los métodos para la manipulacién e inserciéon de los acidos nucleicos de esta divulgacion en vectores se conocen
bien en la técnica. Véase, Sambrook, 1989, anteriormente y Ausubel F, et al., Eds, “Short Protocols in Molecular
Biology”, 42 Ed. (John Wiley and Sons, Inc., Nueva York, NY, EE UU, 2002).

Tipicamente, las construcciones de acido nucleico que codifican los polipéptidos gp120 de la divulgacién son
plasmidos. Sin embargo, se pueden utilizar otros vectores (por ejemplo, vectores viricos, fagos, cosmidos) para
replicar los acidos nucleicos. En el contexto de esta divulgacion, las construcciones de acido nucleico tipicamente
son vectores de expresidon que contienen una secuencia promotora que facilita la transcripcion eficaz de la
secuencia genética insertada. El vector de expresion tipicamente contiene un origen de replicacion, un promotor, asi
como secuencias especificas de acido nucleico que permiten la seleccion fenotipica de las células transformadas.

Mas en general, las secuencias de polinucleétidos que codifican los polipéptidos gp120 de esta divulgacion pueden
estar operativamente unidas a cualquier promotor y/o potenciador capaz de dirigir la expresion del acido nucleico
tras la introduccion en una célula huésped. Un promotor es una serie de secuencias control de acido nucleico (que
pueden estar) cerca del sitio de inicio de la transcripcion, tal como en el caso del promotor tipo polimerasa Il (un
elemento TATA). Un promotor también puede incluir elementos distales potenciador o represor que pueden estar
localizados tanto como a varios miles de pares bases del sitio de iniciacion de la transcripcion. Se incluyen tanto
promotores constitutivos como inducibles. Véase, Bitter G, et al., Meth. Enzymol. 1987; 153:516-544.

Para producir tales construcciones de acidos nucleicos, las secuencias de polinucleétidos que codifican los
polipéptidos gp120 se insertan en un vector de expresion adecuado, tal como un vector de expresion plasmidico.
Los procedimientos para producir secuencias de polinucledtidos que codifican polipéptidos gp120 y para
manipularlas in vitro las conocen bien los expertos en la materia. Véase, Sambrook, 1989 y Ausubel, 2002,
anteriormente.

Las secuencias de polinucleétidos que codifican un polipéptido gp120 inmunogénico se pueden insertar en un vector
de expresion incluyendo, pero no limitado a, un plasmido, virus u otro vehiculo que se puede manipular para permitir
la insercién o incorporacion de secuencias que se pueden expresar en procariotas o eucariotas. Los huéspedes
pueden incluir organismos microbianos, levaduras, insectos y mamiferos. Los métodos de expresar secuencias de
ADN que tienen secuencias eucariotas o viricas en procariotas se conocen bien en la técnica. Los vectores de ADN
viricos y plasmidicos biolégicamente funcionales capaces de expresion y replicacion en un huésped se conocen en
la técnica.

La transformacion de una célula huésped con ADN recombinante se puede llevar a cabo por técnicas
convencionales que conocen bien los expertos en la materia. Donde el huésped es procariota, tal como E. coli, se
pueden preparar células competentes de que son capaces de captar ADN a partir de células recogidas después de
la fase de crecimiento exponencial y tratar posteriormente por el método de CaCl, usando procedimientos bien
conocidos en la técnica. De forma alternativa, se puede usar MgCl, o RbCI. La transformacion también se puede
realizar después de formar un protoplasto de la célula huésped si se desea, o por electroporacion.

Cuando el huésped es un eucariota, se pueden usar tales métodos de transfeccién de ADN como coprecipitados de
fosfato de calcio, procedimientos mecanicos convencionales tales como microinyeccion, electroporacion, insercion
de un plasmido encerrado en liposomas, o vectores viricos. Las células eucariotas también se pueden cotransformar
con secuencias de polinucledtidos que codifican un polipéptido gp120 inmunogénico, y una segunda molécula de
ADN exdégeno que codifica un fenotipo seleccionable, tal como el gen de la timidina quinasa del herpes simple. Otro
método es usar un vector virico eucariota, tal como el virus simio 40 (SV40) o virus del papiloma bovino, para
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infectar o transformar de forma transitoria células eucariotas y expresar la proteina. Véase, Gluzman Y, Ed.,,
“Eukaryotic Viral Vectors” (Cold Spring Harbor Laboratory Press, Cold Spring Harbor, NY, EE UU, 1982).

C. Anticuerpos

Las variantes de gp120 y fragmentos de las mismas segun la presente divulgacion también se pueden usar para
generar anticuerpos capaces de reconocer y neutralizar VIH cuando el virus o particulas del mismo estan presentes
en un liquido bioldgico de un sujeto. De esta manera, en otro aspecto, la divulgacion se refiere a un anticuerpo que
se une especificamente a un polipéptido inmundgeno segun la divulgacion.

Como se usa en la presente divulgacion, el término “anticuerpo” se refiere a una proteina monomérica o multimérica
que comprende al menos un polipéptido que tiene la capacidad de unirse a un antigeno determinado y comprende
todo o parte de la region variable de la cadena ligera o pesada de una molécula de inmunoglobulina. Los anticuerpos
de la divulgacion incluyen, pero no estan limitados a, anticuerpos monoclonales, anticuerpos monoespecificos,
anticuerpos policlonales, anticuerpos multiespecificos, diacuerpos, triacuerpos, tetracuerpos, anticuerpos humanos,
anticuerpos humanizados, anticuerpos camelizados, anticuerpos quiméricos, anticuerpos de cadena sencilla,
anticuerpos de dominio unico, fragmentos Fab, fragmentos F(ab’), fragmentos F(ab’),, fragmentos Fv (es decir, €l
moddulo funcional mas pequefio de un anticuerpo), Fv de cadena sencilla (scFV), Fv estabilizados por disulfuro
(dsFV), Fd, Vu, Vi, Va, Vg y anticuerpos anti-idiotipicos (anti-Id) (por ejemplo, anticuerpos anti-ld hacia anticuerpos
de la invencion), intracuerpos y fragmentos de union a epitopos de cualquiera de los anteriores. En algunos
aspectos los anticuerpos son anticuerpos monoclonales. En otros aspectos, los anticuerpos son fragmentos Fv,
incluyendo regiones Vyy V..

Estos anticuerpos se pueden generar por medios convencionales utilizando los péptidos de esta divulgacion. Véase,
Kieber-Emmons T, et al., WO1991004273. Por ejemplo, se pueden generar anticuerpos policlonales estimulando de
forma convencional el sistema inmunitario de un animal seleccionado con uno o ambos de los péptidos identificados
anteriormente o construcciones multivalentes, lo que permite que el sistema inmunitario produzca anticuerpos
naturales contra ellos, y recoger estos anticuerpos de la sangre del animal u otro liquido biolégico. Se pueden
obtener anticuerpos policlonales de titulo alto usando las construcciones multivalentes descritas anteriormente como
antigenos. Los anticuerpos resultantes son capaces de unirse al antigeno de VIH seleccionado como aparece en los
liquidos biolégicos de un sujeto infectado.

Ademas, también se pueden usar los péptidos de la presente divulgaciéon para generar anticuerpos que se pueden
usar como moldes para generar anticuerpos anti-idiotipicos que tienen la imagen interna de la estructura del epitopo
neutralizante contenida en la secuencia del péptido. Estos anticuerpos, policlonales o0 monoclonales, se pueden usar
después en formulaciones de vacuna o en inmunoterapia activa. Segun esto, la presente divulgacion también incluye
anticuerpos monoclonales o policlonales que tienen la imagen interna de los péptidos, asi como métodos para
generar estos anticuerpos. Véase, Kieber-Emmons, anteriormente.

Donde sea deseable obtener y utilizar anticuerpos monoclonales (Acm) para las composiciones y métodos de esta
divulgacion, se pueden generar lineas de células de hibridoma que expresen los MAc deseables usando lineas de
células tumorales disponibles. Véase, Kohler G, Milstein C, Nature 1975; 256(5517):495-497.

Se pueden generar anticuerpos recombinantes usando técnicas conocidas para su produccion. Véase, Huse W, et
al., Science 1989; 246:1275-1281. También se pueden generar anticuerpos de titulo alto deseables aplicando
técnicas recombinantes conocidas a los anticuerpos monoclonales o policlonales desarrollados hacia estos
antigenos. Véase, Amit R, et al., Science 1986; 233:747-753, Queen C, et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA 1988;
86:10029-10033; Riechmann L, et al., Nature 1988; 332:323-327 y Barbas C, et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA 1992;
89:4457-4461 y Winter P, GB 2188638.

D. Composiciones inmunogénicas capaces de generar anticuerpos neutralizantes

Los polipéptidos gp120 variantes y moléculas de acido nucleico que codifican los polipéptidos gp120 variantes
divulgados en el presente documento se pueden usar como inmundgenos o para producir inmunégenos para
provocar una respuesta inmunitaria (composiciones inmunogénicas) contra gp120 o un virus que expresa gp120
para prevenir, reducir o controlar, por ejemplo, la infeccion por VIH-1 o sus sintomas. Después de la administracion
de una cantidad terapéuticamente eficaz de las composiciones terapéuticas divulgadas, se puede seguir al sujeto
para infeccién por VIH-1, sintomas asociados con la infeccién por VIH-1 o0 ambos. De esta manera, en otro aspecto,
la divulgacion se refiere a una composicion inmunogénica que comprende un polipéptido gp120 variante de VIH-1 o
un fragmento inmunogénico del mismo segun la divulgacién, un polinucleétido que codifica dicho polipéptido o un
vector de expresion que comprende dicho polinucleétido.

Los fragmentos inmunogénicos adecuados de gp120 para uso en las composiciones inmunogénicas incluyen
péptidos de tamafio relativamente pequefio, tal como aproximadamente de 5 a 100 aminoacidos de tamafio, por
ejemplo, aproximadamente 5, aproximadamente 6, aproximadamente 7, aproximadamente 8, aproximadamente 9,
aproximadamente 10, aproximadamente 15, aproximadamente 20, aproximadamente 25, aproximadamente 30,
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aproximadamente 40, aproximadamente 50, aproximadamente 60, aproximadamente 70, aproximadamente 80,
aproximadamente 90 o aproximadamente 100. De esta manera, se pueden usar fragmentos (por ejemplo, epitopos u
otros fragmentos antigénicos) de un polipéptido gp120, tal como cualquiera de los polipéptidos gp120 descritos en el
presente documento o un fragmento de los mismos como inmundgenos.

El término “composicién inmunogénica” se refiere a una composicién que provoca una respuesta inmunitaria que
produce anticuerpos o respuestas inmunitarias celulares contra un inmundgeno especifico. Se pueden preparar
composiciones inyectables, por ejemplo, como soluciones, suspensiones y emulsiones liquidas. El término
“composicién inmunogénica” se refiere a una composicion que puede ser reconocida por un sistema inmunitario
huésped. Por ejemplo, una composicion antigénica contiene epitopos que pueden reconocer componentes
humorales (por ejemplo, anticuerpo) y/o celulares (por ejemplo, linfocitos T) de un sistema inmunitario huésped.

El término “vacuna” se refiere a una composicion inmunogénica para administracion in vivo a un huésped, que
puede ser un primate, particularmente un huésped humano, para conferir proteccion contra enfermedad,
particularmente una enfermedad virica.

Las composiciones inmunogénicas segun la divulgacién son utiles para el tratamiento o prevencion de
enfermedades causadas por una infeccion de VIH. En un aspecto adicional, la divulgacion se refiere a un péptido, un
acido nucleico, un vector, una composicion inmunogénica o una vacuna segun la divulgacion para uso en la
prevencion de una enfermedad resultante de una infeccién por VIH-1. De forma alternativa, la invencion se refiere al
uso de un péptido, un acido nucleico, un vector, una composicién inmunogénica o una vacuna segun la divulgacion
para la fabricacion de un medicamento para la prevencién de una enfermedad resultante de infeccién por VIH-1. De
forma alternativa, la divulgacion se refiere a un método para la prevencion en un sujeto de una enfermedad
resultante de infeccion por VIH-1 que comprende la administracion a dicho sujeto de un péptido, un acido nucleico,
un vector, una composiciéon inmunogénica o una vacuna segun la divulgacion.

El término “tratamiento”, como se usa en el presente documento comprende cualquier tipo de terapia, cuyo fin es
terminar, prevenir, mejorar y/o reducir la susceptibilidad a un estado clinico descrita en el presente documento. En
una forma de realizacién preferida, el término tratamiento se refiere a tratamiento profilactico (es decir, una terapia
para reducir la susceptibilidad a un estado clinico, un trastorno o afeccién como se define en el presente
documento).

De esta manera, “tratamiento”, “tratar” y similares, como se usan en el presente documento, se refieren a obtener un
efecto farmacoldgico y/o fisiolégico deseado, que cubre cualquier tratamiento de un afeccion patolégica o trastorno
en un mamifero incluyendo un ser humano. El efecto puede ser profilactico en términos de prevenir completa o
parcialmente un trastorno o sintoma del mismo y/o puede ser terapéutico en términos de una cura parcial o completa
para un trastorno y/o efecto adverso atribuible al trastorno. Esto es, “tratamiento” incluye (1) prevenir que el trastorno
se produzca o reaparezca en un sujeto, (2) inhibir el trastorno, tal como parar su desarrollo, (3) parar o terminar el
trastorno o al menos los sintomas asociados con el mismo, de modo que el huésped no padezca mas el trastorno o
sus sintomas, tal como producir regresion del trastorno o sus sintomas, por ejemplo, restaurar o reparar una funcién
perdida, que falta o defectuosa, o estimular un proceso ineficaz, o (4) mitigar, aliviar o mejorar el trastorno, o
sintomas asociados con el mismo, donde se usa mejora en un sentido amplio para referirse a al menos una
reduccion en la magnitud de un parametro, tal como inflamacion, dolor y/o deficiencia inmunitaria.

Los términos “prevenir’ y “prevencion”, como se usan en el presente documento, se refieren a un descenso en la
aparicion de células patologicas en un animal. La prevencion puede ser completa (por ejemplo, la ausencia total de
células patoldgicas en un sujeto). La prevencion también puede ser parcial, de modo que por ejemplo la aparicién de
células patoldgicas en un sujeto es menor que la que se habria producido sin la presente divulgacion. Prevencion
también se refiere a susceptibilidad reducida a una afeccion clinica.

Las composiciones inmunogénicas segun la divulgacion pueden comprender ademas un soporte farmacéuticamente
aceptable.

Un “soporte farmacéuticamente aceptable”, “diluyente farmacéuticamente aceptable” o “excipiente
farmacéuticamente aceptable” o “vehiculo farmacéuticamente aceptable”, usados de forma intercambiable en el
presente documento, se refiere a un relleno, diluyente, material encapsulante o formulacion auxiliar de cualquier tipo
convencional solido, semisdlido o liquido no téxico. Un soporte farmacéuticamente aceptable es esencialmente no
toxico para los receptores a las dosis y concentraciones empleadas y es compatible con otros ingredientes de la
formulaciéon. Por ejemplo, el soporte para una formulacion que contiene polipéptidos normalmente no incluiria
agentes oxidantes y otros compuestos que se sabe que son dafiinos para los polipéptidos. Los soportes adecuados
incluyen, pero no estan limitados a, agua, dextrosa, glicerol, solucién salina, etanol y combinaciones de los mismos.
El soporte puede contener agentes adicionales tales como agentes humectantes o emulsionantes, agentes
reguladores del pH o adyuvantes que aumentan la eficacia de la formulacién. Los adyuvantes de podrian seleccionar
por ejemplo, de grupo que consiste en: AIK(SO4)2, AINa(S04)2, AINH4 (SO4), silice, alimina, Al(OH)3, Ca3(P04)2,
caolin, carbono, hidroxido de aluminio, muramil dipéptidos, N-acetil-muramil-L-treonil-D-isoglutamina (thr-DMP), N-
acetil-nornuramil-L-alanil-D-isoglutamina (CGP 11687, también denominado nor-MDP), N-acetilmuramil-L-alanil-D-
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isoglutaminil-L-alanina-2-(1’2’-dipalmitoil-sn-glicero-3-hidroxfosforiloxi)-etilamina (CGP 19835A, también denominada
MTP-PE), RIBI (MPL+TDM+CWS) en una emulsion al 2 por ciento de escualeno/Tween-80°, lipopolisacaridos y sus
varios derivados, incluyendo lipido A, adyuvante completo de Freund (FCA), adyuvantes incompletos de Freund,
adyuvante 65 de Merck, polinucledtidos (por ejemplo, acidos poli IC y poli AU), cera D de Mycobacterium,
tuberculosis, sustancias encontradas en Corynebacterium parvum, Bordetella pertussis, y miembros del género
Brucella, Titermax, ISCOMS, Quil A, ALUN, derivados de lipido A, derivados de la toxina del célera, derivados de
HSP, derivados de LPS, matrices peptidicas sintéticas o GMDP, interleuquina 1, interleuquina 2, Montanide ISA-51 y
QS-21, oligonucledtido CpG, poli I:C y GM-CSF. Véase Hunter R, US 5.554.372, y Jager E, Knuth A,
WO1997028816.

Se puede unir de forma covalente un polipéptido gp120 variante segun la divulgacién a un soporte, que es una
macromolécula inmunogénica a la que se puede unir una molécula antigénica. Cuando esta unido a un soporte, €l
polipéptido unido se hace mas inmunogénico. Los soportes se eligen para aumentar la inmunogenicidad de la
molécula unida y/o inducir titulos mayores de anticuerpos contra el soporte que son diagnéstica, analitica y/o
terapéuticamente beneficiosos. La unién covalente de una molécula a un soporte puede conferir inmunogenicidad
aumentada y dependencia de células T. Véase, Pozsgay V, et al., PNAS 1999; 96:5194-5197, Lee S, et al., J.
Immunol. 1976; 116:1711-1718 y Dintzis R, et al., PNAS 1976; 73:3671-3675. Soportes Utiles incluyen soportes
poliméricos, que pueden ser naturales (por ejemplo, polisacaridos, polipéptidos o proteinas de bacterias o virus),
materiales semisintéticos o sintéticos que contienen uno o mas grupos funcionales a los que se pueden unir un
grupo reactivo. También se pueden usar como soportes productos bacterianos y proteinas viricas (por ejemplo,
antigeno de superficie y antigeno central del virus de la hepatitis B), asi como proteinas de organismos superiores
tal como hemocianina de lapa californiana, hemocianina de cangrejo bayoneta, edestina, seroalbuminas de
mamifero e inmunoglobulinas de mamifero. Productos bacterianos adicionales para uso como soportes incluyen
proteinas de la pared bacteriana y otros productos (por ejemplo, paredes celulares y lipopolisacarido (LPS) de
estreptococos y estafilococos).

La presente divulgacion se refiere ademas a prevenir o reducir sintomas asociados con infeccion por VIH. Estos
incluyen sintomas asociados con la fase sintomatica menor de la infeccion por VIH, incluyendo, por ejemplo, zoster,
erupcion cutanea e infeccion de las ufias, llagas bucales, infeccion recurrente de nariz y garganta, y pérdida de
peso. Ademas, sintomas adicionales asociados con la fase sintomatica principal de la infeccion por VIH incluyen, por
ejemplo, candidiasis bucal o vaginal (Candida), diarrea persistente, pérdida de peso, tos persistente, tuberculosis
reactivada e infecciones recurrentes por herpes, tal como herpes labial (herpes simple). Los sintomas de SIDA en
estado mas avanzado que se pueden tratar segun la presente divulgacion, incluyen, por ejemplo, diarrea, nausea y
vomitos, candidiasis y llagas bucales, infecciones vaginales persistentes, recurrentes y cancer cervical,
linfadenopatia generalizada persistente (PGL), infecciones cutaneas graves, verrugas y tifia, infecciones
respiratorias, neumonia, en especial neumonia por Pneumocystis carinii (PCP), herpes zoster (o culebrilla),
problemas del sistema nervioso, tales como dolores, entumecimiento u “hormigueo” en las manos y los pies,
anormalidades neuroldgicas, sarcoma de Kaposi, linfoma, tuberculosis y otras infecciones oportunistas.

Los efectos beneficiosos de los péptidos, acidos nucleicos y vectores de la divulgacion incluyen, por ejemplo,
prevenir o retrasar la infeccion inicial de un individuo expuesto a VIH; reducir la carga virica en un individuo infectado
con VIH; prolongar la fase asintomatica de infeccion por VIH; mantener cargas viricas bajas a través de terapia anti-
retroviral (TAR); aumentar los niveles de células T CD4 o reducir el descenso en células T CD4, tanto especificas
como no especificas para VIH-1, en pacientes sin tratamiento previo con farmacos y en pacientes tratados con ART,
aumentar en conjunto la salud o calidad de vida de un individuo con SIDA; y prolongar la esperanza de vida de un
individuo con SIDA. Un médico puede comparar el efecto de inmunizacién con el estado del paciente antes del
tratamiento, o con el estado esperado de un paciente sin tratar, para determinar si el tratamiento es eficaz en inhibir
el SIDA.

La composicién inmunogénica se puede administrar por cualquier medio que conozca el experto en la materia, tal
como mediante inyeccion intramuscular, subcutanea o intravenosa, y administracion oral, nasal o anal. Véase,
Banga A, “Parenteral Controlled Delivery of Therapeutic Peptides and Proteins”, en Therapeutic Peptides and
Proteins (Technomic Publishing Co., Inc., Lancaster, PA, EE UU, 1995). Para prolongar el tiempo durante el que
esta disponible el péptido o proteina para estimular una respuesta, se puede suministrar el péptido o proteina como
un implante, una inyeccién oleaginosa o como un sistema particulado. El sistema particulado puede ser una
microparticula, una microcapsula, una microesfera, una nanocapsula, o particula similar. Véase Banga, 1995,
anteriormente. Se ha mostrado que un soporte particulado basado en un polimero sintético actia como adyuvante
para aumentar la respuesta inmunitaria, ademas de proporcionar una liberacién controlada. También se pueden usar
sales de aluminio como adyuvantes para producir una respuesta inmunitaria.

Se pueden formular composiciones inmunogénicas en formas farmacéuticas unitarias, adecuadas para la
administracion individual de dosis precisas. En dosis pulsadas, se proporciona una administracién embolada de una
composicion inmunogénica que incluye un inmundégeno divulgado, seguido por un periodo de tiempo en donde no se
administra inmundégeno divulgado al sujeto, seguido por una segunda administracion embolada. Se puede
administrar una cantidad terapéuticamente eficaz de una composicién inmunogénica en una dosis Unica, o en dosis
multiples, por ejemplo, a diario, durante un ciclo de tratamiento. En ejemplos especificos, no limitantes, se
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administran dosis pulsadas de una composicion inmunogénica que incluye un inmunégeno divulgado durante el
curso de un dia, durante el curso de una semana o durante el curso de un mes.

Las composiciones inmunogénicas se pueden administrar siempre que se desee el efecto (tal como signos,
sintomas o resultados analiticos de infeccion por VIH-1 disminuidos). En general, la dosis es suficiente para tratar o
mejorar sintomas o signos de enfermedad sin producir toxicidad inaceptable al sujeto. Se puede utilizar
administracion sistémica o local.

Las cantidades eficaces para el uso terapéutico pueden depender de la gravedad de la enfermedad y la edad, peso,
estado general del paciente y otros factores clinicos. De esta manera, la determinacion final de la pauta de
tratamiento apropiada la hara el médico. Tipicamente, las dosis usadas in vitro pueden proporcionar directrices utiles
en las cantidades utiles para la administracion in situ de la composicion farmacéutica, y se pueden usar modelos
animales para determinar dosis eficaces para el tratamiento de trastornos particulares. Véase Gilman R, et al., Eds.,
Goodman and Gilman’s: The Pharmacological Basis of Therapeutics, 8 Ed. (Pergamon Press, Nueva York, NY,
EE UU, 1990) y Gennaro A, Ed., Remington’s Pharmaceutical Sciences, 182 Ed. (Mack Publishing Co., Easton, PA,
EE UU, 1990). Tipicamente, el intervalo de dosis para un polipéptido gp120 es desde alrededor de 0,1 pg/kg de peso
corporal hasta alrededor de 100 mg/kg de peso corporal. Otros intervalos adecuados incluyen dosis desde alrededor
de 1 pg/kg hasta 10 mg/kg de peso corporal. En un ejemplo, la dosis es alrededor de 1,0 ug hasta alrededor de 50
mg, por ejemplo, de 1 ug a 1 mg, tal como 1 mg de péptido por sujeto. El plan de dosis puede variar de a diario
hasta tan raramente como una vez al afio, dependiendo de factores clinicos, tales como la sensibilidad del sujeto al
péptido y el ritmo de su enfermedad. Por tanto, un sujeto puede recibir una primera dosis de una molécula
terapéutica divulgada, y después recibir una segunda dosis (o incluso mas dosis) a tiempo(s) posterior(es), tal como
al menos un dia después, tal como al menos una semana después.

Las composiciones farmacéuticas divulgadas en el presente documento se pueden preparar y administrar en formas
farmacéuticas. Las formas farmacéuticas solidas incluyen comprimidos, capsulas, sistemas de administracion
transdérmica y supositorios. La administracion de una cantidad terapéutica se puede llevar a cabo tanto por
administracion Unica en forma de una forma farmacéutica individual o como varias formas farmacéuticas mas
pequefias como por administraciones multiples de dosis subdivididas a intervalos especificos. Las dosis Unicas o
divididas adecuadas incluyen, pero no estan limitadas a, alrededor de 0,01, 0,1, 0,5, 1, 3, 5, 10, 15, 30 o 50 ug de
proteina/kg/dia.

Las construcciones de acido nucleico que codifican los polipéptidos gp120 antigénicos descritos en el presente
documento se usan, por ejemplo, en combinacién, como composiciones farmacéuticas (medicamentos) para uso en
pautas terapéuticas, por ejemplo, profilacticas (tal como vacunas) y se administran a sujetos (por ejemplo, sujetos
primates, tales como sujetos humanos) para provocar una respuesta inmunitaria contra uno o mas clados o cepas
de VIH. Por ejemplo, las composiciones descritas en el presente documento se pueden administrar a un sujeto
humano (o no humano) antes de la infeccion con VIH para inhibir la infeccién por o replicacion del virus. De esta
manera, las composiciones farmacéuticas descritas anteriormente se pueden administrar a un sujeto para provocar
una respuesta inmunitaria protectora contra VIH. Para provocar una respuesta inmunitaria, se administra una
cantidad terapéuticamente eficaz (por ejemplo, inmunolégicamente eficaz) de las construcciones de acido nucleico a
un sujeto, tal como un sujeto humano (o no humano).

La inmunizacién por construcciones de acido nucleico se conoce bien y se ensefia en la técnica, por ejemplo. Véase,
Robinson H, et al., US 5.643.578 (que describe métodos de inmunizar vertebrados introduciendo ADN que codifica
un antigeno deseado para provocar una respuesta celular o humoral); Weiner D, et al., US 5.593.972 y Weiner D, et
al., US 5.817.637 (que describe unir operativamente una secuencia de acido nucleico que codifica un antigeno a
secuencias reguladoras que permiten la expresion), y Urban R, et al., US 5.880.103 (que describe varios métodos de
administracion de acidos nucleicos que codifican péptido inmunogénicos u otros antigenos a un organismo). Los
métodos incluyen administracion liposomal de acidos nucleicos (o de los péptidos sintéticos mismos), vy
construcciones inmunoestimuladoras, o ISCOMS® estructuras similares a jaulas negativamente cargadas de 30-40
nm de tamaiio formadas espontaneamente al mezclar colesterol y QUILA® (saponina).

Para la administracion de moléculas de acido nucleico de gp120, el acido nucleico se puede administrar
intracelularmente, por ejemplo, mediante expresion a partir de un vector de expresion de acido nucleico apropiado
que se administra de modo que se hace intracelular, tal como mediante el uso de un vector retrovirico, por inyeccion
directa, mediante el uso de bombardeo de microparticulas (por ejemplo, un cafion de genes; Biolistic, Dupont Corp.,
Delaware, DE, EE UU), recubrimiento con lipidos, receptores de superficie o agentes de transfeccion, o por
administracion en union a un péptido similar a homeobox que se sabe que entra en el nicleo. Véase Morgan J, et
al., US 4.980.286, y Joliot A, et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA 1991; 88:1864-1868. La presente divulgacion incluye
todas las formas de administracion de acidos nucleicos, incluyendo oligos sintéticos, ADN desnudo, plasmido y
virico, integrado o no en el genoma.

En otro enfoque para usar acidos nucleicos para inmunizacion, también se puede expresar un polipéptido gp120
inmunogénico mediante huéspedes viricos atenuados o vectores o vectores bacterianos. Se pueden usar virus
vaccinia recombinante, virus adenoasociados (AAV), virus del herpes, retrovirus u otros vectores viricos para
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expresar el péptido o proteina, provocando de esta manera una respuesta de LTC. Por ejemplo, vectores vaccinia y
métodos utiles en protocolos de inmunizaciéon de TB proporcionan otros vehiculos potenciales para los péptidos de
la divulgacion. Véase Paoletti E, et al., US 4.722.848, y Stover C, et al., Nature 1991; 351:456-460.

En un ejemplo, se utiliza un vector virico. Estos vectores incluyen, pero no estan limitados a, adenovirus,
herpesvirus, vaccinia o un virus de ARN tal como un retrovirus. En un ejemplo, el vector retrovirico es un derivado de
un retrovirus murino o aviar. Ejemplos de vectores retroviricos en los que se puede insertar un Unico gen exégeno
incluyen, pero no estan limitados a: virus de la leucemia murina de Moloney (MoMuLV), virus del sarcoma murino de
Harvey (HaMuSV), virus del tumor mamario murino (MuMTV) y virus del sarcoma de Rous (RSV). Cuando el sujeto
es un ser humano, se puede utilizar un vector tal como el virus de la leucemia del mono del gibon (GalLV). Un
numero de vectores retroviricos adicionales pueden incorporar multiples genes. Todos estos vectores pueden
transferir o incorporar un gen para un marcador seleccionable de modo que se puedan identificar y generar células
transducidas. Insertando una secuencia de acido nucleico que codifica un polipéptido gp120 en el vector virico, junto
con otro gen que codifica el ligando para un receptor en una célula diana especifica, por ejemplo, el vector es ahora
especifico de diana. Los vectores retroviricos se pueden hacer especificos de diana uniendo, por ejemplo, un
azucar, un glicolipido o una proteina. El direccionamiento preferido se logra usando un anticuerpo para dirigir el
vector retrovirico. Los expertos en la materia saben de, o pueden determinar faciimente sin experimentacion
excesiva, secuencias especificas de polinucleétidos que se pueden insertar en el genoma retrovirico o unir a la
envuelta virica para permitir la distribucion especifica de diana del vector retrovirico que contiene el polinucleétido
que codifica un polipéptido gp120.

Las formulaciones adecuadas para las construcciones del acido nucleico, incluyen soluciones acuosas y no
acuosas, soluciones isotonicas estériles, que pueden contener antioxidantes, tampones y bacteriostaticos, y
suspensiones acuosas y no acuosas estériles que pueden incluir agentes suspensores, solubilizantes, agentes
espesantes, estabilizantes y conservantes. Las formulaciones se pueden presentar en envases unidosis o multidosis
sellados, tal como ampollas y viales, y se pueden almacenar en condicion liofilizada que requiere solo la adicion del
soporte liquido estéril, por ejemplo, agua, inmediatamente antes del uso. Se pueden preparar soluciones y
suspensiones extemporaneas de polvos estériles, granulos y comprimidos. Preferiblemente, el soporte es una
solucion salina tamponada. Mas preferiblemente, la composicion para uso en el método se formula para proteger las
construcciones de acido nucleico del dafio antes de la administracion. Por ejemplo, la composicion se puede
formular para reducir la pérdida de los vectores adenoviricos en dispositivos usados para preparar, almacenar o
administrar el vector de expresion, tal como material de vidrio, jeringuillas o agujas. Las composiciones se pueden
formular para disminuir la sensibilidad a la luz y/o sensibilidad a temperatura de los componentes. Para este fin, la
composicion preferiblemente comprende un soporte liquido farmacéuticamente aceptable, tal como, por ejemplo, los
descritos anteriormente, y un agente estabilizador seleccionado del grupo que consiste en polisorbato 80, L-arginina,
polivinilpirrolidona, trehalosa y combinaciones de los mismos.

En aplicaciones terapéuticas, se administra una cantidad terapéuticamente eficaz de la composiciéon a un sujeto
antes de o después de exposiciéon a o infeccion por VIH. Cuando se administran antes de la exposicion, la aplicaciéon
terapéutica se puede denominar administracion profilactica (tal como en forma de una vacuna). Administraciones
Unicas o multiples de las composiciones se administran dependiendo de la dosis y frecuencia segun se requiera y
tolere el sujeto. En un aspecto, la dosis se administra una vez como inyeccion i.v. rapida, pero en otro aspecto se
puede aplicar periédicamente hasta que se alcanza un efecto terapéutico, tal como una respuesta inmunitaria
protectora. En general, la dosis es suficiente para tratar o mejorar sintomas o signos de enfermedad sin producir
toxicidad inaceptable al sujeto. Se puede utilizar administracion sistémica o local.

En el contexto de vacunas de acido nucleico, se pueden administrar composiciones inmunoestimuladoras naturales
o sintéticas que se unen a y estimulan receptores implicados en inmunidad innata junto con construcciones de acido
nucleico que codifican los polipéptidos gp120. Por ejemplo, se pueden administrar agentes que estimulan ciertos
receptores tipo Toll (tal como TLR7, TLR8 y TLR9) en combinacién con las construcciones de acido nucleico que
codifican los polipéptidos gp120. En algunos aspectos, se administra la construcciéon de acido nucleico en
combinacién con oligonucledtidos inmunoestimuladores CpG.

Las construcciones de acido nucleico que codifican polipéptidos gp120 se pueden introducir in vivo como plasmidos
de ADN desnudo. Se pueden introducir vectores de ADN en las células huésped deseadas por métodos conocidos
en la técnica incluyendo, pero no limitados a, transfeccion, electroporacion (por ejemplo, electroporacion
transcutanea), microinyeccion, transduccion, fusion celular, DEAE dextrano, precipitacion de fosfato de calcio, uso
de un cafén de genes, o uso de un transportador de vector de ADN. Véase Wu C, et al., J. Biol. Chem. 1992;
267:963-967, Wu C y Wu G, Biol. Chem. 1988; 263:14621-14624, y Williams R, et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA
1991; 88:2726-2730. Los métodos para formular y administrar ADN desnudo a tejido muscular de mamifero también
se conocen. Véase Felgner P, et al., US 5.580.859 y US 5.589.466. Otras moléculas también son utiles para facilitar
la transfeccion de un acido nucleico in vivo, tales como oligopéptidos catiénicos, péptidos derivados de proteinas de
union a ADN o polimeros catidnicos. Véase Bazile D, et al.,, WO1995021931 y Byk G, et al., WO1996025508.

Otro método bien conocido que se puede usar para introducir construcciones de acido nucleico que codifican
inmunoégenos gp120 en células huésped es el bombardeo de particulas (por otro nombre transformacion biolistica).
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La transformacion biolistica se logra comunmente en una de varias maneras. Un método comun implica impulsar
particulas inertes o biolégicamente activas a células. Véase Sanford J, et al., US 4.945.050, US 5.036.006 y US
5.100.792.

De forma alternativa, el vector se puede introducir in vivo por lipofeccién. El uso de lipidos catidnicos puede fomentar
la encapsulacion de acidos nucleicos negativamente cargados, y también fomentar la fusién con membranas
negativamente cargadas. Véase Felgner P, Ringold G, Science 1989; 337:387-388. Se han descrito compuestos
lipidicos y composiciones particularmente Utiles para la transferencia de acidos nucleicos. Véase Felgner P, et al.,
US 5.459.127, Behr J, et al., WO1995018863 y Byk G, WO1996017823.

Como con el polipéptido inmunogénico, las composiciones de acido nucleico se pueden administrar en una Unica
dosis o en dosis multiples separadas por un intervalo de tiempo para provocar una respuesta inmunitaria contra VIH.
Por ejemplo, se pueden administrar dos dosis, o tres dosis, o cuatro dosis, o cinco dosis, o seis dosis 0 mas a un
sujeto durante un periodo de varias semanas, varios meses o incluso varios afos, para optimizar la respuesta
inmunitaria.

Puede ser ventajoso administrar las composiciones inmunogénicas divulgadas en el presente documento con otros
agentes tales como proteinas, péptidos, anticuerpos y otros agentes anti-VIH. Ejemplos de tales agentes
terapéuticos anti-VIH incluye inhibidores nucledsidos de transcriptasa inversa, tales como abacavir, AZT, didanosina,
emtricitabina, lamivudina, estavudina, tenofovir, zalcitabina, zidovudina, y similares, inhibidores no nucledsidos de
transcriptasa inversa, tales como delavirdina, efavirenz, nevirapina, inhibidores de proteasas tales amprenavir,
atazanavir, indinavir, lopinavir, nelfinavir osamprenavir, ritonavir, saquinavir, tipranavir, y similares e inhibidores
proteinas de fusion tales como efuvirtida y similares. En ciertos aspectos, las composiciones inmunogénicas se
administran al mismo tiempo que otros agentes terapéuticos anti-VIH. En ciertos aspectos, las composiciones
inmunogénicas se administran secuencialmente con otros agentes terapéuticos anti-VIH, tal como antes o después
del otro agente. El experto en la materia sabria que la administracion secuencial puede significar inmediatamente
después o después de un periodo de tiempo apropiado, tal como horas, dias, semanas, meses o incluso afios
después.

E. Métodos para la deteccién de anticuerpos anti-VIH en una muestra biolégica y métodos para la deteccion de una
respuesta de anticuerpos neutralizantes

Los inmunoégenos descritos en la presente divulgacion son adecuados para la identificacion en una muestra de un
paciente de anticuerpos especificos para dichos inmunogenos. Puesto que los inmundgenos segun la presente
divulgaciéon especificamente se unen a anticuerpos neutralizantes, los inmunégenos se pueden usar para la
deteccion de esos pacientes que han desarrollado anticuerpos neutralizantes. De esta manera, los anticuerpos
pueden ayudar en la identificacion de terapias personalizadas basadas en si un paciente muestra anticuerpos
neutralizantes o no. De esta manera, en otro aspecto, la divulgacion se refiere a un método para la deteccion en una
muestra de anticuerpos neutralizantes especificos hacia un virus que comprende:

(i) poner en contacto dicha muestra con un polipéptido segun la divulgacion, y
(ii) detectar la formacion de un complejo inmune entre dicho polipéptido.

Los términos y expresiones “anticuerpos neutralizantes”, “virus”, “polipéptido” se han descrito en detalle
anteriormente.

En un aspecto preferido, el virus es VIH y el polipéptido es un polipéptido variante gp120 o un fragmento
inmunogénico del mismo como se ha definido anteriormente. En un aspecto mas preferido, la muestra es de un
paciente infectado con VIH-1 o de un receptor de vacuna contra el SIDA.

Se puede usar cualquiera de una amplia variedad de formatos de ensayo segun los métodos de la presente
divulgacion. Tales formatos pueden ser heterogéneos u homogéneos, secuenciales o simultaneos, competitivos o no
competitivos. Véase Peterson M, et al., US 5.563.036, Cheng A, et al., US 5.627.080, Lee J, ef al., US 5.633.141,
Peterson M, et al., US 5.679.525, Draetta G, et al., US 5.691.147, Lucas F, et al., US 5.698.411, Yan C, et al., US
5.747.352, Davidson R, US 5.811.526, Oh C, et al., US 5.851.778 y Landrum E, et al., US 5.976.822. Tales ensayos
se pueden formatear para que sean cuantitativos, para medir la concentracién o cantidad de un anticuerpo anti-VIH,
o se pueden formatear para que sean cualitativos, para medir la presencia o ausencia de un anticuerpo anti-VIH.
Descripciones adicionales de inmunoensayos que se pueden adaptar para uso segun los principios de la presente
divulgacion estan disponibles en la bibliografia cientifica. Véase Gnann J, et al., Methods Enzymol. 1989; 178:693-
714, Dopel S, et al., Eur. J. Clin. Chem. Clin. Biochem. 1991; 29:331-337, Manocha M, et al., Immunol. Lett. 2003;
85(3):275-278), Brattegaard K, et al., AIDS 1995; 9(6):656-657, Beristain C, et al., J. Clin. Lab. Anal. 1995; 9:347-
350, Modrow S, et al., J. Acquir. Immune Defic. Syndr. 1989; 2:141-148, Gueye-Ndiaye A, et al., AIDS 1993; 7:475-
481, Sabatier J, et al., AIDS 1989; 3:215-220, Sommerfelt M, et al., Expert Opin. Biol. Ther. 2004; 4:349-361, Alcaro
M, et al., Curr. Protein Pept. Sci. 2003; 4:285-290, Smith R, et al., Arch. Pathol. Lab. Med. 1990; 114:254-258, Petrov
R, et al., Biomed. Sci. 1990; 1:239-244, Zolla-Pazner S, Nat. Rev. Immunol. 2004; 4:199-210, Baillou A, et al., J. Clin.
Microbiol. 1991; 29:1387-1391, y McGaughey G, et al., Curr. HIV Res. 2004; 2:193-204.
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Las técnicas de inmunoensayos heterogéneos implican tipicamente el uso de un material de fase sélida al que se
une el producto de reaccién, pero se puede adaptar para implicar la unién de antigenos y anticuerpos no
inmovilizados (es decir, un inmunoensayo en fase solucién). El producto de reaccion se separa del exceso de
muestra, reactivos del ensayo y otras sustancias eliminando la fase sélida de la mezcla de reaccién (por ejemplo,
mediante lavados). Un tipo de inmunoensayo en fase soélida que se puede usar segun la presente divulgacion es un
inmunoensayo sandwich. En el ensayo sandwich, cuanto mas analito hay presente en la muestra, mayor es la
cantidad de marcador presente en la fase sélida. Este tipo de formato de ensayo en general es preferido,
especialmente para la visualizacion de bajas concentraciones de analito, porque la aparicion de marcador en la fase
solida se detecta mas facilmente.

Segun un aspecto preferido de la presente divulgacion, un péptido de la presente divulgacion que es
especificamente reactivo con un anticuerpo anti-VIH se une a un soporte sélido (es decir, inmovilizar) e incuba en
contacto con la muestra bioldgica en la que se prueba la presencia de un anticuerpo anti-VIH. Se puede anadir un
agente bloqueante para reducir la unién no especifica.

Como se apreciara, el péptido se puede incubar con la muestra bioldgica en un estado no unido y unirse
posteriormente al soporte sdlido (es decir, inmovilizar). Los soportes se tratan luego preferiblemente de forma
extensa (por ejemplo, lavando) para eliminar sustancialmente los anticuerpos no contra VIH que pueden estar
presentes pero que han fracasado en unirse al péptido unido. Como resultado de tal tratamiento, se forma un
complejo inmunitario entre el péptido y el anticuerpo anti-VIH.

Después se afade preferiblemente un segundo anticuerpo detectablemente marcado (capaz de unirse al anticuerpo
inicial (por ejemplo, un anticuerpo anti-lgG humano)) y el soporte se incuba en condiciones suficientes para permitir
que el segundo anticuerpo se una a cualquier anticuerpo anti-VIH que pueda estar presente. El soporte se trata
luego preferiblemente de forma extensa (por ejemplo, lavando) para eliminar sustancialmente cualquier segundo
anticuerpo no unido. Si esta presente un anticuerpo anti-VIH en la muestra de prueba, los dos anticuerpos formaran
un complejo inmune con el péptido inmovilizado (es decir, un sandwich segundo anticuerpo/anticuerpo anti-
VIH/péptido inmovilizado). En tal ensayo, la deteccion del segundo anticuerpo unido al soporte es indicativa de
anticuerpo anti-VIH en la muestra que se prueba. Véase Schuurs A, et al., US 3.791.932 y US 4.016.043 y Pankratz
T, et al., US 5.876.935. El segundo anticuerpo puede ser una inmunoglobulina natural aislada de una especie no
humana (por ejemplo, anticuerpo murino anti-lgG humana, anticuerpo de cabra anti-lgG humana, anticuerpo de
cabra anti-lgM humana) o se puede producir de forma recombinante o sintética. Puede ser una inmunoglobulina o un
fragmento de inmunoglobulina (por ejemplo, FAb, F[Ab]2). Segun se desee, se pueden emplear otras moléculas de
union (capaces de unirse a anticuerpos anti-VIH) junto con o en lugar de tales segundos anticuerpos. Por ejemplo,
los anticuerpos anti-VIH se pueden biotinilar y el segundo anticuerpo se puede cambiar por avidina o estreptavidina
marcada.

Para eliminar la etapa de separacion unido-libre y reducir el tiempo y equipo necesarios para un ensayo de union
quimica, se puede emplear de forma alternativa un formato de ensayo homogéneo. En tales ensayos, un
componente del par de unién puede estar aun inmovilizado; sin embargo, la presencia del segundo componente del
par de union se detecta sin una separacion unido-libre. Ejemplos de métodos 6pticos homogéneos son el método
EMIT (Syva, Sunnyvale, CA, EE UU), que opera mediante deteccion de extincién de fluorescencia; el método de
aglutinacion de particulas de latex por nefelometria laser de Behringwerke (Marburgo, DE), que opera detectando
cambios en la dispersion de la luz; el método de aglutinacion de particulas de latex LPIA (Mitsubishi Chemical
Industries, Tokio, JP); el método de despolarizacion de fluorescencia TDX (Abbott Laboratories, Abbott Park, IL,
EE UU); y el método de transferencia de energia de fluorescencia (Cis Bio International, Paris, FR). Se puede
adaptar cualquiera de tales ensayos para su uso segun los objetivos de la presente divulgacion.

El ensayo de unién de la presente divulgacion se puede configurar como un ensayo competitivo. En un ensayo
competitivo, cuanto mas anticuerpo anti-VIH esté presente en la muestra de prueba, menor cantidad de marcador
estara presente en la fase sélida.

De una manera similar al ensayo sandwich, el ensayo competitivo se puede realizar suministrando una cantidad
definida de un anticuerpo anti-VIH marcado y determinar si el liquido que se prueba contiene anticuerpo anti-VIH que
competiria con el anticuerpo marcado para unirse al soporte. En tal ensayo competitivo, la cantidad de anticuerpo
marcado capturado es inversamente proporcional a la cantidad de analito presente en la muestra de prueba. Se han
descrito varios ensayos de este tipo en la técnica. Véase Smith D, et al, US 4.401.764, Clagett J, et al., US
4.746.631, Li C, et al., US 4.661.444, Chieregatt E, et al., GB 2084317, Mochida E, et al., US 4.185.084, Sadeh D, et
al., US 4.243.749, Lucas F, et al., US 5.698.411, Landrum, anteriormente, Leuvering J, US 4.313.734, Gribnau T, et
al., US 4.373.932, y Baugher B, et al., US 5.501.985. El uso de enzimas (en especial fosfatasa alcalina, beta-
galactosidasa, peroxidasa de rabano o ureasa) como marcador detectable (es decir, un inmunoensayo enzimatico o
EIA) es preferido.
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La presencia de marcadores enzimaticos se puede detectar mediante el uso de sustratos cromogénicos (incluyendo
los que producen o adsorben luz fluorescente, UV, visible) en respuesta a catalisis por el marcador enzimatico. Mas
preferiblemente, se pueden emplear marcadores quimicos (por ejemplo, marcadores de oro coloidal, bolas de latex).

La deteccion del marcador se puede lograr usando multiples detectores, filtros de varios pasos, rejillas, o fliores
espectralmente distintos. Véase Ward D, et al.,, US 5.759.781. Es particularmente preferido emplear peroxidasa
como un marcador enzimatico, en especial junto con el sustrato cromogénico 3,3’,5,5-tetrametilbencidina (TMB),
OPD o ABTS. En el caso del marcaje de los anticuerpos con peroxidasa como enzima, es posible usar la técnica del
peroyodato o un método descrito en el que los compaferos se unen con un reactivo heterobifuncional. Véase
Nakane P, et al., J. Histochem. Cytochem. 1974; 22:1084-1090. Se puede emplear cualquiera de una amplia
variedad de soportes solidos en los inmunoensayos de la presente divulgacion. Los materiales adecuados para el
soporte solido son sintéticos como poliestireno, cloruro de polivinilo, poliamida u otros polimeros sintéticos,
polimeros naturales tales como celulosa, asi como polimeros naturales derivados tales como acetato de celulosa o
nitrocelulosa, y vidrio, especialmente fibras de vidrio. El soporte puede tomar la forma de esferas, bastones, tubos y
placas de microensayo o microtitulacion. Las estructuras similares a laminas tales como tiras de papel, placas
pequefas y membranas también son adecuadas. La superficie de los soportes puede ser permeable e impermeable
para soluciones acuosas.

Aunque la descripcion anterior se refiere a ensayar la presencia de anticuerpos anti-VIH en muestras biolégicas que
son liquidos (por ejemplo, suero, sangre, orina, saliva, jugos pancreaticos, liquido cefalorraquideo, semen), se
apreciara que cualquier muestra bioldgica fluidica (por ejemplo, extractos de tejido o biopsia, extractos de heces,
esputo) se pueden emplear también en los ensayos de la presente divulgacion. Lo mas preferiblemente, la muestra
bioldgica que se ensaya sera suero o plasma.

Puesto que los inmundgenos segun la presente divulgacion son capaces de inducir la producciéon de anticuerpos
ampliamente neutralizantes, estos inmunégenos también se pueden usar para la deteccion de una respuesta de
anticuerpos neutralizantes a un patdégeno en un paciente. De esta manera, en otro aspecto, la divulgacion se refiere
a un método para la deteccién de una respuesta de anticuerpos neutralizantes contra la infeccién de un virus en un
sujeto que comprende detectar en dicho sujeto la presencia de anticuerpos neutralizantes usando un método para
detectar anticuerpos neutralizantes segun la divulgacion, en donde la presencia de anticuerpos neutralizantes en
dicho sujeto con respecto a un sujeto control es indicativa de una respuesta de anticuerpos neutralizantes a dicha
infeccion por virus en dicho sujeto.

En un aspecto preferido, el virus es VIH y en donde el polipéptido es un polipéptido variante gp120 o un fragmento
del mismo segun la divulgacion. En un aspecto mas preferido, la muestra es de un paciente infectado con VIH-1 o de
receptor de vacuna contra el SIDA.

Procedimientos generales
1. Reactivos
Se utilizaron los siguientes reactivos:

(a) Plasmidos. El plasmido pNL4.3 se obtuvo de National Institutes of Health AIDS Research and Reference
Reagent Program (NIH ARRRP, NIH, Bethesda, MD, EE UU). El plasmido pcDNA3.1 se obtuvo de
Invitrogen (Carlsbad, CA, EE UU).

(b) Aislado de VIH-1. Se us6 un aislado primario de clado B, AC-10 (NeutNet consortium, Milan, IT).

(c) Lineas celulares. Las células TZM-bl (CD4*, CXCR4", CCR5") se obtuvieron del repositorio del NIH (NIH,
Bethesda, MD, EE UU). Las células 293T y TZM-bl se mantuvieron en medio Eagle modificado por
Dulbecco (DMEM) que contenia suero fetal de ternera al 10%, L-glutamina 20 mM, 100 U de penicilina/ml
y 100 ug de estreptomicina/ml.

(d) Anticuerpos. Se usaron anticuerpos monoclonales (MAc) anti-Env-VIH-1 con actividad ampliamente
neutralizante (especificidades de epitopo indicadas en paréntesis) (NIH ARRRP, NIH, Bethesda, MD,
EE UU; Polymun AG viena, AT). estos incluian: E410 (region externa proximal de membrana, MPER), 2F5
(MPER), b12 (sitio de union a CD4), 2G12 (glicanos ricos en manosa de gp120) y PG16 (espiculas viricas
de gp120).

2. Mutagénesis al azar in vitro

Se introdujeron mutaciones en env de VIH-1 AC-10 usando un kit de mutagénesis al azar Genomorph Il (Stratagene,
La Jolla, CA, EE UU). Se genero una libreria de viriones VIH quiméricos transfiriendo las envueltas mutadas al azar
en los plasmidos pNL4-3 y pcDNAS3.1. La transferencia estuvo mediada por la introduccion de sitios de restriccion
que conservan las secuencias viricas y digestion con las enzimas Xbal y Notl (New England Biolabs, Ipswich, MA,
EE UU).

3. Clonacién y produccién de libreria
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Los productos de PCR se clonaron en los vectores pNL4.3 y pCDNAS3.1 usando el kit Rapid DNA Ligation (Roche
Applied Science, Indianapolis, IN) segun las especificaciones del fabrlcante Los vectores recombinantes de pNL4.3
y pcDNA31 se introdujeron en las células competentes MAX EfflClency Stb12™ y células competentes MAX
Efficiency® DH5a™ (Invitrogen, Carlsbad, CA, EE UU), respectivamente, y se amplificaron durante la noche (ON) a

30°C con agitacion en un volumen de 3 ml. Se realizaron varias transformaciones simultaneamente para evitar la
pérdida de variabilidad y se mezclaron en el aumento a escala de la amplificacion (250 ml, 30°C, ON con agitacion).
Después de la incubacion, se plaquearon 20 ul y el ADN del plasmido se purificé usando un sistema PureYield™
Plasmid Maxiprep (Promega, Madison, WI, EE UU). Ambos productos se digirieron ademas con Xbal y Notl para
verificar la presencia del gen env. Si eran positivos, los clones se secuenciaron y/o usaron para transfeccion. Los
virus se produjeron por cotransfeccion transitoria de células 293T usando las construcciones de pNL4.3. Se
recogieron los sobrenadantes del cultivo celular que contenian los vmones 2 dias después de la transfeccion y los
viriones se concentraron usando una unidad de filtro centrifugo Amicon® Ultra. Los viriones se resuspendieron en
solucién salina tamponada con fosfato (PBS).

4. Ensayo de captura de viriones

Se recubrieron pocillos de microtitulacion durante la noche a 4°C con anti-Fc policlonal (5 pg/ml en 100 pyl de PBS).
Los pocillos se bloquearon con seroalbumina bovina (BSA) al 3% en PBS durante 1 hora a 37°C. Se afiadieron 100
pl de virus (1000 ng/ml) originarios de la libreria a los pocillos de mcirotitulacion. Se afiadieron 5 yl de los Acm de
captura (100 ng/ml) a los pocillos correspondientes y la placa se incubd a 37°C con agitacion (450 rpm). Después de
una incubacién de 2 horas, los pocillos se lavaron seis veces con PBS y se cuantificaron equivalentes de virus por
enzimoinmunoanalisis de adsorcion (ELISA) de p24 o se extrajo el ARN con el kit High Pure Viral RNA (Roche
Applied Science, Indianapolis, IN, EE UU) segun las instrucciones del fabricante.

5. Amplificacién de ARN de env de VIH-1 por RT-PCR anidada

Se amplificé el ARN de env del aislado de VIH-1 mediante transcripcion inversa reaccion en cadena de la polimerasa
(RT-PCR) usando un kit de RT-PCR (The GeneAmp® Gold RNA PCR Reagent Kit; Applied Biosystems, Carlsbad,
CA, EE UU) y un sistema de PCR Expand High Fidelity (Roche Applied Science, Indianapolis, IN). Se usé un
volumen de molde de ARN de 8 pl para reaccion de RT-PCR y el ARN se sometié a transcripcion inversa con el
cebador 102 (inverso) a 50°C durante 20 minutos. La regidon env se amplificd con los cebadores 101 (directo) y 104
(inverso) de un volumen de 5 pl de ADNc seguido por una PCR anidada con los cebadores 179 (directo) y 180
(inverso) usando un volumen de 2 pl de molde. Véase la tabla 1. Las condiciones de ambas amplificaciones por PCR
de env fueron: i) 1 ciclo de 94°C durante 2 minutos, ii) 35 ciclos de 94°C durante 2 minutos, 55°C durante 1 minuto y
72°C durante 3 minutos, iii) 1 ciclo de 72°C durante 7 minutos y iv) parada a 4°C. El amplicon resultante (2583 pb) se
sometid a electrofore3|s con un marcador de peso molecular de 1 Kb en un gel de agarosa al 1,0% tefiido con tincion
de gel SYBR® Safe DNA.

6. Clonacion y secuenciacion del gen env

Los productos de PCR del paso anterior se clonaron en los vectores pNL4.3 y pcDNA3.1 como se ha descrito
anteriormente. Se transformaron células competentes Stbl2 y DH5a con estos plasmidos como se ha ilustrado
previamente. El ADN del plasmido se purificé usando un kit QlAprep Spin Miniprep (Qiagen, Valencia, CA, EE UU) y
se digiri6 ademas con Xbal y Notl para verificar la presencia del gen env. Los clones positivos para env se
secuenciaron usando BigDye® Terminator v3.1 y los cebadores 183 (directo), 185 (directo), 186 (directo), 190
(inverso), 192 (inverso) y 193 (inverso). Véase la tabla 1.

7. Anélisis de secuencia
El alineamiento de las secuencias de nucledtidos se realizé usando las aplicaciones del programa CLUSTAL W
(EMBL-EBI, http://www.ebi.ac.uk/FTP/, Febrero 2011) y programa Contig Assembly (CAP) integradas en BioEdit

version 7.0.9.0 y después se editaron a mano. Véase Thompson J, et al., Nucl. Acids Res. 1994; 22(22):673-4680 y
Huang X, Genomics 1992; 14(1):18-25.
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ID del Secuencia Localizacion en el | SEQ ID NO:
cebador genoma
101 TAGAGCCCTGGAAGCATCCAGGAAG 5853-5877 5
102 TTGCTACTTGTGATTGCTCCATGT 8936-8913 6
104 AGCTGGATCCGTCTCGAGATACTGCTCCCACCC 8916-8882 7
179 GTAGTACATGTAATGCAACC 6050-6069 8
180 AGCTCGTCTCATTCTTTCCC 8865-8846 9
183 CCAATTCCCATACATTATTGTGC 6858-6880 10
185 GGAGCAGCAGGAAGCACTATGGGC 7794-7817 11
186 GAGTTAGGCAGGGATACTCACC 8344-8365 12
190 GCCAGGACTCTTGCCTGGAGCTG 7969-7947 13
192 CTTGTATTGTTGTTGGGTC 7135-7117 14
193 CATGGCTTTAGGCTTTGATCCC 6580-6559 15

Tabla 1: Secuencias de cebadores y localizacion 1génica. La localizacion génica se basa en el genoma de VIH-1
HXB2 (Numero de acceso de GenBank K03455). 'Wei X, et al., Antimicrob. Agents Chemother. 2002; 46(6):1896-
1905.

8. Produccion de virus recombinantes

Los clones que expresaban las glicoproteinas de la envuelta especificas de 4E10 con mutaciones relevantes
(pérdida de potenciales sitios de glicosilacion y cambios en la arquitectura de los bucles V1/V2) se amplificaron ON,
en un volumen de 250 ml a 30°C con agitacion. EI ADN de plasmido se purificd con un sistema PureYield™ Plasmid
Maxiprep (Promega, Madison, WI, EEUU) y se us6 para cotransfeccion transitoria de células 293T. Los
sobrenadantes que contenian pseudovirus se recogieron dos dias después de la transfeccion. Se cuantifico el nivel
de p24 por ELISA.

9. Ensayos de unién

Se determind la unién de Acm (4E10, 2F5, 2G12, b12 y PG16) a viriones intactos con el ensayo de captura descrito
previamente. Primero, el virus se incubé con los BNAc en solucién para facilitar la unién virus-BNAc. Después, los
complejos virus-BNAc se capturaron con los anticuerpos anti-Fc previamente inmovilizados en la placa. Se lisaron
los virus-BNAc inmovilizados con Triton X-100 al 1% en PBS. Se cuantificd la p24 en el lisado del virus por ELISA
como se ha descrito anteriormente. Se usé una construccion AEnv pNL4.3 como control negativo. Se determind el
aumento en la afinidad de unién mediante comparacién con el virus AC-10 de tipo salvaje.

Mientras que la invencién anterior se ha descrito en algun detalle para propodsitos de claridad y entendimiento, el
experto en la materia apreciara de una lectura de esta divulgacion que se pueden hacer varios cambios en forma y
detalle sin separarse del verdadero ambito de la invencién que se define en las reivindicaciones adjuntas.

Lista de secuencias
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<150> EP 11382051
<151> 25-02-2011

<150> US 61/446.595
<151> 25-02-2011

<160> 32

22
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<170> PatentIn versién 3.5

<210> 1
<211> 2583
<212> ADN
<213> Artificial

<220>

ES 2651124 T3

<223> gen env del aislado AC10 de VIH

<400> 1
atgagagtga

ctcettggga
ggggtacctg
tataatacag
ccacaagaagqg
gtagatcaga
aaattaactc
accaataata
atcaccacaa
gtagtaccaa
agttgtaaca
atacattatt
ggaacaggac
gtatcaacte
gagaacttct
aagtgtataa
ttttatacaa

caaaattgga

gggagaccag
tgttgatgat
tgtggaaaga
aggtacataa
tagaattgga
tgeatgggga
cactctgtgt
gtagatggga
acatgagaga
tagaggaagg
cctecagtcat
gtgcccecage
catgtaaaaa
agctgctatt
cgaacaatgc
gacccaacaa
caggagatat

ataacacttt

gaagaattat
ctgtagtgcet
agcaaacacc
tgtttgggecc
aaatgtgaca
tataatcagt
tactttaagt
taaaatggaa
taagatgcag
taagaataat
tacacaggcce
tggttttgeg
tgttagcaca
aaatggcagt
tagaaccata
caatacaaga
aataggagat

aaaacagata

cagcacttgt
gtagaacaaa
attttatttt
acacatgcct
gaaaatttta
ttatgggatc
tgcactgata
aaaggagaaa
aaacaatatg
aacagtagtt
tgtccaaagg
cttctaaaat
gtacaatgta
ctagcagaag
atagtacagc
aaaggtatac
ataagacaag

gctgaaaagt

23

ggtggaaatg
cgtgggteac
gtgcatcaga
gtgtacccac
acatgtggaa
aaagcctaaa
atgtgggaaa
taaagaactyg
cactttttta
ttaccgacta
taacctttga
gtaaggataa
cacatggaat
aagaggtagt
tgaatacatc
atataggacc
cacattgtaa

taagagaaca

gggcatgatg

agtctattat
tgctaaageca
agaccccaac
aaacaacatg
gccatgtgta
tgatactagt
ctctttecaat
taaacttgat
taggttgata
gccaattecce
gaaattcaat
taagccagta
aataagatct
tgtagaaata
agggagagca
cattagtaga

atttgggaat

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

1020

1080



10

aaaacaatag
aattgtgcag
gcaaatggca
ataaaacaat
agtggacaga
aggggcaatc
aacaattgga
gcaceccacca
gctttgttee
ctgacggtac
agggctattg
caggcaagag
ggttgetetg
agatctgtgg
aattacacaa
gaacaagaat
gaatggcectgt
atagtttttg
tttcagacce
ggtggagaga
tggatcgace
attgtaacga
tggaatctce
gccatageca
tttagagcta

taa

<210> 2
<211> 860
<212> PRT
<213> Artificial

<220>

tctttagaaa
gggaattttt
caattagtat
ttataaacat
ttagatgtte
agaccgacaa
gaagtgaatt
gggcaaaaag
ttgggttett
aggccagact
aggcgcaaca
tectggetgt
gaaaactcat
atgacatttg
gtttaatata
tattggeatt
ggtatataaa
ctgtgettte
acctccecage
gcgacagaga
tgecggagect
ggattgtgga
tgcagtattg
tagcagtagyg

ttcteccacat

ES 2651124 T3

ctectectgga

ctactgtaat

tggaggggga

gtggcaggaa

atcaaatatt
ccagactgag
atataaatat
gagagtggtg
gggagcagca
attattgtct
gcatctgttg
ggaaagatac
ctgcaccact
ggaaaacatg
caccttaatt
agataaatgg
aatattcata
tatagtgaat
tcagagggga
cagatcegga
gtgeetttte
aattctggga
gattcaggaa

tgaggggaca

acctacaaga

ggggatccag
acagcagaac
aacaagacta
gtaggaaaag
acaggactgc
atcttcagac
aaagtagtaa
cagagagaaa
ggaagcacta
ggtatagtgc
caactcacag
ctacgtgate
gctgtgectt
acctggatge
gaagaatcgc
gcaaatttgt
atgatagtag
agagttaggce
cccgacagge
agattagtga
agctaccacc
cgeagggggt
ctaaagaata
gataggatta

ataagacagg

<223> polipéptido env del aislado AC10 de VIH

<400> 2

24

aaattgtaat
tgtttaatag
atatcatact
caatgtatge
tattaacaag
ctgtaggagg
gaattgaace
aaagagcagt
tgggcgeage
aacagcagaa
tctggggeat
aacagcteet
ggaatgttag
agtgggatag
agaatcagca
ggaattggtt
gaggcttggt
agggatactce
ccggaggaat
atggattett
acttgagaga
gggaaatcct
gtgctgttag
tagaagcatt

gcttggaaag

gcacactttt
tacttggtat
cccatgecaga
cccteceate
agatggtggt
agatatgaaa
attaggaata
gggaatagga
gtcaatgacg
caatctgetg
caagcagctc
gggaatttgg
ttggaataat
agaaattagt
agaaaagaat
caacataaca
aggtttaaga
accattateg
cgaagaagaa
agcaattatc
cttactattg
caagtattgg
cttgctcaac
tagaagcatt

gtctttgecta

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

2583



Trp

Gln

Asn

Val

65

Pro

Lys

Asp

Leu

Arg

145

Ile

Tyr

Ser

Gln

Ala

225

Gly

Arg

Gly

Thr

Thr

50

His

Gln

Asn

Gln

Ser

130

Trp

Thr

Lys

Phe

Ala

210

Pro

Thr

Val

Met

Trp

35

Ile

Asn

Glu

Asn

Ser

115

Cys

Asp

Thr

Leu

Thr

1395

Cys

Ala

Gly

Arg

Met

Val

Leu

Val

Val

Met

100

Leu

Thr

Lys

Asn

Asp

180

Asp

Pro

Gly

Pro

Glu

Leu

Thr

Phe

Trp

Glu

val

Lys

Asp

Met

Met

165

val

Tyr

Lys

Phe

Cys
245

Thr

Leu

val

Cys

Ala

70

Leu

Asp

Pro

Asn

Glu

150

Arg

Val

Arg

val

Ala

230

Lys

Arg

Gly

Tyr

Ala

55

Thr

Glu

Gln

Cys

Val

135

Lys

Asp

Pro

Leu

Thr

215

Leu

Asn

ES 2651124 T3

Lys

Met

Tyr

40

Ser

His

Asn

Met

Val

120

Gly

Gly

Lys

Ile

Ile

200

Phe

Leu

Val

Asn

Leu

Gly

Asp

Ala

val

His

105

Lys

Asn

Glu

Met

Glu

185

Ser

Glu

Lys

Ser

Tyr

10

Met

val

Ala

Cys

Thr

90

Gly

Leu

Asp

Ile

Gln

170

Glu

Cys

Pro

Cys

Thr
250

Gln

Ile

Pro

Lys

Val

75

Glu

Asp

Thr

Thr

Lys

155

Lys

Gly

Asn

Ile

Lys

235

Val

25

His

Cys

val

Ala

60

Pro

Asn

Ile

Pro

Ser

140

Asn

Gln

Lys

Thr

Pro

220

Asp

Gln

Ser

Trp

45

Tyr

Thr

Phe

Ile

Leu

125

Thr

Cys

Tyr

Asn

Ser

205

Ile

Lys

Cys

Trp

Ala

30

Lys

Asn

Asp

Asn

Ser

110

Cys

Asn

Ser

Ala

Asn

130

val

His

Lys

Thr

Trp

15

vVal

Glu

Thr

Pro

Met

Leu

vVal

Asn

Phe

Leu

175

Asn

Ile

Tyr

Phe

His
255

Lys

Glu

Ala

Glu

Asn

80

Trp

Trp

Thr

Ser

Asn

160

Phe

Ser

Thr

Cys

Asn

240

Gly



Ile Lys

Glu Glu

Thr Ile
290

Pro Asn
305

Phe Tyr

Asn Ile

Lys Leu

Ser Gly
370

Glu Phe
385

Ala Asn

Leu Pro

Lys Ala

Asn Ile

450

Thr Asp
465

Asn Asn

Pro Leu

Pro

Glu

275

Ile

Asn

Thr

Ser

Arg

355

Gly

Phe

Gly

Cys

Met

435

Thr

Asn

Trp

Gly

Val

260

Val

Val

Asn

Thr

Arg

340

Glu

Asp

Tyr

Thr

Arg

420

Tyr

Gly

Gln

Ile

Vval

Val

Gln

Thr

Gly

325

Gln

Gln

Pro

Cys

Ile

405

Ile

Ala

Leu

Thr

Ser

485

Ala

Ser

Ile

Leu

Arg

310

Asp

Asn

Phe

Glu

Asn

390

Ser

Lys

Pro

Leu

Glu

470

Glu

Pro

Thr

Arg

Asn

295

Lys

Ile

Trp

Gly

Ile

375

Thr

Ile

Gln

Pro

Leu

455

Ile

Leu

Thr

ES 2651124 T3

Gln

Ser

280

Thr

Gly

Ile

Asn

Asn

360

vVal

Ala

Gly

Phe

Ile

440

Thr

Phe

Tyr

Arg

Leu

265

Glu

Ser

Ile

Gly

Asn

345

Lys

Glu

Gly

Ile

425

Ser

Arg

Arg

Lys

Ala

Leu

Asn

Val

His

Asp

330

Thr

Thr

His

Leu

Gly

410

Asn

Gly

Asp

Pro

Tyr

490

Lys

Leu

Phe

Glu

Ile

315

Tle

Leu

Ile

Thr

Phe

395

Asn

Met

Gln

Gly

Val

475

Lys

Arg

26

Asn

Ser

Ile

300

Gly

Arg

Lys

Val

Phe

380

Asn

Lys

Trp

Ile

Gly

460

Gly

val

Arg

Gly

Asn

285

Lys

Pro

Gln

Gln

Phe

365

Asn

Ser

Thr

Gln

Arg

445

Arg

Gly

val

Val

Ser

270

Asn

Cys

Gly

Ala

Ile

350

Arg

Cys

Thr

Asn

Glu

430

Cys

Gly

Asp

Arg

Vval

Leu

Ala

Ile

Arg

His

335

Ala

Asn

Ala

Trp

Ile

415

vVal

Ser

Asn

Met

Ile

495

Gln

Ala

Arg

Arg

Ala

320

Cys

Glu

Ser

Gly

Tyr

400

Ile

Gly

Ser

Gln

Lys

480

Glu

Arg



Glu

Ala

Ala

545

Arg

Ile

Asp

Thr

Asp

625

Asn

Gln

Leu

Phe

Val

705

Phe

Ile

Lys

Ala

530

Arg

Ala

Lys

Gln

Thr

610

Ile

Tyr

Glu

Trp

Ile

690

Leu

Gln

Glu

Arg

515

Gly

Leu

Ile

Gln

Gln

595

Ala

Trp

Thr

Lys

Asn

675

Met

Ser

Thr

Glu

500

Ala

Ser

Leu

Glu

Leu

580

Leu

Val

Glu

Ser

Asn

660

Ile

Ile

His

Glu
740

val

Thr

Ala
565

Gln

Pro

Asn

Leu

645

Glu

Phe

val

vVal

Leu

725

Gly

Gly

Met

Ser

550

Gln

Ala

Gly

Trp

Met

630

Ile

Gln

Asn

Gly

Asn

710

Pro

Gly

Ile

Gly

535

Gly

Gln

Arg

Ile

Asn

615

Thr

Tyr

Glu

Ile

Gly

695

Arg

Ala

Glu

ES 2651124 T3

Gly

520

Ala

Ile

His

val

Trp

600

Val

Trp

Thr

Leu

Thr

680

Leu

Val

Gln

Ser

505

Ala

Ala

Val

Leu

Leu

585

Gly

Ser

Met

Leu

Leu

665

Glu

val

Arg

Arg

Asp
745

Leu

Ser

Gln

Leu

570

Ala

Cys

Trp

Gln

Ile

650

Ala

Trp

Gly

Gln

Gly

730

Arg

Phe

Met

Gln

555

Gln

Val

Ser

Asn

Trp

635

Glu

Leu

Leu

Leu

Gly

715

Pro

Asp

27

Leu

Thr

540

Gln

Glu

Gly

Asn

620

Asp

Glu

Asp

Trp

Arg

700

Tyr

Asp

Arg

Gly

525

Leu

Asn

Thr

Arg

Lys

605

Arg

Arg

Ser

Lys

Tyr

685

Ile

Ser

Arg

Ser

510

Phe

Thr

Asn

val

Tyr

590

Leu

Ser

Glu

Gln

Trp

670

Ile

val

Pro

Pro

Gly
750

Leu

Val

Leu

Trp

575

Leu

Ile

Val

Ile

Asn

655

Ala

Lys

Phe

Leu

Gly

735

Arg

Gly

Gln

Leu

560

Gly

Arg

Cys

Asp

Ser

640

Gln

Asn

Ile

Ala

Ser

720

Gly

Leu
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Val Gly

755

Asn

Phe
770

Leu Ser

Ile
785

Val Glu

Trp Asn Leu

Ser Leu Leu

Ile Ile Glu

835

Thr Arg Ile

Phe

Tyr

Ile

Leu

Asn

820

Ala

Arg

Leu

His

Leu

Gln

805

Ala

Phe

Gln

850

<210>3
<211> 2583
<212> ADN
<213> Artificial

<220>

ES 2651124 T3

Ala Tle

760

His Leu

775

Gly
790

Arg

Tyr Trp

Ile Ala

Arg Ser

840

Leu
855

Gly

Ile Trp

Arg Asp

Arg Gly

Ile Gln

Ile Ala

Ile Phe

Glu Arg

Ile

Leu

Trp

Glu

810

Val
825

Arg

Ser

Asp

Leu

Glu

795

Leu

Gly

Ala

Leu

Leu

780

Ile

Lys

Glu

Ile

Leu

Arg

765

Ile

Leu

Asn

Gly

Leu
845

Ser

val

Lys

Ser

Thr

830

His

Leu

Thr

Tyr

Ala

815

Asp

Ile

Cys

Arg

Trp

800

Val

Arg

Pro

860

<223> polinucledtido que codifica un fragmento del polipéptido env del aislado LR1-C1

<400> 3
atgagagtga

ctecttggga
ggggtacctyg
tataatacag
ccacaagaag
gtagatcaga
aaattaactce
accaataata
atcaccacaa
gtagtaccaa
agttgtaaca
atacattatt

ggaacaggac

gggagaccag
tgttgatgat
togtggaaaga
aggtacataa
tagaattgga
tgcatgggga
cactectgtgt
gtagatggga
acatgagaga
tagaggaagg
cctcagtcat
gtgtcccage

catgtaaaaa

gaagaattat
ctgtagtget
agcaaacacc
tgtttgggcc
agatgtgaca
tataatcagt
tactttaagt
taaaatggaa
taagatgcag
taagaataat
tacacaggcc
tggttttgeg

tgttagcaca

cagcacttgt
gtagaacaaa
attttatttt
acacatgcct
gaaaatttta
ttatgggatc
tacaatgata
aaaggagaaa
aaacaatatg
gacagtagtt
tgtccaaagg
cttctaaaat

gtacaatgta

28

ggtggaaatg
cgtgggteac
gtgcatcaga
gtgtacccac
acatgtggaa
aaagcctaaa
atgtgggaaa
taaagaactg
cactttttta
ttaccgacta
taacctttga
gtaaggataa

cacatggaat

gggcatgatg
agtctattat
tgctaaagea
agaccccaac
aaacaacatg
gccatgtgta

tggtactagt

ctctttetat
taaacttgat
taggttgata
gccaattece
gaaattcaat

taagccagta

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

780



gtatcaactc
gagaacttet
aagtgtataa
ttttatacaa
caaaattgga
aaaacaatag
aattgtgcag
gcaaatggea
ataaaacaat
agtggacaga
aggggcaatc
aacaattgga
gcacccacca
getttgttee
ctgacggtac
agggctattg
caggcaagag
ggttgctetg
agatctgtgg
aattacacaa
gaacaagaat
gaatggetgt
atagtttttg
tttecagaccce
ggtggagaga
tggatcgacc
attgtaacga
tggaatctee
gccatagcca
tttagagcta

taa

<210> 4
<211> 860

agctgetatt
cgaacaatge
gacccaacaa
caggagatat
ataacacttt
tectttagaaa
gggaattttt
caattagtat
ttataaacat
ttagatgtte
agaccgacaa
gaagtgaatt
gggcaaaatg
ttgggttett
aggccagact
aggcgcaaca
tecctggetgt
gaaaactcat
atgacatttg
gtttaataaa
tattggeatt
ggtatataaa
ctgtgettteo
accteccage
gcgacagaga
tgcggagect
ggattgtgga
tgcagtattg
tagcagtagg

ttcteccacat

ES 2651124 T3

aaatggcagt
tagaaccata
caatacaaga
aataggagat
aaaacagata
ctectectgga
ctactgtaat
tggaggggga

gtggcaagaa

atcaaatatt
ccagactgag
atataaatat
gagagtggtg
gggagcagca
attattgtct
gcatctgttyg
ggaaagatac
ctgcaccact
ggaaaacatg
caccttaatt
agataaatgg
aatattcata
tatagtgaat
tcagagggga
cagatccgga
gtgcctttte
aattctggga
gattcaggaa
tgaggggaca

acctacaaga

ctagcagaag
atagtacagc
aaaggtatac
ataagacaag
gctgaaaagt
ggggatccag
acagcagaac
aacaagacta
gtaggaaaag
acaggactgc
atcttcagac
aaagtagtaa
cagagagaaa
ggaagcacta
ggtatagtgc
caactcacag
ctacgtgatc
gotgtgectt
acctggatge
gaagaatcgc
gcaaatttgt
atgatagtag
agagttaggc
cccgacaggce
agattagtga
agctaccacc
cgcagggggt
ctaaagaata
gataggatta

ataagacagg

29

aagaggtagt
tgaatacatc
atataggacc
cacattgtaa
taagagaaca
aaattgtaat
tgtttaatag
atatcatact
caatgtatgc
tattaacaag
ctgtaggagg
gaattgaacc
aaagagcagt
tgggegeage
aacagcagaa
tctggggeat
aacagctecct
ggaatgttag
agtgggatag
agaatcagca
ggaattggtt
gaggcttggt
agggatactc
ccggaggaat
atggattett
acttgagaga
gggaaatcct
gtgectgttag
tagaagcatt

gcttggaaag

aataagatct
tgtagaaata
agggagagca
cattagtaga
atttgggaat
gcacactttt
tacttggtat
cccatgeaga
ccctcecate
agatggtggt
agatataaaa
attaggaata
gggaatagga
gtcaatgacyg
caatctgctg
caagcagcte
gggaatttgg
ttggaataat
agaaattagt
agaaaagaat
caacataaca
aggtttaaga
accattatcg
cgaagaagaa
agcaattatc
cttactattg
caagtattgg
cttgctcaac
tagaagcatt

gtectttgeta

840

900

960
1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620
1680
1740
1800
1860
13920
1980
2040
2100
2160
2220
2280
2340
2400
2460
2520
2580

2583



<212> PRT

<213> Artificial

<220>

<223> polipéptido env del aislado LR1-C1

<400>

4

Met Arg Val

1

Trp

Gln

Asn

val

65

Pro

Lys

Asp

Leu

Arg

145

Ile

Tyr

Ser

Gly

Thr

Thr

50

His

Gln

Asn

Gln

Ser
130

Trp

Thr

Lys

Phe

Met

Trp

35

Ile

Asn

Glu

Asn

Ser

115

Tyr

Thr

Leu

Thr
195

Arg

Met

20

Val

Leu

Val

val

Met

100

Leu

Asn

Lys

Asn

Asp

180

Asp

Glu

5

Leu

Thr

Phe

Trp

Glu

85

val

Lys

Asp

Met

Met

165

val

Tyr

Thr

val

Cys

Ala

70

Asp

Pro

Asn

Glu

150

Arg

val

Arg

Arg

Gly

Tyr

Ala

55

Thr

Glu

Gln

Cys

val

135

Lys

Asp

Pro

Leu

ES 2651124 T3

Lys

Met

Tyr

40

Ser

His

Asp

Met

Val

120

Gly

Gly

Lys

Ile

Ile
200

Asn

Leu

25

Gly

Asp

Ala

val

His

105

Lys

Asn

Glu

Met

Glu

185

Ser

Tyr

10

Met

val

Ala

Cys

Thr

90

Gly

Leu

Gly

Ile

Gln

170

Glu

Cys

Gln

Ile

Pro

Lys

Val

75

Glu

Asp

Thr

Thr

Lys

155

Lys

Gly

Asn

30

His

Cys

val

Ala

60

Pro

Asn

Ile

Pro

Ser

140

Asn

Gln

Lys

Thr

Leu

Ser

Trp

45

Tyr

Thr

Phe

Ile

Leu

125

Thr

Cys

Tyr

Asn

Ser
205

Trp

Ala

30

Lys

Asn

Asp

Asn

Ser

110

Cys

Asn

Ser

Ala

Asn

190

val

Trp

15

vVal

Glu

Thr

Pro

Met

95

Leu

Val

Asn

Phe

Leu

175

Asp

Ile

Lys

Glu

Ala

Glu

Asn

80

Trp

Trp

Thr

Ser

Tyr

160

Phe

Ser

Thr



Gln

val

225

Gly

Ile

Glu

Thr

Pro

305

Phe

Asn

Lys

Ser

Glu

385

Ala

Leu

Lys

Asn

Ala

210

Pro

Thr

Lys

Glu

Ile

290

Asn

Tyr

Ile

Leu

Gly

370

Phe

Asn

Pro

Ala

Ile
450

Cys

Ala

Gly

Pro

Glu

275

Ile

Asn

Thr

Ser

Arg

355

Gly

Phe

Gly

Cys

Met

435

Thr

Pro

Gly

Pro

Val

260

val

Val

Asn

Thr

Arg

340

Glu

Asp

Tyr

Thr

Arg

420

Tyr

Gly

Lys

Phe

Cys

245

Val

val

Gln

Thr

Gly

325

Gln

Gln

Pro

Cys

Ile

405

Ile

Ala

Leu

val

Ala

230

Lys

Ser

Ile

Arg

310

Asp

Asn

Phe

Glu

Asn

390

Ser

Lys

Pro

Thr

215

Leu

Asn

Thr

Arg

Asn

295

Lys

Ile

Trp

Gly

Ile

375

Thr

Ile

Gln

Pro

Leu
455

ES 2651124 T3

Phe

Leu

Val

Gln

Ser

280

Thr

Gly

Ile

Asn

Asn

360

Val

Ala

Gly

Phe

Ile

440

Thr

Glu

Lys

Ser

Leu

265

Glu

Ser

Ile

Gly

Asn

345

Lys

Met

Glu

Gly

Ile

425

Ser

Arg

Pro

Cys

Thr

250

Leu

Asn

Val

His

Asp

330

Thr

Thr

His

Leu

Gly

410

Asn

Gly

Asp

Ile

Lys

235

Val

Phe

Glu

Tle

315

Ile

Leu

Ile

Thr

Phe

395

Asn

Met

Gln

Gly

31

Pro

220

Asp

Gln

Asn

Ser

Ile

300

Gly

Arg

Lys

val

Phe

380

Asn

Lys

Trp

Ile

Gly
460

Ile

Lys

Cys

Gly

Asn

285

Lys

Pro

Gln

Gln

Phe

365

Asn

Ser

Thr

Gln

Arg

445

Arg

His

Lys

Thr

Ser

270

Asn

Cys

Gly

Ala

Ile

350

Arg

Cys

Thr

Asn

Glu

430

Cys

Gly

Tyr

Phe

His

255

Leu

Ala

Ile

Arg

His

335

Ala

Asn

Ala

Trp

Ile

415

val

Ser

Asn

Cys

Asn

240

Gly

Ala

Arg

Arg

Ala

320

Cys

Glu

Ser

Gly

Tyr

400

Ile

Gly

Ser

Gln



Thr

465

Asn

Pro

Glu

Ala

Ala

545

Arg

Ile

Asp

Thr

Asp

625

Asn

Gln

Leu

Phe

Val
705

Asp

Asn

Leu

Lys

Ala

530

Arg

Ala

Lys

Gln

Thr

610

Ile

Tyr

Glu

Trp

Ile

690

Leu

Asn

Trp

Gly

Arg

515

Gly

Leu

Ile

Gln

Gln

595

Ala

Trp

Thr

Lys

Asn

675

Met

Ser

Gln

Arg

Ile

500

Ala

Ser

Leu

Glu

Leu

580

Leu

vVal

Glu

Ser

Asn
660

Trp

Ile

Ile

Thr

Ser

485

Ala

val

Thr

Leu

Ala

565

Gln

Leu

Pro

Asn

Leu

645

Glu

Phe

Val

Val

Glu

470

Glu

Pro

Gly

Met

Ser

550

Gln

Ala

Gly

Trp

Met

630

Ile

Gln

Asn

Gly

Asn
710

Ile

Leu

Thr

Ile

Gly

535

Gly

Gln

Arg

Ile

Asn

615

Thr

Asn

Glu

Ile

Gly

695

Arg

ES 2651124 T3

Phe

Tyr

Arg

Gly

520

Ala

Ile

His

Val

Trp

600

Val

Trp

Thr

Leu

Thr

680

Leu

Val

Arg

Lys

Ala

505

Ala

Ala

val

Leu

Leu

585

Gly

Ser

Met

Leu

Leu

665

Glu

Val

Arg

Pro

Tyr

490

Lys

Leu

Ser

Gln

Leu

570

Ala

Cys

Trp

Gln

Ile

650

Ala

Trp

Gly

Gln

Val

475

Lys

Trp

Phe

Met

Gln

555

Gln

Val

Ser

Asn

Trp

635

Glu

Leu

Leu

Leu

Gly
715

32

Gly

Val

Arg

Leu

Thr

540

Gln

Glu

Gly

Asn

620

Asp

Glu

Asp

Trp

Arg

700

Tyr

Gly

Val

val

Gly

525

Leu

Asn

Thr

Arg

Lys

605

Arg

Arg

Ser

Lys

Tyr

685

Ile

Ser

Asp

Arg

val

510

Phe

Thr

Asn

val

Tyr

590

Leu

Ser

Glu

Gln

Trp

670

Ile

val

Pro

Ile

Ile

495

Gln

Leu

Val

Leu

Trp

575

Leu

Ile

vVal

Ile

Asn

655

Ala

Lys

Phe

Leu

Lys

480

Glu

Arg

Gly

Gln

Leu

560

Gly

Arg

Cys

Asp

Ser

640

Gln

Asn

Ile

Ala

Ser
720
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Phe

Ile

val

Leu

Ile

785

Trp

Ser

Ile

Thr

Gln

Glu

Asn

Phe

770

Val

Asn

Leu

Ile

Arg
850

<210>5
<211> 25

<212> ADN

Thr

Glu

Gly

755

Ser

Glu

Leu

Leu

Glu

835

Tle

<213> Artificial

<220>

His

Glu

740

Phe

Tyr

Ile

Leu

Asn

820

Ala

Arg

Leu

725

Gly

Leu

His

Leu

Gln

805

Ala

Phe

Gln

Pro

Gly

Ala

His

Gly

790

Tyr

Ile

Arg

Gly

Ala

Glu

Ile

Leu

775

Arg

Trp

Ala

Ser

Leu
855

ES 2651124 T3

Gln

Ser

Ile

760

Arg

Arg

Ile

Ile

Ile

840

Glu

Arg

Asp

745

Trp

Asp

Gly

Gln

Ala

825

Phe

Arg

Gly

730

Arg

Ile

Leu

Trp

Glu

810

Val

Arg

Ser

Pro

Asp

Asp

Leu

Glu

795

Leu

Gly

Ala

Leu

Asp

Arg

Leu

780

Ile

Lys

Glu

Ile

Leu
860

Arg

Ser

Arg

765

Ile

Leu

Asn

Gly

Leu
845

Pro

Gly

750

Ser

val

Lys

Ser

Thr

830

His

<223> cebador que se alinea con un fragmento del genoma de HXB2 de VIH-1

<400> 5
tagageccetg gaagcatcca ggaag

<210>6
<211> 24

<212> ADN

<213> Artificial

<220>

<223> cebador que se alinea con un fragmento del genoma de HXB2 de VIH-1

<400> 6
ttgectacttg tgattgetece atgt

<210>7
<211> 33

<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> cebador que se alinea con un fragmento del genoma de HXB2 de VIH-1

33

Gly

735

Leu

Thr

Tyr

Ala

815

Asp

Ile

Gly

Leu

Cys

Arg

Trp

800

Val

Arg

Pro

25

24
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<400> 7
agctggatcec gtctecgagat actgectecceca cee

<210> 8
<211> 20
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> cebador que se alinea con un fragmento del genoma de HXB2 de VIH-1

<400> 8
gtagtacatg taatgcaacc

<210>9
<211> 20
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> cebador que se alinea con un fragmento del genoma de HXB2 de VIH-1

<400> 9
agctegtete attctttece

<210> 10
<211> 23
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> cebador que se alinea con un fragmento del genoma de HXB2 de VIH-1

<400> 10
ccaattccca tacattattg tge

<210> 11
<211> 24
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> cebador que se alinea con un fragmento del genoma de HXB2 de VIH-1

<400> 11
ggagcagcag gaagcactat ggge

<210> 12
<211> 22
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> cebador que se alinea con un fragmento del genoma de HXB2 de VIH-1

<400> 12
gagttaggca gggatactca cc

<210> 13
<211> 23
<212> ADN
<213> Artificial

34

33

20

20

23

24

22
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<220>
<223> cebador que se alinea con un fragmento del genoma de HXB2 de VIH-1

<400> 13
gccaggactc ttgcctggag ctg

<210> 14
<211>19
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> cebador que se alinea con un fragmento del genoma de HXB2 de VIH-1

<400> 14
cttgtattgt tgttgggtc

<210> 15
<211> 22
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> cebador que se alinea con un fragmento del genoma de HXB2 de VIH-1

<400> 15
catggettta ggetttgate ce

<210> 16
<211> 106
<212> PRT
<213> Artificial

<220>
<223> Fragmento de la preproteina gp160 codificado por el gen env del aislado salvaje AC10 de VIH

<400> 16

Gln Ser Leu Lys Pro Cys Val Lys Leu Thr Pro Leu Cys Val Thr Leu
1 5 10 15

Ser Cys Thr Asp Asn Val Gly Asn Asp Thr Ser Thr Asn Asn Ser Arg
20 25 30

Trp Asp Lys Met Glu Lys Gly Glu Ile Lys Asn Cys Ser Phe Asn Ile
35 40 45

Thr Thr Asn Met Arg Asp Lys Met Gln Lys Gln Tyr Ala Leu Phe Tyr
50 55 60

Lys Leu Asp Val Val Pro Ile Glu Glu Gly Lys Asn Asn Asn Ser Ser
65 70 75 80

Phe Thr Asp Tyr Arg Leu Ile Ser Cys Asn Thr Ser Val Ile Thr Gln
85 90 95

Ala Cys Pro Lys Val Thr Phe
100

<210> 17

35

23

19

22
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<211>

<212> PRT

103

<213> Artificial

<220>

ES 2651124 T3

<223> Fragmento del polipéptido env del aislado LC1-C1

<400>
Gln
1

Ser

Trp

Thr

Lys

65

Phe

Ala

<210>
<211>

<212> PRT

17
Ser

Tyr

Asp

Thr
50

Leu

Thr

Cys

18
40

Leu

Lys

35

Asn

Asp

Asp

Pro

<213> Artificial

<220>

Lys

Asp

20

Met

Met

Val

Tyr

Lys
100

Pro

Asn

Glu

Arg

Val

Arg

85

val

Cys

val

Lys

Asp

Pro

70

Thr

vVal

Gly

Gly

Lys

55

Ile

Ile

Phe

Lys

Asn

Glu

40

Met

Glu

Ser

<223> fragmento secuenciado de ENV AC10

<400>

18

Leu

Gly

25

Ile

Gln

Glu

Cys

Thr Pro
10

Thr Ser

Lys Asn

Lys Gln

Gly Lys

75

Asn Thr
90

Leu

Thr

Cys

Tyr

60

Asn

Ser

Cys

Asn

Ser

45

Ala

Asn

Vval

Val

Asn

30

Phe

Asp

Ile

Thr

15

Ser

Tyr

Phe

Ser

Thr
95

Leu

Arg

Ile

Tyr

Ser

80

Gln

Lys Leu Thr Pro Leu Cys Val Thr Leu Ser Cys Thr Asp Asn Val Gly
15

1

5

10

Asn Asp Thr Ser Thr Asn Asn Ser Arg Trp Asp Lys Met Glu Lys Gly
30

20

Glu Ile Lys Asn Cys Ser Phe Asn

<210>
<211>

<212> PRT

19
40

35

<213> Artificial

<220>

<223> contigo L1-1 de ENV

40

25

36
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<400> 19
Lys Leu Thr Pro Leu Cys Val Thr Leu Ser Cys Thr Asp Asn Val Gly
1 5 10 15

Asn Asp Thr Ser Thr Asn Asn Ser Arg Trp Asp Lys Met Glu Lys Gly
20 25 30

Glu Ile Lys Asn Cys Tyr Phe Asn
35 40

<210> 20
<211> 40
<212> PRT
<213> Artificial

<220>
<223> contigo L1-2 de ENV

<400> 20
Lys Leu Thr Gln Leu Cys Asp Thr Leu Ser Cys Thr Asp Asn Val Gly
1 5 10 15

Asn Asp Thr Ser Thr Asn Asn Ser Arg Trp Asp Lys Met Glu Lys Gly
20 25 30

Glu Ile Lys Asn Cys Ser Phe Asn
35 40

<210> 21
<211> 40
<212> PRT
<213> Artificial

<220>
<223> contigo L1-3 de ENV

<400> 21

Lys Leu Thr Pro Leu Cys Val Thr Leu Ser Cys Thr Asp Asn Glu Gly
1 5 10 15

Asn Asp Thr Ser Thr Asn Asn Ser Arg Trp Asp Lys Met Gly Lys Gly
20 25 30

Glu Ile Lys Asn Cys Ser Phe Asn
35 40

<210> 22
<211> 40
<212> PRT
<213> Artificial

<220>
<223> contigo L1-6 de ENV

<220>
<221> VARIANTE
<222> (29)..(29)

37
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<223> /nota= en donde Xaa es cualquier aminoacido

<400> 22
Lys Leu Thr Pro Leu Cys Val Thr Leu Ser Cys Thr Asp Asn Val Gly
1 5 10 15

Asn Asp Thr Ser Thr Asn Asn Ser Arg Trp Asp Lys Xaa Glu Lys Gly
20 25 30

Glu Ile Lys Asn Cys Ser Phe Asn
35 40

<210> 23
<211> 40
<212> PRT
<213> Artificial

<220>
<223> contigo L2-2 de ENV

<220>

<221> VARIANTE

<222> (35)..(35)

<223> /nota= en donde Xaa es cualquier aminoacido

<400> 23
Lys Leu Thr Pro Leu Cys Val Thr Leu Ser Cys Thr Asp Asn Val Gly
1 5 10 15

Asn Asp Thr Ser Thr Asn Asn Ser Arg Trp Asp Lys Met Glu Lys Gly
20 25 30

Glu Ile Xaa Asn Cys Ser Phe Asn
35 40

<210> 24
<211> 40
<212> PRT
<213> Artificial

<220>
<223> contigo L2-3 de ENV

<400> 24

Lys Leu Thr Pro Leu Cys Val Thr Leu Ser Cys Thr Asp Asn Val Gly

1 5 10 15

Asn Asp Ile Ser Thr Ile Asn Ser Arg Trp Asp Lys Met Glu Lys Gly

20 25 30

Glu Ile Lys Asn Cys Ser Cys Asn
35 40

<210> 25
<211> 40
<212> PRT

38
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<213> Artificial

<220>

<223> contigo L3-4 de ENV

<400> 25

Lys Leu Thr Pro Leu Cys Val Thr Leu Ser Cys Thr Asp Asn Met Gly
1 5 10 15

Asn Asp Thr Ser Thr Asn Asn Ser Arg Trp Asp Lys Met Glu Lys Gly
20 25 30

Glu Ile Lys Asn Cys Ser Phe Asn
35 40

<210> 26
<211> 40
<212> PRT
<213> Artificial

<220>
<223> contigo L2 clon 5 pNL43

<400> 26
Lys Leu Thr Pro Leu Cys Val Thr Leu Ser Cys Thr Asp Asn Val Gly
1 5 10 15

Asn Asp Thr Ser Thr Asn Asn Ser Arg Trp Asp Lys Met Glu Lys Gly
20 25 0

Glu Ile Lys Asn Phe Ser Phe Asn
35 40

<210> 27
<211> 40
<212> PRT
<213> Artificial

<220>
<223> contigo BR1 clon 1 pcDNA

<400> 27

Lys Leu Thr Pro Leu Cys Val Thr Leu Ser Tyr Asn Asp Asn Val Gly
1 5 10 15

Asn Asp Thr Ser Thr Asn Asn Ser Arg Trp Asp Lys Met Glu Lys Gly
20 25 30

Glu Ile Lys Asn Cys Ser Phe Asn
35 40

<210> 28
<211> 40
<212> PRT
<213> Artificial

39
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<220>
<223> contigo BR1 clon 3 pcDNA

<400> 28

Lys Leu Thr Pro Leu Cys Val
1 5

Asn Asp Thr Ser Thr Asn Asn
20

Glu Ile Lys Asn Cys Ser Phe
35

<210> 29
<211> 40
<212> PRT
<213> Artificial

<220>
<223> contigo BR1 clon 1

<400> 29

Lys Leu Thr Pro Leu Cys Val
1 5

Asn Asp Gly Ser Thr Asn Asn
20

Glu Ile Lys Asn Cys Ser Phe
35

<210> 30
<211> 2583
<212> ADN
<213> Artificial

<220>

ES 2651124 T3

Thr Leu Ser Tyr Lys Asp Asn Val Gly
10 15

Ser Arg Trp Asp Lys Met Glu Lys Gly
25 30

Asn
40

Thr Leu Ser Tyr Asn Asp Asn Val Gly
10 15

Ser Arg Trp Asp Lys Met Glu Lys Gly
25 30

Tyr
40

<223> Secuencia de nucleétidos de Env seleccionada con el anticuerpo PG16-C10

<400> 30

40



atgagagtga
ctccttggga
ggggtacctg
tataatacag
ccacaagaag
gtagatcaga
aaattaactc
accaataata
atcaccacaa
gtagtaccaa
agttgtagca
atacattatt
ggaaccggac
gtatcaactc
gagaacttet
aagtgtataa
ttttatacaa

caaaattgga

gggagaccag
tgttgatgat
tgtggaaaga
aggtacataa
tagaattgga
tgcatgggga
cactctgtgt
gtagatggga
acatgagaga
tagaggaagg
cctcagtcat
gtgccccage
catgtaaaaa
agctgctatt
cgaacaatgc
gacccaacaa
caggagatat

ataacacttt

ES 2651124 T3

gaagaattat
ctgtagtgct
agcaaacacc
tgtttgggec
aaatgtgaca
tataatcagt
tactttaagt
taaaatggaa
taagatgcag
taagaataat
tacacaggcc
tggttttgeg
tgttagcaca
aaatggcagt
tagaaccata
caatacaaga
aataggagat

aaaacagata

cagcacttgt
gtagaacaaa
attttatttt
acacatgcct
gaaaatttta
ttatgggatc
tgcactgata
aaaggagaaa
aaacaatatg
aacagtagtt
tgtccaaagg
cttctaaaat
gtacaatgta
ctagcagaag
atagtacage
aaaggtatac
ataagacaag

gctgaaaagt

41

ggtggaaatg
cgtgggtcac
gtgcatcaga
gtgtacccac
acatgtggaa
aaagcctaaa
atgtgggaaa
taaagaactyg
cactttttta
ttaccgacta
taacctttga
gtaaggataa
cacatggaat
aagaggtagt
tgaatacate
atataggacce
cacattgtaa

taagagaaca

gggcatgatg

agtctattat
tgctaaagca
agaccccaac
aaacaacatg
gccatgtgta
tgatactagt
ctctttecaat
taaacttgat
taggttgata
gccaattcec
gaaattcaat
taagccagta
aataagatct
tgtagaaata
agggagagca
cattagtaga

atttgggaat

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

1020

1080
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aaaacaatag
aattgtgcag
gcaaatggca
ataaaacaat
agtggacaga
aggggcaatc
aacaattgga
gcacccacca
gctttgttee
ctgacggtac
agggctattg
caggcaagag
ggttgectetg
agatctgtgg
aattacacaa
gaacaagaat
gaatggcectgt
atagtttttg
tttecagacce
ggtggagaga
tggatcgacce
attgtaacga
tggaatctee
gccatageca
tttagagcta

taa

<210> 31
<211> 860
<212> PRT
<213> Artificial

<220>

tctttagaaa
gggaattttt
caattagtat
ttataaacat
ttagatgtte
agaccgacaa
gaagtgaatt
gggcaaaaag
ttgggttett
aggccagact
aggcgcaaca
tecetggetgt
aaaaactcat
atgacatttg
gtttaatata
tattggcatt
ggtatataaa
ctgtgettte
acctccecage
gcgacagaga
tgaggagect
ggattgtgga
tgcagtattg
tagcagtagg

ttctecacat

<223> PG16 clon 10

<400> 31

ES 2651124 T3

ctectectgga
ctactgtaat
tggaggggga

gtggcaggaa

atcaaatatt
ccagactgag
atataaatat
gagagtggtg
gggagcagca
attattgtct
gcocatctgttg
ggaaagatac
ctgcaccact
ggaaaacatg
caccttaatt
agataaatgg
aatattcata
tatagtgaat
tcagagggga
cagatccgga
gtgectttte
aattctggga
gattcaggaa
tgaggggaca

acctacaaga

ggggatccag
acagcagaac
aacaagacta
gtaggaaaag
acaggactgc
atcttcagac
aaagtagtaa
cagagagaaa
ggaagcacta
ggtatagtge
caactcacag
ctacgtgatc
gctgtgectt
acctggatge
gaagaatcgc
gcaaatttgt
atgatagtag
agagttaggc
cccgacaggc
agattagtga
agctaccacc
cgcagggggt
ctaaagaata
gataggatta

ataagacagg

42

aaattgtaat
tgtttaatag
atatcatact
caatgtatge
tattaacaag
ctgtaggagg
gaattgaacc
aaagagcagt
tgggcgeage
aacagcagaa
tctggggcat
aacagctect
ggaatgttag
agtgggatag
agaatcagca
ggaattggtt
gaggcttggt
agggatactc
ccggaggaat
atggattctt
acttgagaga
gggaaatcct
gtgctgttag
tagaagcatt

gcttggaaag

gcacactttt
tacttggtat
cccatgcaga
ccctececate
agatggtggt
agatatgaaa
attaggaata
gggaatagga
gtcaatgacg
caatctgectg
caagcagcte
gggaatttgg
ttggaataat
agaaattagt
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REIVINDICACIONES

Un polipéptido capaz de inducir anticuerpos neutralizantes contra un virus que comprende una variante de
gp120 de VIH-1 o un fragmento inmunogénico de la misma en donde el polipéptido o el fragmento
inmunogénico del mismo comprende la secuencia SEQ ID NO:4.

Un anticuerpo que se une especificamente a un polipéptido segun la reivindicacion 1.
Un polinucleétido que codifica un polipéptido segun la reivindicacion 1.

Un polinucleétido segun la reivindicacion 3 que tiene la secuencia de SEQ ID NO: 3.
Un vector de expresion que comprende un polinucleétido segun la reivindicacion 4.

Una célula huésped que comprende un polipéptido segun la reivindicacion 1, un polinucleétido segun la
reivindicacion 3 o un vector de expresion segun la reivindicacion 5.

Una composiciéon inmunogénica o una vacuna que comprende un polipéptido segun la reivindicacion 1, un
polinucleétido segun la reivindicaciéon 3 o un vector de expresion segun la reivindicacion 5.

Un polipéptido segun la reivindicacion 1, un polinucleétido segun la reivindicacion 3, un vector de expresion
segun la reivindicacion 5 o una composicién inmunogénica o vacuna segun la reivindicacion 7 para uso en
medicina.

Un polipéptido segun la reivindicacion 1, un polinucleétido segun la reivindicacion 3, un vector de expresion
segun la reivindicaciéon 5 o una composicion inmunogénica o vacuna segun la reivindicacion 7 para uso en la
prevencién de una enfermedad causada por una infeccién de VIH.

Un método para la deteccidon en una muestra de anticuerpos neutralizantes especificos hacia un patégeno
determinado que comprende:

(i) poner en contacto dicha muestra con un polipéptido segun la reivindicacion 1, y
(i) detectar la formacion de un complejo inmunitario entre dicho polipéptido y dichos anticuerpos
neutralizantes.

Un método in vitro para la detecciéon de una respuesta de anticuerpo neutralizante contra una infecciéon de
virus en un sujeto que comprende detectar en una muestra de dicho sujeto la presencia de anticuerpos
neutralizantes usando un método segun la reivindicacion 10, en donde la presencia de anticuerpos
neutralizantes en dicha muestra con respecto a un sujeto control es indicativa de una respuesta de
anticuerpos neutralizantes a una infeccion de virus en dicho sujeto.

Un método segun las reivindicaciones 10 o 11 en donde el virus es VIH.

Un método como se define en la reivindicacién 12 en donde la muestra es de un paciente infectado con VIH-1
o en donde la muestra es de un receptor de vacuna contra el SIDA.
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