ES 2 706 501 T3

OFICINA ESPANOLA DE
PATENTES Y MARCAS

@NUmero de publicacion: 2 706 501
GDint. Ci.;

CO7H 21/04
CO7K 14/00

(2006.01)

(2006.01)

@ TRADUCCION DE PATENTE EUROPEA T3

Fecha de presentacion y nimero de la solicitud europea:  30.07.2007
Fecha y nimero de publicacién de la concesién europea: 26.09.2018

E 16156199 (8)
EP 3037429

T|’tu|o: Vacunas de VIH mejoradas

Prioridad:

28.07.2006 US 833856 P
28.07.2006 US 833861 P
16.02.2007 US 890352 P

Fecha de publicacién y mencion en BOPI de la
traduccion de la patente:
29.03.2019

@ Titular/es:

THE TRUSTEES OF THE UNIVERSITY OF
PENNSYLVANIA (100.0%)

3160 Chestnut Street, Suite 200
Philadelphia, PA 19104-6283, US

@ Inventor/es:

WEINER, DAVID B. y
YAN, JIAN

Agente/Representante:
ISERN JARA, Jorge

AViso:En el plazo de nueve meses a contar desde la fecha de publicacién en el Boletin Europeo de Patentes, de
la mencion de concesion de la patente europea, cualquier persona podra oponerse ante la Oficina Europea
de Patentes a la patente concedida. La oposicion debera formularse por escrito y estar motivada; sélo se
considerara como formulada una vez que se haya realizado el pago de la tasa de oposicion (art. 99.1 del

Convenio sobre Concesion de Patentes Europeas).




10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2706 501 T3

DESCRIPCION
Vacunas de VIH mejoradas
Campo de la invencion

La presente invencion se refiere a vacunas de VIH mejoradas, y vacunas para su uso en métodos mejorados para
inducir respuestas inmunes, y para inmunizar profilacticamente y/o terapéuticamente individuos frente a VIH.

Antecedentes de la invencién

El genoma del VIH es altamente plastico debido a una alta tasa de mutacién y compensacién funcional. Esta alta
tasa de mutacién es conducida por al menos dos mecanismos: la baja fidelidad de la transcriptasa inversa (RT)
virica dando como resultado al menos una mutacioén por ciclo de replicacion, y los efectos dobles del gen del factor
celular antiretrovirico APOBEC3G y el gen accesorio del factor de infectividad virica Vif. Los genomas con cada
posible mutacién y muchas mutaciones dobles se generan durante cada ciclo de replicacion, dando como resultado
tremenda diversidad antigénica. Por consiguiente, se ha argumentado que una vacuna candidata derivada de un
aislado individual no puede provocar suficiente reactividad cruzada para proteger frente a diversos virus de VIH
circulantes. Los estudios recientes han sugerido que los inmunégenos consenso (Gao, F., y col. 2005. “Antigenicity
and immunogenicity of a synthetic human immunodeficiency virus type 1 group m consensus envelope glycoprotein”.
J. Virol. 79:1.154-63.; Scriba, T.J., y col. 2005. “Functionally-inactive and immunogenic Tat, Rev and Nef DNA
vaccines derived from sub-Saharan subtype C human immunodeficiency virus type 1 consensus sequences”.
Vaccine 23:1.158-69) o inmundgenos ancestrales (Doria-Rose, N.A., y col. 2005. “Human Immunodeficiency Virus
Type 1 subtype B Ancestral Envelope Protein Is Functional and Elicits Neutralizing Antibodies in Rabbits Similar to
Those Elicited by a Circulating Subtype B Envelope”. J. Virol. 79:11.214-11.224; Gao, F., y col. 2004. “Centralized
immunogens as a vaccine strategy to overcome HIV-1 diversity. Expert Rev.

Vaccines 3:5S161-S168; Mullins, J.1., y col. 2004. “Immunogen sequence: the fourth tier of AIDS vaccine design”.
Expert Rev. Vaccines 3:5S151-S159; Nickle, D.C., y col. 2003. “Consensus and ancestral state HIV vaccines”.
Science 299:1.515-1.517) pueden ser utiles a este respecto. Sin embargo, los estudios iniciales de estos
planteamientos mostraron mejora inmune celular relativamente modesta inducida por estos inmundgenos.

Recientemente Derdeyn y col. analizaron secuencias de glucoproteina de la envoltura del VIH-1 subtipo C en ocho
parejas de transmision heterosexual africanas y encontraron que longitud mas corta de V1, V2 y V4 y menos
glucanos son los rasgos comunes compartidos por las secuencias obtenidas de transmisores tempranos (Derdeyn,
C.A., y col. 2004. “Envelope-constrained neutralization-sensitive HIV-1 after heterosexual transmission”. Science
303:2.019-2.022.). Estos datos sugieren que los antigenos que imitan tales virus podrian tener relevancia para los
virus de transmisién temprana. Sin embargo, tales estructuras transmisores tempranos no se han observado para
todos los subtipos (Chohan, B., y col. 2005. “Selection for Human Immunodeficiency Virus Type 1 envelope
glycosylation variants with shorter V1-V2 loop sequences occurs during transmission of certain genetic subtypes and
may impact viral RNA levels”. J. Virol. 79:6.528-6.531). Sin embargo, la incorporacion de bucles V mas cortos en un
inmundgeno de la envoltura puede tener otros beneficios, tales como la mejora de la sensibilidad para CD4 soluble
(Pickora, C., y col. 2005. “ldentification of two N-linked glycosylation sites within the core of the Simian
Immunodificiency virus glycoprotein whose removal enhances sensitivity to soluble CD4”. J. Virol. 79:12.575-12.583),
y se deberia considerar.

Los estudios han mostrado la importancia de las respuestas de LCT especifico al VIH-1 en el control de la carga
virica durante la infeccién aguda y asintomatica y el desarrollo del SIDA. Sin embargo, no esta claro si las vacunas
de ADN basadas en la envoltura actuales son tan potentes como es necesario. Se han usado varios métodos para
incrementar los niveles de expresion de los inmun6genos del VIH-1, tales como la optimizacién de codén (Andre, S.,
y col. 1998. “Increased immune response elicited by DNA vaccination with asynthetic gp120 sequence with optimized
codon usage”. J. Virol 72:1.497-503; Deml, L., y col. A. 2001. “Multiple effects of codon usage optimization on
expression and immunogenicity of DNA candidate vaccines encoding the human immunodeficiency virus type 1 gag
protein”. J. Virol. 75:10.991-11.001), optimizacién de ARN (Muthumani, K., y col. 2003. “Novel engineered HIV-1 East
African Clade-A gp160 plasmid construct induces strong humoral and cell-mediated immune responses in vivo”.
Virology 314:134-46; Schneider, R., M. y col. 1997. “Inactivation of the human immunodeficiency virus type 1
inhibitory elements allows Rev-independent expression of Gag and Gag/protease and particle formation”. J. Virol.
71:4.892-4.903) y la adicion de las secuencias lideres de inmunoglobulina que tienen estructura secundaria de ARN
débil (Yang, J.S., y col. 2001. “Induction of potent Th1-Type immune responses from a novel DNA vaccine for West
Nile Virus New York Isolate (WNV-NY1999). J. Infect Diseases 184:809-816).

El documento W02005/028625 describe inmundgenos para inducir anticuerpos que neutralizan aislados primarios
de VIH y/o a un inmundgeno que induce una respuesta inmune de linfocito T.
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Sumario de la invencién

La presente invencién proporciona una proteina que comprende una secuencia de aminoacidos seleccionada del
grupo que consiste en: SEQ ID NO:2 y fragmentos de la SEQ ID NO:2 que comprenden 600 o mas aminoacidos de
la SEQ ID NO:2, en donde la secuencia de aminoacidos induce una respuesta inmune frente a VIH.

La presente invencién se refiere a construcciones de acidos nucleicos y proteinas codificadas por las mismas que
proporcionan dianas inmunogénicas frente a la cuales se puede generar una respuesta inmune anti-VIH.

La presente invencién proporciona secuencias consenso para la proteina de la envoltura del VIH subtipo A.

La presente invencion proporciona construcciones que codifican tales secuencias de proteinas, vacunas que
comprenden tales proteinas y/o moléculas de acido nucleico que codifican tales proteinas.

La presente invencién se refiere a moléculas de acido nucleico que codifican tales secuencias de proteina que
comprenden una secuencia de nucleétidos seleccionada del grupo que consiste en: SEQ ID NO:1; fragmentos de la
SEQ ID NO:1 que comprenden 1.890 o més nucleétidos de la SEQ ID NO:1 y secuencias que tienen al menos 90 %
de similitud con la SEQ ID NO:1. La presente invencién se refiere a la molécula de acido nucleico que codifica la
SEQ ID NO:16.

La presente invencién se refiere a moléculas de acido nucleico que comprenden una secuencia de nucleétidos
seleccionada del grupo que consiste en: secuencias de nucleétidos que codifican la SEQ ID NO:2; fragmentos de las
secuencias de nucleotidos que codifican la SEQ ID NO:2 que comprenden 600 o mas aminoacidos de la SEQ ID
NO:2, en donde la secuencia de aminoacidos induce una respuesta inmune frente a VIH. La presente invencion
proporciona ademas composiciones farmacéuticas que comprenden tales moléculas de acido nucleico y el uso de la
composicion farmacéutica en un método de induccion de una respuesta inmune en un individuo frente a VIH.

La presente invencién proporciona ademas vacuna recombinante que comprende tales moléculas de acido nucleico.

La presente invencién proporciona ademas patégenos atenuados vivos que comprenden tales moléculas de acido
nucleico.

La presente invencion proporciona proteinas que comprenden las secuencias de aminoacidos seleccionadas del
grupo que consiste en: SEQ ID NO:2, y fragmentos de la SEQ ID NO:2 que comprenden 600 o mas aminoacidos de
la SEQ ID NO:2, en donde la secuencia de aminoacidos induce una respuesta inmune frente a VIH. La presente
invencion proporciona ademas proteinas que comprenden la secuencia de aminoacidos SEQ ID NO:16.

La presente invencion proporciona ademas composiciones farmacéuticas que comprenden tales proteinas y el uso
de la composicion farmacéutica en un método de induccién de una respuesta inmune en un individuo frente a VIH.

La presente invencién proporciona ademas vacuna recombinante que comprende tales proteinas.
La presente invencién proporciona ademas patégenos atenuados vivos que comprenden tales proteinas.
Breve descripcion de las figuras

La Figura 1 muestra una comparacion de las secuencias de aminoacidos de EY2E1-B y EK2P-B. La secuencia
lider de IgE esta subrayada. Las regiones recuadradas muestran regiones variables. El * indica seis restos
importantes implicados en la utilizacion de CCRS5. El sitio de escisién esta indicado por una flecha. El dominio de
transmembrana se muestra por la linea de puntos.

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

La Figura 3 muestra la expresion de inmundgenos de envoltura. El panel A muestra los resultados del analisis de
transferencia Western de los genes de EY2E1-B y EK2P-B. Las células de RD se sometieron a transfeccion con
diferentes plasmidos. 48 horas después, se recogieron los lisados celulares. Las muestras se analizaron por
transferencia Western y se sondaron con monoclonal (2G12) de gp120 del VIH-1. En cuanto al control de carga,
la mancha se separé y se sond6é de nuevo con un anticuerpo anti-actina monoclonal. El panel B muestra los
resultados del ensayo de inmunofluorescencia de los genes de EY2E1-B y EK2P-B. Las células de RD
transfectadas que expresan proteinas de la envoltura mostraron fluorescencia roja tipica. El anticuerpo F105
monoclonal especifico a la envoltura del VIH-1 sirvié como fuente del anticuerpo primario.

La Figura 4 muestra las titulaciones totales del anticuerpo IgG en los sueros de los ratones inmunizados. El panel
A muestra la medicién de las respuestas del anticuerpo especifico a la envoltura del subtipo B. El panel B
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muestra la medicién de las respuestas del anticuerpo especifico a la envoltura del subtipo A/E. El panel C
muestra la medicion de las respuestas del anticuerpo especifico a la envoltura del subtipo C. Las respuestas
inmunes humorales después de la inmunizacién con las construcciones de ADN pEY2E1-B y pEK2P-B se
detectaron por el ensayo de inmunoabsorcion ligado a enzima (ELISA). Cada ratén se inmunizé
intramuscularmente tres veces, cada una de 100 ug de ADN a intervalos bisemanales. Los ratones de cada
grupo (n=3) se sangraron una semana después de la tercera inmunizacién y los sueros igualmente reagrupados
se diluyeron en tampén de bloqueo y se analizaron como se describe en Materiales y métodos. Los sueros
reagrupados recogidos de ratones inmunizados con pVAX se usaron como control. La absorbancia (DO) se midié
a 450 nm. Cada punto de dato representa tres valores de DO promedio de suero de tres ratones por grupo y los
valores representan la media de ELISA obtenida en tres ensayos separados.

La Figura 5 muestra la induccion de respuestas inmunes mediadas por célula por pEY2E1-B en tanto ratones
BalB/C como ratones transgénicos HLA-A2. Las frecuencias de las células formadoras de mancha (SFC) de IFN-
y especifico a la envoltura consenso del subtipo B por millén de esplenocitos después de la vacunacion de ADN
con pEY2E1-B y pEK2P-B se determinaron por ensayo ELISpot en tanto ratones BalB/C (Panel A) como ratones
transgénicos (Panel C). Las frecuencias de células formadoras de mancha de IFN-y especifico a la envoltura
consenso del subtipo B, pobres en CD8 por millon de esplenocitos después de la vacunacion de ADN con
pEY2E1-B y pEK2P-B se determinaron también en tanto ratones BalB/C (Panel B) como ratones transgénicos
(Panel D). Los esplenocitos se aislaron de ratones inmunizados individuales (ires ratones por grupo) y se
estimularon in vitro con grupos de péptidos de la envoltura del subtipo B consenso solapados. Se incluyeron
ratones inmunizados con pVAX cadena principal como control negativo. Los valores son las
medias+desviaciones estandar de las medias de SFC de IFN-y. (Panel E). La caracterizacion de los epitopos
dominantes especificos a la envoltura consenso del subtipo B. Los esplenocitos recogidos de ratones BalB/C
vacunados con pEY2E1-B y pEK2P-B, respectivamente, se cultivaron con 29 grupos de péptido de la envoltura
consenso del VIH-1 subtipo B durante 24 horas. Las células secretoras de IFN-y se determinaron por ensayo
ELISpot como se describié anteriormente.

La Figura 6 muestra reactividad cruzada inducida por pEY2E1-B en tanto ratones BalB/C como ratones
transgénicos HLA-A2. Las respuestas inmunes de linfocito T aditivas en ratones BalB/C inducidas por
vacunacion con pEY2E1-B y pEK2P-B frente a cuatro grupos de péptido individuales de péptidos de la envoltura
del VIH-1 MN (Panel A), VIH-1 grupo M (Panel B), péptidos de la envoltura consenso del subtipo C (Panel C) y
dos péptidos de la envoltura de aislado del subtipo C (Paneles D y E) se midieron por ensayo ELISpot de IFN-y.
También se midieron las respuestas inmunes de linfocito T aditivas en los ratones transgénicos HLA-A2
inducidas por vacunacién con pEY2E1-B y pEK2P-B frente a cuatro grupos de péptido individuales de péptidos
de la envoltura del VIH-1 MN (Panel F), VIH-1 grupo M (Panel G), péptidos de la envoltura consenso del subtipo
C (Panel H) y dos péptidos de la envoltura de aislado del subtipo C (Paneles | y J). Se incluyeron ratones
inmunizados con pVAX cadena principal como control negativo.

La Figura 7 muestra la caracterizacion de los epitopos dominantes especificos a la envoltura del subtipo B MN en
tanto ratones BalB/C (Panel A) como ratones transgénicos HLA-A2 (Panel B) inmunizados con pEY2E1-B y
pEK2P-B. Los esplenocitos recogidos de los ratones BalB/C vacunados con pEY2E1-B y pEK2P-B y los ratones
transgénicos, respectivamente, se cultivaron con 29 grupos de péptido de la envoltura del VIH-1 subtipo B MN
durante 24 horas. Las células secretoras de IFN-y se determinaron por ensayo ELISpot como se describid
anteriormente.

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

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

Los paneles Ay B de la Figura 10 muestran que una respuesta inmune celular fuerte es inducida por E72E1-B.
Los paneles Ay B de la Figura 11 muestran que las respuestas inmunes celulares de reaccion cruzada fuertes y
amplias son inducidas por E72E1-B.

Los paneles A-D de la Figura 12 muestran que las respuestas inmunes celulares de clado cruzado fuertes son
inducidas por E72E1-B.

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

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

Los paneles A y B de la Figura 15 muestran los datos de los estudios de la respuesta celular provocada por
pEY3E1-C.

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

Los paneles A-D de la Figura 17 muestran los datos de los estudios de las respuestas celulares de reaccion
cruzada provocadas por pEY3E1-C dentro del mismo clado.

Los paneles A y B de la Figura 18 muestran los datos de los estudios de las respuestas celulares de reaccion
cruzada provocadas por pEY3E1-C. El panel A muestra los datos de ELISpot de IFN-y especifico a env del
subtipo C (Uruguay). El panel B muestra los datos de ELISpot de IFN-y especifico a env del subtipo C (S. Africa).
Los paneles A-F de la Figura 19 muestran los datos de los estudios de las respuestas celulares de reaccion
cruzada provocadas por pEY3E1-C entre clados.

Los paneles A-X de la Figura 20 muestran los datos de los estudios de las respuestas inmunes provocadas por
construcciones consenso de gag del VIH-1.
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La Figura 21 ilustra el ciclo de vida de VPH en el epitelio del tracto genital.

La Figura 22 muestra un mapa de la organizacién del genoma del VPH-16.

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

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

Los paneles A-D de la Figura 25 muestran las respuestas inmunes celulares inducidas por el inmunégeno de
ADN p1667.

La Figura 26 muestra los resultados del mapeo del epitopo inmunodominante.

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

La Figura 28 muestra los resultados de los experimentos de regresién de tumor usando la vacuna de ADN de
E6/E7 para estudiar la proteccién en ratones C57/BL6.

La Figura 29 muestra los datos de los experimentos que detectan los linfocitos E7 Tetramero positivos en bazos.
La Figura 30 muestra los datos de los experimentos que detectan los linfocitos E7 Tetramero positivos en
tumores.

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

La Figura 32 muestra respuestas inmunes celulares aumentadas a inmunégenos consenso del VIH-1 con
inyeccion conjunta IM de IL-12 codificada por plasmido seguido de electroporacién (EP). Los ELISpot de IFN-y se
realizaron dos semanas después de la (a) primera inmunizacion, (b) segunda inmunizacién, y (c) tercera
inmunizacién (como se ve en comparacién con las otras tres). Las respuestas a env se representan como barras
negras y a gag se representan como barras blancas con los datos mostrados como respuestas mediastEEM de
grupo amontonadas.

La Figura 33 muestra respuestas inmunes celulares de reaccion cruzada aumentadas con electroporacion
intramuscular. Después de tres inmunizaciones, la respuesta inmune de linfocito T total en macacos inmunizados
con pEY2E1-B frente a cuatro grupos de péptido de los péptidos del VIH-1 grupo M se determin6 por ELISpot de
IFN-y. Los datos se muestran como mediastEEM de grupo amontonadas.

La Figura 34 muestra respuestas de memoria aumentadas a inmundgenos del VIH-1 con electroporacion IM y el
plasmido de IL-12. Cinco meses después de la Ultima inmunizacion, los ensayos ELISpot se realizaron para
determinar las respuestas memoria especificas a antigeno a gag y env en los grupos inmunizados IMy EP con y
sin inmunizacién conjunta con el plasmido de IL-12. Los datos se muestran como respuestas mediastEEM de

grupo.
Descripcion detallada de las realizaciones preferidas
Definiciones

Como se usa en el presente documento, la expresion “condiciones de hibridacion estricta” o “condiciones estrictas”
se refiere a las condiciones bajo las que una molécula de acido nucleico hibridara otra molécula de acido nucleico,
pero no otras secuencias. Las condiciones estrictas son dependientes de secuencia y seran diferentes en diferentes
circunstancias. Secuencias mas largas hibridan especificamente a temperaturas mayores. Generalmente, las
condiciones estrictas se seleccionan por ser aproximadamente 5 °C menos que la temperatura del punto de fusién
(Tm) para la secuencia especifica a una fuerza iénica y pH definidos. La Tm es la temperatura (bajo fuerza i6nica,
pH y concentracion de acido nucleico definidos) al que el 50 % de las sondas complementarias a la secuencia diana
hibridan con la secuencia diana en equilibrio. Puesto que las secuencias diana estan en general presentes en
exceso, a Tm, 50 % de las sondas esta ocupadas en equilibrio. Generalmente, las condiciones estrictas seran
aquellas en las que la concentracion de sal es menos de aproximadamente 1,0 M de ion de sodio, generalmente
0,01 a 1,0 M de ion de sodio (u otras sales) a pH 7,0 a 8,3 y la temperatura es al menos aproximadamente 30 °C
para sondas cortas, cebadores u oligonucle6tidos (por ejemplo, 10 a 50 nucleétidos) y al menos aproximadamente
60 °C para sondas mas largas, cebadores u oligonucledtidos. Las condiciones estrictas también se pueden
conseguir con la adicién de agentes desestabilizantes, tal como formamida.

La homologia de secuencia para nucleétidos y aminoacidos se puede determinar usando FASTA, BLAST y BLAST
con huecos (Altschul y col., Nuc. Acids Res., 1997, 25, 3.389) y el programa informatico PAUP* 4.0b10 (D.L.
Swofford, Sinauer Associates, Massachusetts). El “porcentaje de similitud” se calcula usando el programa
informatico PAUP* 4.0b10 (D.L. Swofford, Sinauer Associates, Massachusetts). La similitud promedio de la
secuencia consenso se calcula en comparacién con todas las secuencias en el arbol filogenético (véase las Figuras
2y 14).

En resumen, el algoritmo BLAST, el cual significa “Basic Local Alignment Search Tool” (herramienta de investigacion
de alineamiento local basico) es adecuado para determinar la similitud de secuencia (Altschul y col., J. Mol. Biol.,
1990, 215, 403-410). El programa informatico para la realizacién del andlisis BLAST esta publicamente disponible a
través del “National Center for Biotechnology information” (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/). Este algoritmo implica la
primera identificacion del par de secuencia de alta puntuacion (HSP) mediante la identificacion de palabras cortas de
longitud W en la secuencia consulta (query) que o bien se empareja o satisface alguna puntuacion T umbral
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valorada positiva cuando se alinea con una palabra de la misma longitud en una secuencia de base de datos. T se
refiere al umbral de puntuacion de palabra de las cercanias (Altschul y col., supra). Estas coincidencias (hits) de
palabra de la cercania iniciales acttan como semillas para iniciar investigaciones para encontrar HSP que las
contiene. Las coincidencias de palabra se extienden en ambas direcciones a lo largo de cada secuencia tan lejos
como la puntuacién de alineamiento acumulativa se pueda incrementar. La extension para las coincidencias de
palabra en cada direccién se paran cuando: 1) la puntuacién de alineamiento acumulativo cae en la cantidad X a
partir de su maximo valor alcanzado; 2) la puntuaciéon acumulativa va a cero o por debajo, debido a la acumulacién
de uno o mas alineamientos de resto de puntuacion negativa; o 3) se alcanza el final de cada secuencia. Los
parametros del algoritmo Blast W, T y X determinan la sensibilidad y la velocidad del alineamiento. El programa Blast
usa como valores por defecto una longitud de palabra (W) de 11, la matriz de puntuacién BLOSUM62 (véase
Henikoff y col., Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 1992, 89, 10.915-10.919) alineamientos (B) de 50, expectacion (E) de 10,
M=5, N=4, y una comparacién de ambas cadenas. El algoritmo BLAST (Karlin y col., Proc. Natl. Acad. Sci. USA,
1993, 90, 5.873-5.787) y BLAST con huecos realizaron un andlisis estadistico de la similitud entre dos secuencias.
Una medida de la similitud proporcionada por el algoritmo BLAST es la probabilidad de suma mas pequefa (P(N)), lo
cual proporciona una indicio de la probabilidad por la que un apareamiento entre dos secuencias de nucleétidos
ocurriria por casualidad. Por ejemplo, un &cido nucleico se considera similar a otro si la probabilidad de suma mas
pequeria en comparacion del acido nucleico de ensayo con el otro acido nucleico es menos de aproximadamente 1,
preferentemente menos de aproximadamente 0,1, mas preferentemente menos de aproximadamente 0,01, y lo mas
preferentemente menos de aproximadamente 0,001.

Como se usa en el presente documento, el término “construccidén genética” se refiere a las moléculas de ADN o ARN
que comprenden una secuencia de nucleétidos que codifica la proteina. La secuencia codificante incluye las sefiales
de iniciacién y finalizacion ligadas de manera operativa a elementos reguladores que incluyen un promotor y la sefnal
de poliadenilaciéon capaces de dirigir la expresion en las células del individuo al que se administra la molécula de
acido nucleico.

Como se usa en el presente documento, el término “forma expresable” se refiere a construcciones génicas que
contienen los elementos reguladores necesarios operables ligados a una secuencia codificante que codifica una
proteina de modo que cuando estan presente en la célula del individuo, se expresara la secuencia codificante.

Resumen

La presente invencion proporciona vacunas mejoradas utilizando una estrategia multifase para aumentar las
respuestas inmunes celulares inducidas por inmundégenos. Se generaron las secuencias consenso modificadas para
inmundgenos. También se describen modificaciones genéticas incluyendo la optimizacién de codén, optimizacién de
ARN, y la adiciéon de una secuencia lider de inmunoglobina de alta eficiencia para incrementar la inmunogenicidad
de las construcciones. Los nuevos inmundgenos se han disefiado para provocar respuestas inmune celulares mas
fuertes y mas amplias que los inmunégenos optimizados por un coddn correspondientes.

La invencion proporciona vacunas de VIH mejoradas proporcionando proteinas y construcciones genéticas que
codifican proteinas con epitopos que las hacen particularmente eficaces como inmundégenos frente al que se puede
inducir las respuestas inmunes anti-VIH. Por consiguiente, las vacunas se pueden proporcionar para inducir una
respuesta inmune terapéutica o profilactica. En algunas realizaciones, los medios para administrar el inmun6geno es
una vacuna de ADN, una vacuna recombinante, una vacuna de subunidad de proteina, una composicién que
comprende el inmunégeno, una vacuna atenuada o una vacuna inactivada. En algunas realizaciones, la vacuna
comprende una combinacion seleccionada de los grupos que consisten en: una o mas vacunas de ADN, una o mas
vacunas recombinantes, una o mas vacunas de subunidad de proteina, una o0 mas composiciones que comprenden
el inmundgeno, una o més vacunas atenuadas y una o mas vacunas inactivadas.

Una vacuna segun la invencién se administra a un individuo para modular la actividad del sistema inmune del
individuo y de ese modo aumentar la respuesta inmune frente a VIH. Cuando una molécula de acido nucleico que
codifica la proteina es absorbida por las células del individuo la secuencia de nucledtidos se expresa en las células y
la proteina de ese modo es administrada al individuo. Segun algunos aspectos de la presente invencion, se
proporcionan composiciones y métodos que profilacticamente y/o terapéuticamente inmunizan un individuo frente a
VIH.

La presente invencién se refiere a composiciones para administrar moléculas de acido nucleico que comprenden
una secuencia de nucledtidos que codifica una proteina de la invencion ligada de manera operativa a elementos
reguladores. Los aspectos de la presente invencién se refieren a composiciones de una vacuna recombinante que
comprende una secuencia de nucleotidos que codifica una proteina de la invencion; un patégeno atenuado vivo que
codifica una proteina de la invencion y/o incluye una proteina de la invencién; un patégeno inactivado incluye una
proteina de la invencion; o una composicion tal como un liposoma o vacuna de subunidad que comprende una
proteina de la invencion. La presente invencion se refiere ademas a composiciones farmacéuticas inyectables que
comprenden las composiciones.
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VIH

La presente invencién proporciona vacunas anti-VIH mejoradas utilizando una estrategia multifase para aumentar las
respuestas inmunes celulares inducidas por inmunoégenos de VIH. Se generaron secuencias consenso modificadas
para los inmundégenos. También se describieron las modificaciones genéticas incluyendo optimizacion de codén,
optimizacién de ARN, y la adicion de una secuencia lider de inmunoglobina de alta eficacia para incrementar la
inmunogenicidad de las construcciones. Los nuevos inmundgenos se han disefiado para provocar respuestas
inmunes celulares mas fuertes y mas amplias que los inmunégenos optimizados por un coddn correspondientes.

La SEQ ID NO:1 es una construccién de secuencia de ADN de la envoltura consenso del subtipo A. La SEQ ID NO:1
comprende la secuencia codificante para la secuencia de la vacuna de VIH que comprende una secuencia lider de
IgE ligada a una secuencia consenso para la proteina de la envoltura del subtipo A. La SEQ ID NO:2 comprende la
secuencia de aminoacidos para la construccion de secuencia de la vacuna del VIH que comprende una secuencia
lider de IgE ligada a una secuencia consenso para la proteina de la envoltura del subtipo A. La secuencia lider de
IgE es la SEQ ID NO:15. La SEQ ID NO:16 es la secuencia de la proteina de la envoltura consenso del subtipo A.

En algunas realizaciones, las vacunas de la invencion incluyen preferentemente la SEQ ID NO:16, fragmento de la
misma, una molécula de &cido nucleico que codifica la SEQ ID NO:16, o fragmentos de la misma. En algunas
realizaciones, las vacunas de la invencion incluyen preferentemente la SEQ ID NO:2 o una molécula de &cido
nucleico que la codifica. En algunas realizaciones, las vacunas de la invencién incluyen preferentemente la SEQ ID
NO:1. Las vacunas de la presente invencion incluyen preferentemente la secuencia lider de IgE SEQ ID NO:15 o la
secuencia de acidos nucleicos que codifica la misma.

Los fragmentos de la SEQ ID NO:1 comprenden 1.890 o mas nucleédtidos; en algunas realizaciones, 1.980 o mas
nucleétidos; y en algunas realizaciones, 2.070 o mas nucleétidos. En algunas realizaciones, los fragmentos de la
SEQ ID NO:1 pueden comprender las secuencias codificantes para las secuencias lider de IgE. En algunas
realizaciones, los fragmentos de la SEQ ID NO:1 no comprenden las secuencias codificantes para las secuencias
lider de IgE.

Los fragmentos de la SEQ ID NO:2 comprenden 600 o mas aminoacidos; en algunas realizaciones, 630 o mas
aminoacidos; en algunas realizaciones, 660 o mas aminodcidos; y en algunas realizaciones, 690 o mas
aminoacidos.

Otros aspectos de la descripcion

La SEQ ID NO:3 es una construccién de secuencia de ADN de la envoltura consenso del subtipo B. La SEQ ID NO:3
comprende la secuencia codificante para la secuencia de la vacuna del VIH que comprende una secuencia lider de
IgE ligada a una secuencia consenso para la proteina de la envoltura del subtipo B. La SEQ ID NO:4 comprende la
secuencia de aminoacidos para la construccion de secuencia de la vacuna del VIH que comprende una secuencia
lider de IgE ligada a una secuencia consenso para la proteina de la envoltura del subtipo B. La secuencia lider de
IgE es la SEQ ID NO:15. La SEQ ID NO:17 es la secuencia de la proteina de la envoltura consenso del subtipo B.

En algunos aspectos, las vacunas incluyen preferentemente la SEQ ID NO:17, fragmento de la misma, una molécula
de acido nucleico que codifica la SEQ ID NO:17, o fragmentos de la misma. En algunos aspectos, las vacunas
incluyen preferentemente la SEQ ID NO:4 o una molécula de acido nucleico que la codifica. En algunos aspectos,
las vacunas incluyen preferentemente la SEQ ID NO:3. Las vacunas incluyen preferentemente la secuencia lider de
IgE SEQ ID NO:15 o la secuencia de &cidos nucleicos que codifica la misma.

Los fragmentos de la SEQ ID NO:3 pueden comprender 90 o més nucleétidos. En algunos aspectos, los fragmentos
de la SEQ ID NO:3 pueden comprender 180 o mas nucledtidos; en algunos aspectos, 270 o mas nucleétidos; en
algunos aspectos 360 o mas nucle6tidos; en algunos aspectos, 450 o mas nucledtidos; en algunos aspectos 540 o
mas nucle6tidos; en algunos aspectos, 630 0 mas nuclebtidos; en algunos aspectos, 720 o mas nucleétidos; en
algunos aspectos, 810 0 mas nucleétidos; en algunos aspectos, 900 o mas nucleotidos; en algunos aspectos, 990 o
mas nucleotidos; en algunos aspectos, 1.080 o mas nucleétidos; en algunos aspectos, 1.170 o mas nucleédtidos; en
algunos aspectos, 1.260 o mas nucleédtidos; en algunos aspectos, 1.350 o mas nucleétidos; en algunos aspectos,
1.440 o mas nucleétidos; en algunos aspectos, 1.530 o mas nucleétidos; en algunos aspectos, 1.620 o mas
nucleétidos; en algunos aspectos, 1.710 o mas nucledtidos; en algunos aspectos, 1.800 o mas nucleétidos; en
algunos aspectos, 1.890 o mas nucledtidos; en algunos aspectos, 1.980 o mas nucledtidos; en algunos aspectos,
2.070 o mas nucledtidos; en algunos aspectos, 2.160 o mas nucledtidos; en algunos aspectos, 2.250 0 mas
nucleétidos; en algunos aspectos, 2.340 o0 mas nucledtidos; en algunos aspectos, 2.430 o mas nucleétidos; en
algunos aspectos, 2.520 0 mas nucledtidos; en algunos aspectos, 2.620 0 mas nucleoétidos; y en algunos aspectos,
2.700 o mas nucledtidos. En algunos aspectos, los fragmentos de la SEQ ID NO:3 pueden comprender las
secuencias codificantes para las secuencias lider de IgE. En algunos aspectos, los fragmentos de la SEQ ID NO:3
no comprenden las secuencias codificantes para las secuencias lider de IgE. Los fragmentos pueden comprender
menos de 180 nucleédtidos, en algunos aspectos menos de 270 nucleétidos, en algunos aspectos menos de 360
nucleétidos, en algunos aspectos menos de 450 nucle6tidos, en algunos aspectos menos de 540 nucledtidos, en
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algunos aspectos menos de 630 nucledtidos, en algunos aspectos menos de 720 nucledtidos, en algunos aspectos
menos de 810 nucleédtidos, en algunos aspectos menos de 900 nucleétidos, en algunos aspectos menos de 990
nucleétidos, en algunos aspectos menos de 1.080 nucleédtidos, en algunos aspectos menos de 1.170 nucleoétidos, en
algunos aspectos menos de 1.260 nuclettidos, en algunos aspectos menos de 1.350 nucledtidos, en algunos
aspectos menos de 1.440 nucleétidos, en algunos aspectos menos de 1.530 nucleédtidos, en algunos aspectos
menos de 1.620 nucledtidos, en algunos aspectos menos de 1.710 nucleétidos, en algunos aspectos menos de
1.800 nucledtidos, en algunos aspectos menos de 1.890 nucledtidos, en algunos aspectos menos de 1.980
nucleétidos, en algunos aspectos menos de 1.020 nucledtidos, en algunos aspectos menos de 2.070 nucleoétidos, en
algunos aspectos menos de 2.160 nuclettidos, en algunos aspectos menos de 2.250 nucledtidos, en algunos
aspectos menos de 2.340 nucle6tidos, en algunos aspectos menos de 2.430 nucledtidos, en algunos aspectos
menos de 2.520 nucleétidos, en algunos aspectos menos de 2.610 nucleétidos, y en algunos aspectos menos de
2.700 nucledtidos.

Los fragmentos de la SEQ ID NO:4 pueden comprender 30 o mas aminodcidos. En algunos aspectos, los
fragmentos de la SEQ ID NO:4 pueden comprender 60 o mas aminoacidos; en algunos aspectos, 90 o mas
aminoacidos; en algunos aspectos 120 o0 mas aminoacidos; en algunos aspectos, 150 o mas aminoacidos; en
algunos aspectos, 180 0 mas amino&cidos; en algunos aspectos 210 0 mas aminodcidos; en algunos aspectos, 240
0 mas aminodcidos; en algunos aspectos, 270 0 mas aminoacidos; en algunos aspectos, 300 0 mas aminoacidos;
en algunos aspectos, 330 o mas aminodcidos; en algunos aspectos, 360 0 mas aminodcidos; en algunos aspectos,
390 o mas aminodcidos; en algunos aspectos, 420 o mas aminoacidos; en algunos aspectos, 450 o mas
aminoacidos; en algunos aspectos, 480 o mas aminodacidos; en algunos aspectos, 510 o0 mas aminoacidos; en
algunos aspectos, 540 o mas aminoacidos; en algunos aspectos, 570 0 mas aminoacidos; en algunos aspectos, 600
0 mas aminodcidos; en algunos aspectos, 630 o0 mas aminoacidos; en algunos aspectos, 660 0 mas aminoacidos; y
en algunos aspectos, 690 o0 mas aminoacidos. Los fragmentos pueden comprender menos de 90 aminoacidos, en
algunos aspectos menos de 120 aminoacidos, en algunos aspectos menos de 150 amino&cidos, en algunos
aspectos menos de 180 aminoacidos, en algunos aspectos menos de 210 aminoacidos, en algunos aspectos menos
de 240 aminoécidos, en algunos aspectos menos de 270 aminoacidos, en algunos aspectos menos de 300
aminoacidos, en algunos aspectos menos de 330 aminodacidos, en algunos aspectos menos de 360 aminoacidos, en
algunos aspectos menos de 390 aminoacidos, en algunos aspectos menos de 420 amino&cidos, en algunos
aspectos menos de 450 aminoacidos, en algunos aspectos menos de 480 aminoacidos, en algunos aspectos menos
de 540 aminoéacidos, en algunos aspectos menos de 600 aminoacidos, en algunos aspectos menos de 660
aminoacidos, y en algunos aspectos menos de 690 aminoacidos.

La SEQ ID NO:5 es una construccion de secuencia de ADN de la envoltura consenso del subtipo C. La SEQ ID
NO:5 comprende la secuencia codificante para la secuencia de la vacuna del VIH que comprende una secuencia
lider de IgE ligada a una secuencia consenso para la proteina de la envoltura del subtipo C. La SEQ ID NO:6
comprende la secuencia de aminoacidos para la construccion de secuencia de la vacuna del VIH que comprende
una secuencia lider de IgE ligada a una secuencia consenso para la proteina de la envoltura del subtipo C. La
secuencia lider de IgE es la SEQ ID NO:15. La SEQ ID NO:18 es la secuencia de la proteina de la envoltura
consenso del subtipo C.

En algunos aspectos, las vacunas incluyen preferentemente la SEQ ID NO:18, fragmento de la misma, una molécula
de &cido nucleico que codifica la SEQ ID NO:18, o fragmentos de la misma. En algunos aspectos, las vacunas
incluyen preferentemente la SEQ ID NO:6 o una molécula de acido nucleico que la codifica. En algunos aspectos,
las vacunas incluyen preferentemente la SEQ ID NO:5. Las vacunas incluyen preferentemente la secuencia lider de
IgE SEQ ID NO:15 o la secuencia de acidos nucleicos que codifica la misma.

Los fragmentos de la SEQ ID NO:5 pueden comprender 90 o mas nucleétidos. En algunos aspectos, los fragmentos
de la SEQ ID NO:5 pueden comprender 180 o mas nucledtidos; en algunos aspectos, 270 o mas nucleétidos; en
algunos aspectos 360 o mas nucle6tidos; en algunos aspectos, 450 o mas nucledtidos; en algunos aspectos 540 o
mas nucle6tidos; en algunos aspectos, 630 0 mas nucleétidos; en algunos aspectos, 720 o mas nucledtidos; en
algunos aspectos, 810 0 mas nucledtidos; en algunos aspectos, 900 0 méas nucleétidos; en algunos aspectos, 990 o
mas nucleotidos; en algunos aspectos, 1.080 o mas nucledtidos; en algunos aspectos, 1.170 o mas nucleédtidos; en
algunos aspectos, 1.260 o mas nucleétidos; en algunos aspectos, 1.350 o mas nucleédtidos; en algunos aspectos,
1.440 o mas nucleétidos; en algunos aspectos, 1.530 o mas nucleétidos; en algunos aspectos, 1.620 o mas
nucleétidos; en algunos aspectos, 1.710 o mas nucleétidos; en algunos aspectos, 1.800 o mas nucleétidos; en
algunos aspectos, 1.890 0 mas nucledtidos; en algunos aspectos, 1.980 o0 mas nucledtidos; y en algunos aspectos,
2.070 o més nucledtidos. En algunos aspectos, los fragmentos de la SEQ ID NO:5 pueden comprender las
secuencias codificantes para las secuencias lider de IgE. En algunos aspectos, los fragmentos de la SEQ ID NO:5
no comprenden las secuencias codificantes para las secuencias lider de IgE. Los fragmentos pueden comprender
menos de 180 nucleétidos, en algunos aspectos menos de 270 nucleétidos, en algunos aspectos menos de 360
nucleétidos, en algunos aspectos menos de 450 nucle6tidos, en algunos aspectos menos de 540 nucleétidos, en
algunos aspectos menos de 630 nucleétidos, en algunos aspectos menos de 720 nucledtidos, en algunos aspectos
menos de 810 nucleétidos, en algunos aspectos menos de 900 nucleétidos, en algunos aspectos menos de 990
nucleétidos, en algunos aspectos menos de 1.080 nucledtidos, en algunos aspectos menos de 1.170 nucleoétidos, en
algunos aspectos menos de 1.260 nucledtidos, en algunos aspectos menos de 1.350 nucledtidos, en algunos

8



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2706 501 T3

aspectos menos de 1.440 nucle6tidos, en algunos aspectos menos de 1.530 nucledtidos, en algunos aspectos
menos de 1.620 nucledtidos, en algunos aspectos menos de 1.710 nucleétidos, en algunos aspectos menos de
1.800 nucledtidos, en algunos aspectos menos de 1.890 nucledtidos, en algunos aspectos menos de 1.980
nucleétidos, en algunos aspectos menos de 1.020 nucledtidos, y en algunos aspectos menos de 2.070 nucleétidos.

Los fragmentos de la SEQ ID NO:6 pueden comprender 30 o mas aminodcidos. En algunos aspectos, los
fragmentos de la SEQ ID NO:6 pueden comprender 60 o mas aminoacidos; en algunos aspectos, 90 o mas
aminoacidos; en algunos aspectos 120 o0 mas aminoacidos; en algunos aspectos, 150 o mas aminoacidos; en
algunos aspectos, 180 0 mas amino&cidos; en algunos aspectos 210 0 mas aminodcidos; en algunos aspectos, 240
0 mas aminodcidos; en algunos aspectos, 270 0 mas aminoacidos; en algunos aspectos, 300 0 mas aminodcidos;
en algunos aspectos, 330 o mas aminodcidos; en algunos aspectos, 360 0 mas aminoacidos; en algunos aspectos,
390 o mas aminodcidos; en algunos aspectos, 420 o mas aminoacidos; en algunos aspectos, 450 o mas
aminoacidos; en algunos aspectos, 480 o mas aminodacidos; en algunos aspectos, 510 o0 mas aminoacidos; en
algunos aspectos, 540 o mas aminoacidos; en algunos aspectos, 570 0 mas aminodcidos; en algunos aspectos, 600
0 mas aminoacidos; en algunos aspectos, 630 o0 mas aminoacidos; en algunos aspectos, 660 o mas aminoacidos; y
en algunos aspectos, 690 o0 mas aminoacidos. Los fragmentos pueden comprender menos de 90 aminoacidos, en
algunos aspectos menos de 120 aminoacidos, en algunos aspectos menos de 150 amino&cidos, en algunos
aspectos menos de 180 aminoacidos, en algunos aspectos menos de 210 aminoacidos, en algunos aspectos menos
de 240 aminodcidos, en algunos aspectos menos de 270 aminoacidos, en algunos aspectos menos de 300
aminoacidos, en algunos aspectos menos de 330 aminodacidos, en algunos aspectos menos de 360 aminoacidos, en
algunos aspectos menos de 390 aminoacidos, en algunos aspectos menos de 420 amino&cidos, en algunos
aspectos menos de 450 aminoacidos, en algunos aspectos menos de 480 aminoacidos, en algunos aspectos menos
de 540 aminoéacidos, en algunos aspectos menos de 600 aminoacidos, en algunos aspectos menos de 660
aminoacidos, y en algunos aspectos menos de 690 aminoacidos.

La SEQ ID NO:7 es una construccion de secuencia de ADN de la envoltura consenso del subtipo D. La SEQ ID
NO:7 comprende la secuencia codificante para la secuencia de la vacuna del VIH que comprende una secuencia
lider de IgE ligada a una secuencia consenso para la proteina de la envoltura del subtipo D. La SEQ ID NO:8
comprende la secuencia de aminoacidos para la construccion de secuencia de la vacuna del VIH que comprende
una secuencia lider de IgE ligada a una secuencia consenso para la proteina de la envoltura del subtipo D. La
secuencia lider de IgE es la SEQ ID NO:15. La SEQ ID NO:19 es la secuencia de la proteina de la envoltura
consenso del subtipo D.

En algunos aspectos, las vacunas incluyen preferentemente la SEQ ID NO:19, fragmento de la misma, una molécula
de &cido nucleico que codifica la SEQ ID NO:19, o fragmentos de la misma. En algunos aspectos, las vacunas
incluyen preferentemente la SEQ ID NO:8 o una molécula de acido nucleico que la codifica. En algunos aspectos,
las vacunas incluyen preferentemente la SEQ ID NO:7. Las vacunas incluyen preferentemente la secuencia lider de
IgE SEQ ID NO:15 o la secuencia de acidos nucleicos que codifica la misma.

Los fragmentos de la SEQ ID NO:7 pueden comprender 90 o més nucleétidos. En algunos aspectos, los fragmentos
de la SEQ ID NO:7 pueden comprender 180 o mas nucledtidos; en algunos aspectos, 270 o mas nucleétidos; en
algunos aspectos 360 o mas nucle6tidos; en algunos aspectos, 450 o mas nucledtidos; en algunos aspectos 540 o
mas nucle6tidos; en algunos aspectos, 630 0 mas nuclebtidos; en algunos aspectos, 720 o mas nucleétidos; en
algunos aspectos, 810 0 mas nucleétidos; en algunos aspectos, 900 o mas nucleotidos; en algunos aspectos, 990 o
mas nucleotidos; en algunos aspectos, 1.080 o mas nucleétidos; en algunos aspectos, 1.170 o mas nucleétidos; en
algunos aspectos, 1.260 o mas nucleédtidos; en algunos aspectos, 1.350 o mas nucleétidos; en algunos aspectos,
1.440 o mas nucleétidos; en algunos aspectos, 1.530 o mas nucleétidos; en algunos aspectos, 1.620 o mas
nucleétidos; en algunos aspectos, 1.710 o mas nucleétidos; en algunos aspectos, 1.800 o mas nucleotidos; en
algunos aspectos, 1.890 0 mas nucledtidos; en algunos aspectos, 1.980 o mas nucledtidos; y en algunos aspectos,
2.070 o mas nucleétidos; y en algunos aspectos, 2.140 o mas nucledtidos. En algunos aspectos, los fragmentos de
la SEQ ID NO:7 pueden comprender las secuencias codificantes para las secuencias lider de IgE. En algunos
aspectos, los fragmentos de la SEQ ID NO:7 no comprenden las secuencias codificantes para las secuencias lider
de IgE. Los fragmentos pueden comprender menos de 180 nucledtidos, en algunos aspectos menos de 270
nucleétidos, en algunos aspectos menos de 360 nucle6tidos, en algunos aspectos menos de 450 nucleétidos, en
algunos aspectos menos de 540 nucleétidos, en algunos aspectos menos de 630 nucledtidos, en algunos aspectos
menos de 720 nucleétidos, en algunos aspectos menos de 810 nucleétidos, en algunos aspectos menos de 900
nucleétidos, en algunos aspectos menos de 990 nucleétidos, en algunos aspectos menos de 1.080 nucleétidos, en
algunos aspectos menos de 1.170 nucledtidos, en algunos aspectos menos de 1.260 nucledtidos, en algunos
aspectos menos de 1.350 nucleétidos, en algunos aspectos menos de 1.440 nucledtidos, en algunos aspectos
menos de 1.530 nucledtidos, en algunos aspectos menos de 1.620 nucleétidos, en algunos aspectos menos de
1.710 nucledtidos, en algunos aspectos menos de 1.800 nucledtidos, en algunos aspectos menos de 1.890
nucleétidos, en algunos aspectos menos de 1.980 nucleétidos, en algunos aspectos menos de 1.020 nucleoétidos, en
algunos aspectos menos de 2.070 nucleétidos y en algunos aspectos menos de 2.140 nucleétidos.

Los fragmentos de la SEQ ID NO:8 pueden comprender 30 o mas aminoacidos. En algunos aspectos, los
fragmentos de la SEQ ID NO:8 pueden comprender 60 o mas aminoacidos; en algunos aspectos, 90 o mas
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aminoacidos; en algunos aspectos 120 o0 mas aminoacidos; en algunos aspectos, 150 o mas aminoacidos; en
algunos aspectos, 180 0 mas amino&cidos; en algunos aspectos 210 0 mas aminodcidos; en algunos aspectos, 240
0 mas aminodcidos; en algunos aspectos, 270 o mas aminoacidos; en algunos aspectos, 300 o0 mas aminoacidos;
en algunos aspectos, 330 0 mas aminodcidos; en algunos aspectos, 360 0 mas aminoacidos; en algunos aspectos,
390 o mas aminodcidos; en algunos aspectos, 420 o mas aminoacidos; en algunos aspectos, 450 o mas
aminoacidos; en algunos aspectos, 480 o mas aminodacidos; en algunos aspectos, 510 o0 mas aminoacidos; en
algunos aspectos, 540 o mas aminoacidos; en algunos aspectos, 570 0 mas aminoacidos; en algunos aspectos, 600
0 mas aminodcidos; en algunos aspectos, 630 0 mas aminodacidos; en algunos aspectos, 660 0 mas aminoacidos; y
en algunos aspectos, 690 0 mas aminoacidos. Los fragmentos pueden comprender menos de 90 aminoacidos, en
algunos aspectos menos de 120 aminoacidos, en algunos aspectos menos de 150 amino&cidos, en algunos
aspectos menos de 180 aminoacidos, en algunos aspectos menos de 210 aminoacidos, en algunos aspectos menos
de 240 aminoéacidos, en algunos aspectos menos de 270 aminoacidos, en algunos aspectos menos de 300
aminoacidos, en algunos aspectos menos de 330 aminodacidos, en algunos aspectos menos de 360 aminoacidos, en
algunos aspectos menos de 390 aminoacidos, en algunos aspectos menos de 420 amino&cidos, en algunos
aspectos menos de 450 aminoacidos, en algunos aspectos menos de 480 aminoacidos, en algunos aspectos menos
de 540 aminoécidos, en algunos aspectos menos de 600 aminoacidos, en algunos aspectos menos de 660
aminoacidos, y en algunos aspectos menos de 690 aminoacidos.

La SEQ ID NO:9 es una construccion de secuencia de ADN de la envoltura consenso de Nef-Rev del subtipo B. La
SEQ ID NO:9 comprende la secuencia codificante para la secuencia de la vacuna del VIH que comprende una
secuencia lider de IgE ligada a una secuencia consenso para la proteina Nef-Rev del subtipo B. La SEQ ID NO:10
comprende la secuencia de aminoacidos para la construccion de secuencia de la vacuna del VIH que comprende
una secuencia lider de IgE ligada a una secuencia consenso para la proteina Nef-Rev del subtipo B. La secuencia
lider de IgE es la SEQ ID NO:15. La SEQ ID NO:20 es la secuencia consenso de la proteina Nef-Rev del subtipo B.

En algunos aspectos, las vacunas incluyen preferentemente la SEQ ID NO:20, fragmento de la misma, una molécula
de &cido nucleico que codifica la SEQ ID NO:20, o fragmentos de la misma. En algunos aspectos, las vacunas
incluyen preferentemente la SEQ ID NO:10 o una molécula de acido nucleico que la codifica. En algunos aspectos,
las vacunas incluyen preferentemente la SEQ ID NO:9. Las vacunas incluyen preferentemente la secuencia lider de
IgE SEQ ID NO:15 o la secuencia de acidos nucleicos que codifica la misma.

Los fragmentos de la SEQ ID NO:9 pueden comprender 90 o més nucleétidos. En algunos aspectos, los fragmentos
de la SEQ ID NO:9 pueden comprender 180 o mas nucledtidos; en algunos aspectos, 270 o mas nucleétidos; en
algunos aspectos 360 o mas nucle6tidos; en algunos aspectos, 450 o mas nucledtidos; en algunos aspectos 540 o
mas nucle6tidos; en algunos aspectos, 630 0 mas nuclebtidos; en algunos aspectos, 720 o mas nucleétidos; en
algunos aspectos, 810 o mas nucleétidos; en algunos aspectos, 900 o mas nucleétidos; y en algunos aspectos, 990
o0 mas nucleétidos; en algunos aspectos. En algunos aspectos, los fragmentos de la SEQ ID NO:9 pueden
comprender las secuencias codificantes para las secuencias lider de IgE. En algunos aspectos, los fragmentos de la
SEQ ID NO:9 no comprenden las secuencias codificantes para las secuencias lider de IgE. Los fragmentos pueden
comprender menos de 180 nucledtidos, en algunos aspectos menos de 270 nucledtidos, en algunos aspectos
menos de 360 nucleédtidos, en algunos aspectos menos de 450 nucleétidos, en algunos aspectos menos de 540
nucleétidos, en algunos aspectos menos de 630 nucle6tidos, en algunos aspectos menos de 720 nucledtidos, en
algunos aspectos menos de 810 nucledtidos, en algunos aspectos menos de 900 nucledtidos, y en algunos aspectos
menos de 990 nucleotidos.

La SEQ ID NO:11 es una secuencia de ADN consenso de Gag de la construccién de secuencia del ADN del subtipo
A, B, C y D. La SEQ ID NO:11 comprende la secuencia codificante para la secuencia de la vacuna del VIH que
comprende una secuencia lider de IgE ligada a una secuencia consenso para la proteina del subtipo A, B, Cy D
consenso Gag. La SEQ ID NO:12 comprende la secuencia de aminodcidos para la construccion de secuencia de la
vacuna del VIH que comprende una secuencia lider de IgE ligada a una secuencia consenso para la proteina del
subtipo A, B, C y D Gag. La secuencia lider de IgE es la SEQ ID NO:15. La SEQ ID NO:21 es la secuencia de la
proteina del subtipo A, B, C y D Gag consenso.

En algunos aspectos, las vacunas incluyen preferentemente la SEQ ID NO:21, fragmento de la misma, una molécula
de acido nucleico que codifica la SEQ ID NO:21, o fragmentos de la misma. En algunos aspectos, las vacunas
incluyen preferentemente la SEQ ID NO:12 o una molécula de acido nucleico que la codifica. En algunos aspectos,
las vacunas incluyen preferentemente la SEQ ID NO:11. Las vacunas incluyen preferentemente la secuencia lider de
IgE SEQ ID NO:15 o la secuencia de acidos nucleicos que codifica la misma.

Los fragmentos de la SEQ ID NO:11 pueden comprender 90 o mas nucledtidos. En algunos aspectos, los
fragmentos de la SEQ ID NO:11 pueden comprender 180 o mas nucledtidos; en algunos aspectos, 270 o0 mas
nucleétidos; en algunos aspectos 360 o mas nucledtidos; en algunos aspectos, 450 o mas nucledtidos; en algunos
aspectos 540 o mas nucleoétidos; en algunos aspectos, 630 o mas nucleétidos; en algunos aspectos, 720 o mas
nucleétidos; en algunos aspectos, 810 o mas nucleétidos; en algunos aspectos, 900 o mas nucleétidos; en algunos
aspectos, 990 o méas nucleétidos; en algunos aspectos, 1.080 o mas nucleétidos; en algunos aspectos, 1.170 o mas
nucleétidos; en algunos aspectos, 1.260 o mas nucleétidos; en algunos aspectos, 1.350 o mas nucleétidos; en
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algunos aspectos, 1.440 o mas nucledtidos; en algunos aspectos, 1.530 o0 mas nucledtidos; en algunos aspectos,
1.620 o mas nucledtidos; en algunos aspectos, 1.710 o mas nucleétidos; y en algunos aspectos, 1.800 o mas
nucleétidos. En algunos aspectos, los fragmentos de la SEQ ID NO:11 pueden comprender las secuencias
codificantes para las secuencias lider de IgE. En algunos aspectos, los fragmentos de la SEQ ID NO:11 no
comprenden las secuencias codificantes para las secuencias lider de IgE. Los fragmentos pueden comprender
menos de 180 nucleétidos, en algunos aspectos menos de 270 nucleétidos, en algunos aspectos menos de 360
nucleétidos, en algunos aspectos menos de 450 nucleétidos, en algunos aspectos menos de 540 nucledtidos, en
algunos aspectos menos de 630 nucledtidos, en algunos aspectos menos de 720 nucledtidos, en algunos aspectos
menos de 810 nucleédtidos, en algunos aspectos menos de 900 nucleétidos, en algunos aspectos menos de 990
nucleétidos, en algunos aspectos menos de 1.080 nucledtidos, en algunos aspectos menos de 1.170 nucleoétidos, en
algunos aspectos menos de 1.260 nucledtidos, en algunos aspectos menos de 1.350 nucledtidos, en algunos
aspectos menos de 1.440 nucle6tidos, en algunos aspectos menos de 1.530 nucleédtidos, en algunos aspectos
menos de 1.620 nucleétidos, en algunos aspectos menos de 1.710 nucleétidos, y en algunos aspectos menos de
1.800 nucleétidos.

Los fragmentos de la SEQ ID NO:12 pueden comprender 30 o mas aminodcidos. En algunos aspectos, los
fragmentos de la SEQ ID NO:12 pueden comprender 60 o mas aminoacidos; en algunos aspectos, 90 o0 més
aminoacidos; en algunos aspectos 120 o0 mas aminoacidos; en algunos aspectos, 150 o mas aminoacidos; en
algunos aspectos, 180 o mas aminoacidos; en algunos aspectos 210 0 mas aminodcidos; en algunos aspectos, 240
0 mas aminodcidos; en algunos aspectos, 270 o mas aminoacidos; en algunos aspectos, 300 o0 mas aminoacidos;
en algunos aspectos, 330 o mas aminodcidos; en algunos aspectos, 360 0 mas aminoacidos; en algunos aspectos,
390 o mas aminodcidos; en algunos aspectos, 420 o mas aminoacidos; en algunos aspectos, 450 o mas
aminoacidos; en algunos aspectos, 480 o0 mas aminoacidos; y en algunos aspectos, 510 o0 mas aminoacidos. Los
fragmentos pueden comprender menos de 90 aminoacidos, en algunos aspectos menos de 120 aminoacidos, en
algunos aspectos menos de 150 aminoacidos, en algunos aspectos menos de 180 amino&cidos, en algunos
aspectos menos de 210 aminoacidos, en algunos aspectos menos de 240 aminoacidos, en algunos aspectos menos
de 270 aminodcidos, en algunos aspectos menos de 300 aminoacidos, en algunos aspectos menos de 330
aminoacidos, en algunos aspectos menos de 360 aminoacidos, en algunos aspectos menos de 390 aminoacidos, en
algunos aspectos menos de 420 aminoacidos, en algunos aspectos menos de 450 amino&cidos, en algunos
aspectos menos de 480 aminodcidos, y en algunos aspectos menos de 510 aminoacidos.

Vacunas

La invencidon proporciona vacunas mejoradas al proporcionar proteinas y construcciones genéticas que codifican
proteinas con epitopos que las hacen particularmente eficaces como inmunégenos frente a los que se pueden
inducir respuestas inmunes. Por consiguiente, se pueden proporcionar vacunas para inducir una respuesta inmune
terapéutica o profilactica. En algunas realizaciones, los medios para administrar el inmunégeno es una vacuna de
ADN, una vacuna recombinante, una vacuna de subunidad de proteina, una composicion que comprende el
inmundgeno, una vacuna atenuada o una vacuna inactivada. En algunas realizaciones, la vacuna comprende una
combinacion seleccionada de los grupos que consisten en: una o mas vacunas de ADN, una o mas vacunas
recombinantes, una 0 mas vacunas de subunidad de proteina, una 0 mas composiciones que comprenden el
inmundgeno, una 0 mas vacunas atenuadas y una o mas vacunas inactivadas.

Segun algunas realizaciones de la invencién, una composicion segun la invencion es para su uso en la modulacion
de la actividad del sistema inmune del individuo y de ese modo aumentar la respuesta inmune. Cuando una
molécula de acido nucleico que codifica la proteina es absorbida por las células del individuo la secuencia de
nucleétidos se expresa en las células y la proteina de ese modo es administrada al individuo. Los aspectos de la
invencion proporcionan secuencias codificantes de la proteina o molécula de acido nucleico tal como plasmidos,
como parte de las vacunas recombinantes y como parte de las vacunas atenuadas, como proteinas aisladas o parte
de proteinas de un vector.

Segun algunos aspectos de la presente invencion, se proporcionan composiciones que inmunizan profilacticamente
y/o terapéuticamente un individuo.

Las vacunas de ADN se describen en las patentes americanas N.% 5.593.972, 5.739.118, 5.817.637, 5.830.876,
5.962.428, 5.981.505, 5.580.859, 5.703.055, 5.676.594, y las solicitudes de prioridad citadas en las mismas. Ademas
de los protocolos de administracion descritos en aquellas solicitudes, los métodos alternativos de administracion de
ADN se describen en las patentes americanas N.* 4.945.050 y 5.036.006.

La presente invencién se refiere a vacunas vivas atenuadas mejoradas, vacunas inactivadas mejoradas y vacunas
mejoradas que usan vectores recombinantes para administrar genes extrafios que codifican antigenos y también
vacunas de subunidad y glucoproteina. Ejemplos de vacunas vivas atenuadas, aquellas que usan vectores
recombinantes para administrar antigenos extrafos, vacunas de subunidad y vacunas de glucoproteina se describen
en las patentes americanas N.? 4.510.245; 4.797.368; 4.722.848; 4.790.987; 4.920.209; 5.017.487; 5.077.044;
5.110.587; 5.112.749; 5.174.993; 5.223.424; 5.225.336; 5.240.703; 5.242.829; 5.294.441; 5.294.548; 5.310.668;
5.387.744; 5.389.368; 5.424.065; 5.451.499; 5.453.364; 5.462.734; 5.470.734; 5.474.935; 5.482.713; 5.591.439;
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5.643.579; 5.650.309; 5.698.202; 5.955.088; 6.034.298; 6.042.836; 6.156.319 y 6.589.529.

Cuando se absorbe(n) por una célula, la(s) construccién(es) genética(s) se puede(n) continuar presente(s) en la
célula como una molécula extracromosémica en funcionamiento y/o integrarse dentro del ADN cromosémico de la
célula. El ADN se puede introducir en las células donde continla como material genético separado en forma de un
plasmido o plasmidos. Alternativamente, el ADN lineal que se puede integrar dentro del cromosoma se puede
introducir dentro de la célula. Cuando se introduce el ADN en la célula, se pueden afnadir reactivos que promueven
la integracion del ADN dentro de los cromosomas. Las secuencias de ADN que son Utiles para promover la
integracién también pueden estar incluidas en la molécula de ADN. Alternativamente, el ARN se puede administrar a
la célula. También se puede contemplar el proporcionar la construccion genética como un minicromosoma lineal que
incluye un centrémero, telomeros y un origen de replicacion. Las construcciones génicas pueden quedar como parte
del material genético en los microorganismo vivos atenuados o vectores microbianos recombinantes que viven en
las células. Las construcciones génicas pueden ser parte de los genomas de vacunas viricas recombinantes donde
el material genético o bien se integra en el cromosoma de la célula o continla extracromosémico. Las
construcciones genéticas incluyen elementos reguladores necesarios para la expresion génica de una molécula de
acido nucleico. Los elementos incluyen: un promotor, un coddn de iniciacion, un codén de parada, y una sefal de
poliadenilacién. Ademas, con frecuencia se requieren potenciadores para la expresion génica de la secuencia que
codifica la proteina diana o la proteina de inmunomodulacién. Es necesario que estos elementos estén ligados de
manera operativa a la secuencia que codifica las proteinas deseadas y que los elementos reguladores estén de
manera operativa en el individuo al que se administran.

En general se considera que los codones de iniciacién y el coddén de parada son parte de una secuencia de
nucleétidos que codifica la proteina deseada. Sin embargo, es necesario que estos elementos sean funcionales en
el individuo al que se administra la construccion génica. Los codones de iniciacion y terminacién deben estar en la
estructura con la secuencia codificante.

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

Ejemplos de promotores Utiles para poner en practica la presente invencion, especialmente en la produccion de una
vacuna genética para seres humanos, incluyen pero no se limitan a promotores del virus de simio 40 (VS40),
promotor del virus de tumor mamario de ratén (MMTV), virus de la inmunodeficiencia humana (MV) tal como el
promotor de la repeticién terminal larga (LTR) de VIB, virus de Moloney, ALV, Citomegalovirus (CMV) tal como el
promotor temprano inmediato de CMV, virus de Epstein Barr (VEB), virus del sarcoma de Rous (VSR) asi como
promotores de los genes humanos tales como actina, miosina humana, hemoglobina humana, creatina de musculo
humana y metalotioneina humana.

Ejemplos de sefales de poliadenilacion Utiles para poner en practica la presente invencién, especialmente en la
produccion de una vacuna genética para seres humanos, incluyen pero no se limitan a sefiales de poliadenilacion de
VS840 y seiales de poliadenilacion de LTR. En particular, se usa la sefal de poliadenilacién de VS40 que esta en el
plasmido pCEP4 (Invitrogen, San Diego CA), referida como sefial de poliadenilaciéon de VS40.

Ademas de los elementos reguladores requeridos para la expresién de ADN, también se pueden incluir otros
elementos en la molécula de ADN. Tales elementos adicionales incluyen potenciadores. El potenciador se puede
seleccionar del grupo que incluye pero no se limita a: actina humana, miosina humana, hemoglobina humana,
creatina de musculo humana y potenciadores viricos tales como aquellos de CMV, VSR y VEB.

Las construcciones genéticas se pueden proporcionar con origen de replicacion mamifero para mantener la
construccion extracromosémicamente y producir copias multiples de la construccion en la célula. Los plasmidos
pVAX1, pCEP4 y pREP4 de Invitrogen (San Diego, CA) contienen el origen de replicacion del virus Epstein Barr y la
region codificante del antigeno nuclear EBNA-1 la cual produce replicacion episémica de alta copia sin integracion.

En algunas realizaciones preferidas relacionadas con las aplicaciones de inmunizacién, se administra(n) molécula(s)
de acido nucleico que incluyen secuencias de nucleétidos que codifican proteina de la invencion, y ademas, genes
para proteinas que aumentan mas la respuesta inmune frente a tales proteinas diana. Ejemplos de tales genes son
aquellos que codifican otras citoquinas y linfoquinas tales como alfa-interferén, gamma-interferén, factor del
crecimiento derivado de plaqueta (PDGF), TNFa, TNFB, GM-CSF, factor del crecimiento epidérmico (EGF), IL-1, IL-
2, IL-4, IL-5, IL-6, IL-10, IL-12, IL-18, MHC, CD80, CD86 y IL- 15 incluyendo la IL-15 que tiene la secuencia sefal
suprimida y que incluye opcionalmente el péptido sefial de IgE. Otros genes que pueden ser utiles incluyen aquellos
que codifican: MCP-1, MIP-1a, MIP-1p, IL-8, RANTES, L-selectina, P-selectina, E-selectina, CD34, GlyCAM-1,
MadCAM-1, LFA-1, VLA-1, Mac-1, pl50.95, PECAM, ICAM-1, ICAM-2, ICAM-3, CD2, LFA-3, M-CSF, G-CSF, IL-4,
formas mutantes de IL-18, CD40, CD40L, factor del crecimiento vascular, IL-7, factor del crecimiento del nervio,
factor del crecimiento endotelial vascular, Fas, receptor de TNF, Flt, Apo-1, p55, WSL-1, DR3, TRAMP, Apo-3, AIR,
LARD, NGRF, DR4, DR5, KILLER, TRAIL-R2, TRICK2, DR6, caspasa ICE, Fos, c-junc, Sp-1, Ap-1, Ap-2, p38,
p65Rel, MyD88, IRAK, TRAFS6, kB, NIK inactiva, SAP K, SAP-1, JNK, genes de respuesta a interferon, NFkB, Bax,
TRAIL, TRAILrec, TRAILrecDRC5, TRAILR3, TRAIL-R4, RANK, Ligando de RANK, Ox40, Ligando de Ox40,
NKG2D, MICA, MICB, NKG2A, NKG2B, NKG2C, NKG2E, NKG2F, TAP1, TAP2 y fragmentos funcionales de los
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mismos.

Se puede anadir un elemento adicional que sirve como diana para la destruccién celular si es deseable eliminar por
cualquier razén células que reciben la construccién genética. Se puede incluir un gen de la timidina quinasa (tk) del
herpes en una forma expresable en la construccion genética. El farmaco gangcyclovir se puede administrar al
individuo y ese farmaco causara la muerte selectiva de cualquier célula que produce tk, asi, produce los medios para
la destruccion selectiva de las células con la construccién genética.

Para maximizar la produccién proteica, se pueden seleccionar las secuencias reguladoras que estan bien adaptadas
para la expresién génica en las células en las que se administra la construccion. Ademas, se pueden seleccionar
codones que son los mas eficazmente transcritos en la célula. Un experto en la técnica puede producir
construcciones de ADN que son funcionales en las células.

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

En algunas realizaciones para las que se usa la proteina, por ejemplo, un experto en la técnica puede, usando
técnicas bien conocidas, producir y aislar proteinas de la invencién usando técnicas bien conocidas. En algunas
realizaciones para las que se usa la proteina, por ejemplo, un experto en la técnica, usando técnicas bien conocidas,
inserta moléculas de ADN que codifican una proteina de la invencién en un vector de expresién comercialmente
disponible para su uso en sistemas de expresidn bien conocidos. Por ejemplo, el plasmido comercialmente
disponible pSE420 (Invitrogen, San Diego, Calif.) se puede usar para la produccion de la proteina en E. coli. El
plasmido comercialmente disponible pYES2 (Invitrogen, San Diego, Calif.) se puede usar, por ejemplo, para la
produccion en cepas de levadura de S. cerevisiae. El sistema de expresion de baculovirus completo MAXBAC™
comercialmente disponible (Invitrogen, San Diego, Calif.) se puede usar, por ejemplo, para la produccién en células
de insecto. El plasmido comercialmente disponible pcDNA | o pcDNAS3 (Invitrogen, San Diego, Calif.) se puede usar,
por ejemplo, para la produccion en células mamiferas tales como las células de ovario de hamster chino. Un experto
en la técnica puede usar estos vectores y sistemas de expresion comerciales u otros para producir proteina
mediante técnicas rutinarias y materiales de partida faciimente disponibles (Véase por ejemplo, Sambrook y col.,
“Molecular Cloning a Laboratory Manual”, Segunda Ed. Cold Spring Harbor Press (1989)). Por tanto, las proteinas
deseadas se pueden preparar en tanto sistemas procariotas como eucariotas, dando como resultado un espectro de
formas procesadas de la proteina.

Un experto en la técnica puede usar otros vectores y sistemas de expresion comercialmente disponibles o producir
vectores usando métodos bien conocidos y materiales de partida faciimente disponibles. Los sistemas de expresion
que contienen las secuencias control requeridas, tales como promotores y sefales de poliadenilacion, y
preferentemente potenciadores son facilmente disponibles y conocidos en la técnica para una diversidad de
hospedadores. Véase, por ejemplo, Sambrook y col., “Molecular Cloning a Laboratory Manual”, Segunda Ed. Cold
Spring Harbor Press (1989). Las construcciones genéticas incluyen la secuencia codificante de proteina ligada de
manera operativa a un promotor que es funcional en la linea celular que se somete a transfeccion con las
construcciones. Ejemplos de promotores constitutivos incluyen promotores de citomegalovirus o VS40. Ejemplos de
promotores inducibles incluyen promotores del virus de leucemia mamaria de raton o de metalotioneina. Los
expertos en la técnica pueden producir facilmente construcciones genéticas Utiles para transfeccién con células con
ADN que codifica la proteina de la invencion a partir de los materiales de partida facilmente disponibles. El vector de
expresion que incluye el ADN que codifica la proteina se usa para transformar el hospedador compatible que, a
continuacion, se cultiva y mantiene bajo condiciones en las que se da lugar la expresion del ADN extrafo.

La proteina producida se recupera del cultivo, o bien lisando las células o del medio de cultivo como sea apropiado y
conocido por los expertos en la técnica. Un experto en la técnica puede, usando técnicas bien conocidas, aislarla la
proteina que se produce usando tales sistemas de expresion. Los métodos de purificacion de proteina a partir de
fuentes naturales usando anticuerpos que se unen especificamente a una proteina especifica como se describié
anteriormente se pueden aplicar igualmente para purificar proteina producida por la metodologia de ADN
recombinante.

Ademas de producir proteinas por técnicas recombinantes, también se pueden emplear sintetizadores peptidicos
automatizados para producir proteina esencialmente pura aislada. Tales técnicas son bien conocidas por los
expertos en la técnica y son utiles si los derivados que tienen sustituciones no previstas en la produccién de proteina
codificada por ADN.

Las moléculas de acido nucleico se pueden administrar usando cualquiera de varias tecnologias bien conocidas
incluyendo la inyeccion de ADN (también referida como vacunacién de ADN), vectores recombinantes tales como
adenovirus recombinantes, virus asociado a adenovirus recombinante y vacuna recombinante.

Las rutas de administracion incluyen, pero no se limitan a, intramuscular, intranasalmente, intraperitoneal,
intradérmica, subcutdnea, intravenosa, intraarterialmente, intraocularmente y oral asi como tdpicamente,
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transdérmicamente, por inhalacion o supositorio o a tejido mucoso tal como mediante lavado de tejido vaginal, rectal,
uretral, bucal y sublingual. Las rutas preferidas de la administracion incluyen la inyeccién intramuscular,
intraperitoneal, intradérmica y subcutanea. Las construcciones genéticas se pueden administrar por medios que
incluyen, pero no se limitan a, jeringuillas tradicionales, dispositivos de inyeccién sin agujas, o “pistolas de
bombardeo de microproyectiles”.

En algunas realizaciones, la molécula de acido nucleico se administra a las células junto con la administracion de un
potenciador de la funcién de polinucleétido o un agente facilitador de vacuna genética. Los potenciadores de la
funcién de polinucleétido se describen en el documento americano de numero de serie 5.593.972, 5.962.428 y la
solicitud internacional de niumero de serie PCT/US94/00899 presentada el 26 de enero de 1994. Los agentes
facilitadores de vacuna genética se describen en el documento americano de nimero de serie 021.579 presentado
el 1 de abril de 1994. Los coagentes que se administraron junto con moléculas de acido nucleico se pueden
administrar como una mezcla con la molécula de &acido nucleico o se pueden administrar por separado
simultaneamente, antes o después de la administracion de las moléculas de acido nucleico. Ademas, otros agentes
que pueden funcionar como agentes de transfeccién y/o agentes de replicacién y/o agentes inflamatorios y que se
pueden administrar conjuntamente con un GVF incluyen factores del crecimiento, citoquinas y linfoquinas tales como
o-interferon, gamma-interferon, GM-CSF, factor del crecimiento derivado de plaqueta (PDGF), TNF, factor del
crecimiento epidérmico (EGF), IL-1, IL-2, IL-4, IL-6, IL-10, IL-12 y IL-15 asi como factor del crecimiento de
fibroblasto, agentes activos de superficie tales como complejos inmunoestimulantes (ISCOMS), adyuvante
incompleto de Freunds, analogo de LPS incluyendo monofosforil lipido A (WL), muramil péptidos, analogos de
quinona y vesiculas tales como escualeno y escualeno, y acido hialurénico también se pueden administrar junto con
la construccion genética. En algunas realizaciones, se puede usar una proteina de inmunomodulacién como un
GVF. En algunas realizaciones, la molécula de acido nucleico se proporciona en asociacién con PLG para aumentar
la administracién/absorcion.

Las composiciones farmacéuticas segun la presente invencién comprenden aproximadamente 1 nanogramo a
aproximadamente 200 microgramos de ADN. En algunas realizaciones preferidas, las composiciones farmacéuticas
segun la presente invencién comprenden aproximadamente 5 nanogramos a aproximadamente 1.000 microgramos
de ADN. En algunas realizaciones preferidas, las composiciones farmacéuticas contienen aproximadamente 10
nanogramos a aproximadamente 800 microgramos de ADN. En algunas realizaciones preferidas, las composiciones
farmacéuticas contienen aproximadamente 0,1 a aproximadamente 500 microgramos de ADN. En algunas
realizaciones preferidas, las composiciones farmacéuticas contienen aproximadamente 1 a aproximadamente 350
microgramos de ADN. En algunas realizaciones preferidas, las composiciones farmacéuticas contienen
aproximadamente 25 a aproximadamente 250 microgramos de ADN. En algunas realizaciones preferidas, las
composiciones farmacéuticas contienen aproximadamente 100 a aproximadamente 200 microgramos de ADN.

Las composiciones farmacéuticas segun la presente invencion se formulan segin el modo de administracion a usar.
En casos donde las composiciones farmacéuticas son composiciones farmacéuticas inyectables, son estériles, libres
de pirégeno vy libres de particula. Preferentemente se usa una formulacion isoténica. En general, los aditivos para la
isotonicidad pueden incluir cloruro sodico, dextrosa, manitol, sorbitol y lactosa. En algunos casos, se prefieren
soluciones isotonicas tales como la solucion salina tamponada con fosfato. Los estabilizadores incluyen gelatina y
albumina. En algunas realizaciones, se afiade un agente de vasoconstriccion a la formula.

Segun algunas realizaciones de la invencién, se proporcionan las composiciones de la invencién para su uso en los
métodos de induccién de respuestas inmunes. La vacuna puede ser una vacuna atenuada viva, basada en proteina,
una vacuna celular, una vacuna recombinante o una vacuna de &cido nucleico o ADN. En algunas realizaciones, los
métodos de induccion de una respuesta inmune en individuos frente a un inmundgeno, incluyendo métodos de
induccion de respuestas inmunes mucosas, comprenden administrar al individuo uno o mas de proteina CTACK,
proteina TECK, proteina MEC y fragmentos funcionales de las mismas o secuencias codificantes expresables de las
mismas en combinacion con una molécula de acido nucleico aislada que codifica la proteina de la invencién y/o una
vacuna recombinante que codifica proteina de la invencion y/o una vacuna de subunidad de esa proteina de la
invencion y/o una vacuna atenuada viva y/o una vacuna inactivada. La una o méas de proteina CTACK, proteina
TECK, proteina MEC y fragmentos funcionales de las mismas se puede administrar antes de, simultaneamente con
o después de la administracion de la molécula de &cido nucleico aislada que codifica un inmunoégeno; y/o vacuna
recombinante que codifica un inmundgeno y/o vacuna de subunidad que comprende un inmundgeno y/o vacuna
atenuada viva y/o vacuna inactivada. En algunas realizaciones, se administra al individuo una molécula de acido
nucleico aislada que codifica una o mas proteinas de las seleccionadas del grupo que consiste en: CTACK, TECK,
MEC y fragmentos funcionales de las mismas.

Ejemplos
Ejemplo comparativo 1

MATERIALES Y METODOS
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Secuencias de la envoltura del VIH-1 subtipo B. Para generar la secuencia de la envoltura consenso del VIH-1
subtipo B, se seleccionaron del GenBank cuarenta y dos secuencias génicas de la envoltura del subtipo B recogidas
de once paises para evitar el sesgo del muestreo. Cada secuencia representa un paciente diferente. Todas las
secuencias usadas son no recombinantes.

Alineamiento multiple. El procedimiento de alineamiento aplicado en el estudio filogenético incluia la aplicacién de
Clustal X (version 1.81) (Thompson, J.D., y col. 1997. “The ClustalX windows interface: flexible strategies for multiple
sequence alignment aided by quality analysis tools”. Nucleic Acids Research 25:4.876-4.882). Los parametros de
alineamiento por pares se fijaron a la programacion de “ajuste lento” dinamico, usando 10 como la penalizacién de
abertura de hueco (gap) y 0,1 como la penalizacion de extensién de hueco. Los parametros de alineamiento multiple
incluyen una penalizacién de extensién de hueco igual a 0,2.

Construccién de la secuencia consenso de la envoltura del VIH-1 subtipo B. La secuencia de nucleétidos consenso
de la envoltura del VIH-1 subtipo B se obtuvo después de la realizacion del alineamiento mdltiple y ajuste manual
final menor. Se usaron secuencias de aminoacidos deducidas para guiar la introduccién de huecos de alineamiento
de manera que estaban insertados entre los codones. La secuencia de aminoacidos consenso se obtuvo
traduciendo la secuencia de nucleétidos consenso.

Arbol filogenético. El método de vecino mas cercano (NJ) se empled para construir el arbol filogenético de
aminodcidos usando el programa PAUP* 4.0b10 (Swofford, D.L. 1999. PAUP* 4.0: “phylogenetic analysis using
parsimony” (andlisis filogenético usando parsimonia) (* y otros métodos), version 4.0b2a. Sinauer Associates, Inc.,
Sunderland, Mass.). Se usaron dos secuencias adicionales del subtipo D (K03454 y AAA44873) y dos secuencias
del subtipo C (AAD12103 y AAD12112) como un grupo extrafio para el enraizamiento (Kuiken, C., B.T. Korber, and
R.W. Shafer. 2003. “HIV sequence databases”. AIDS Rev. 5:52-61).

Modificaciones de la secuencia consenso de la envoltura del VIH-1 subtipo B. Se realizaron varias modificaciones
después de obtener la secuencia de la envoltura consenso del VIH-1 subtipo B: se acortaron las regiones V1 y V2
altamente variables, se disef6 el bucle V3 para la utilizacion de CCR5, se separ6 la regién cola citoplasmatica del C-
terminal, se afiadieron una secuencia lider y una secuencia Kozak en direccién 5 al N-terminal, se realiz6 la
optimizacién de codén y la optimizacién de ARN usando GeneOptimizer™ (GENEART, Alemania).

Inmundégenos de envoltura. Se sintetiz6 el gen que codifica la glucoproteina de la envoltura consenso del VIH-1
subtipo B transmisora temprana modificada (EY2E1-B) y la secuencia se verific6 por GENEART. La EY2E1-B
sintetizada se digiri6 con BamHI y Notl, se clon6 en el vector de expresion pVAX (Invitrogen) bajo el control del
promotor inmediato-temprano de citomegalovirus y esta construccion se denomin6 pEY2E1-B.

Se genero6 el inmundgeno del subtipo B primario (EK2P-B) a partir de un gen de la envoltura 6101 gp140 del aislado
del subtipo B primario, sesgado por coddén humano que era un regalo de M. Sidhm (Wyeth). Basicamente, el gen de
envoltura 6101 optimizado se muté separando la secuencia lider nativa y la cola citoplasmatica. A continuacion, la
secuencia lider de IgE y la se secuencia Kozak se introdujeron disefiando cebadores especificos directos e inversos:
Env-Directo: 5-GTCGCTCCGCTAGCTTGTGGGTCACAGTCTATTATGGGGTACC-3' (SEQ ID NO:13) Env-Inverso:
5-GGTCGGATCCTTACTCCACCACTCTCCTTTTTGCC-3’ (SEQ ID NO:14). El producto de PCR purificado se clon6
en el vector plasmido pVAX, el cual también se volvié lineal con EcoR1 y Xbal. Esta construccién se denomin6
pEK2P-B.

Expresion y reactividad in vivo de EY2E1-B con anticuerpos monoclonales. Se sometieron a transfeccion células de
rabdomiosarcoma (RD) humano (2x10°) en placas de 60 mm con 30 ug de plasmidos pEY2E1-B y pEK2P-B usando
reactivo de transfeccién FUGENE 6 (Roche, Alemania), respectivamente. Cuarenta y ocho horas después de la
transfeccion, las células se lavaron tres veces con 1xPBS y se sometieron a lisis en 150 pl de tampén de lisis (Cell
Signaling Technology). Los lisados de proteina totales (50 pg) se separaron en fracciones sobre un gel de SDS-
PAGE, se transfirieron a una membrana de PVDF (Amersham). Los andlisis de inmunotransferencia se realizaron
con un anticuerpo monoclonal especifico a envoltura 2G12 (NIH AIDS Research and Reference Reagent Program,
Rockville, MD, USA) y un anticuerpo anti-actina monoclonal (Sigma-Aldrich) y se visualizaron con anti-lgG humana
de cabra conjugado con HRP (Sigma-Aldrich) usando un sistema de analisis de transferencia Western ECL™
(Amersham). La actina se usé como control de carga para la transferencia Western.

Para detectar la reactividad de EY2E1-B con anticuerpos monoclonales, los lisados de proteina totales de la
transfeccion (100 pg) se inmunoprecipitaron con 5 pug de anticuerpos monoclonales especificos a la envoltura
incluyendo 2G12, 4G10 e ID6 (NIH AIDS Research and Reference Reagent Program, Rockville, MD, USA). La
misma cantidad de lisados de proteina totales de las células transfectadas con vector vacio pVAX se usé como
control negativo. Las proteinas inmunoprecipitadas se separaron en fracciones sobre un gel de SDS-PAGE y se
detectaron por transferencia Western como se describi6é anteriormente.

Ensayo de inmunofluorescencia indirecta. Se realiz6 un ensayo de inmunofluorescencia indirecta para confirmar la

expresion de los genes de EYE1-B y EK2P-B. Las células de rabdomiosarcoma (RD) humano se colocaron en
placas en portaobjetos con camara de cultivo de tejido (BD Biosciences), a una densidad para obtener confluencia
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del 60 a 70 % el dia siguiente en medio DMEM completo con FBS al 10 % (GIBCO) y dejar que se adhieran durante
la noche. Al dia siguiente las células se sometieron a transfeccion con pEY2E1-B, pEK2P-B y el plasmido control
pVAX (1 pg/pocillo) usando el reactivo de transfeccion FUGENE 6 (Roche) segun las instrucciones del fabricante.
Cuarenta y ocho horas después de la transfeccion, se lavaron las células dos veces con 1XPBS frio y se fijaron
sobre portaobjetos usando metanol durante 15 min. Tras la separacion de los disolventes residuales de los
portaobjetos, las células se incubaron con F105 monoclonal anti-env de VIH-1 de ratéon (NIH AIDS Research and
Reference Reagent Program, Rockville, MD, USA) durante 90 min. A continuacion, los portaobjetos se incubaron
con anticuerpo secundario conjugado con TRITC (Sigma-Aldrich) durante 45 min. Se anadi6é hidrocloruro de 4’,6-
diamido-2-fenilindol (Sigma-Aldrich) a la solucién de anticuerpo secundario a los nucleos de contratincion para
mostrar los nucleos del numero total de las células disponibles en el campo dado. Los portaobjetos se montaron con
medio de montaje que contenia reactivo antidecoloracion (Molecular Probes). Las imagenes se analizaron usando el
programa Phase 3 Pro para microscopio fluorescente (Media Cybernetics).

Determinacion de anticuerpo especifico a envoltura. La medicién de los anticuerpos IgG especificos a la envoltura se
realizé por ELISA (ensayo de inmunoabsorcién ligado a enzima) en tanto ratones inmunizados como control. Se
cubrieron placas Nunc-Immuno™ (Nalge Nunc International, Rochester, NY) con 1 pg/ml de glucoproteina del VIH-1
I1IB recombinante del clado B soluble gp160 (Immuno Diagnostics, MA), proteina de la envoltura primaria del clado
A/E del VIH-1 93TH975 gp120 y proteina de la envoltura primaria del clado C del VIH-1 96ZM651 gp120 (NIH AIDS
Research and Reference Reagent Program, Rockville, MD, USA), respectivamente, y se incubaron durante la noche
a temperatura ambiente. Después del lavado, las placas se bloquearon con BSA al 3 % en PBST (1xPBS+Tween-20
al 0,05 %) durante 1 h a 37 °C. A continuacion, las placas se lavaron de nuevo y se incubaron con los sueros de
raton especificos, se diluyeron con BSA al 3 % en PBST durante la noche a 4 °C, seguido de incubacién con una
dilucion 1/10.000 de anti-IlgG de raton de cabra conjugado con HRP (Jackson ImmunoResearch, West Grove, PA)
durante 1 h a 37 °C. La reaccion se desarroll6 con el sustrato TMB (3, 3, 5, 5u - tetrametilbenzidina) (Sigma-
Aldrich). La reaccion se par6 con 100 pl de &cido sulfarico 2,5 M por pocillo y las placas se leyeron en el lector de
placa EL808 (Biotech Instrument Inc.) a DO de 450 nm.

Inmunizacién de ratones. Se compraron ratones BALB/c de 4 a 6 semanas de vida femeninos en “The Jackson
Laboratory”, Bar Harbor, ME. Las parejas de cria de ratones B6.Cg-Tg (HLA-A/H2-D)2Enge/J transgénicos se
compraron en “The Jackson Laboratory” y fueron criados por el Dr. Michelle Kutzler en nuestro laboratorio. Los
ratones transgénicos expresan un gen de MHC de clase | hibrido interespecie, AAD, el cual contiene los dominios
alfa-1 y alfa-2 del gen HLA-A2.1 humano y los dominios transmembrana alfa-3 y citoplasmaticos del gen H-2Dd de
raton, bajo la direccion del promotor de HLA-A2.1 humano. La expresion del dominio alfa-3 de raton aumenta la
respuesta inmune en este sistema. En comparaciéon con HLA-A2.1 no modificado, la molécula de MHC clase | HLA-
A2.1/H2-Dd medié la seleccion positiva eficaz de linfocitos T de ratén para proporcionar un repertorio de linfocito T
mas completo capaz de reconocer los péptidos presentados por las moléculas HLA-A2.1 clase |. Los epitopos
peptidicos presentados y reconocidos por linfocitos T de ratéon en el contexto de la molécula HLA-A2.1 clase | son
los mismos que aquellos presentados en seres humanos HLA-A2.1+. Los ratones transgénicos de 4 a 6 semanas de
vida femeninos se usaron para el estudio adicional descrito mas adelante. Su cuidado era de acuerdo con las
directrices de los “National Institutes of Health” y el “University of Pennsylvania Institutional Care and Use
Committee” (IACUC). Cada ratdén se inmunizé intramuscularmente tres veces, cada una de 100 ug de ADN a
intervalos bisemanales. Hay tres ratones en cada grupo y el grupo control se vacun6 con ADN de pVAX. Los ratones
se sacrificaron una semana después de la tercera inmunizacion y se extrajeron los bazos asépticamente. Las células
del bazo se recogieron y se resuspendieron en tampoén de lisis de GR para separar los eritrocitos. Después de la
lisis, los esplenocitos del mismo grupo se agruparon y se resuspendieron en medio RPMI 1640 con FBS al 10 %.
Las células se contaron y se prepararon para analisis.

Ensayo ELISpot de IFN-y. Se usaron placas Multiscreen™ de 96 pocillos IP de alta unién a proteina (Millipore,
Bedford, MA, USA). Las placas se cubrieron con mAc para IFN-y de raton (R&D Systems, Minneapolis, MN) diluido
en 1xPBS, durante la noche a 4 °C. Las placas se lavaron tres veces con PBS vy, a continuacién, se bloquearon
durante 2 h a temperatura ambiente con 1xPBS complementado con BSA al 1 % y sacarosa al 5 %. Se afadieron
esplenocitos de ratones por triplicado a un nimero de célula de entrada de 2x105 células por pocillo resuspendidas
en medio de cultivo completo (RPMI 1640 complementado con FBS al 10 % y anticuerpos). Seis conjuntos de
péptidos conteniendo cada uno 15 restos de aminoacidos solapados por 11 aminoacidos que representan las
secuencias consenso de proteina enteras del VIH-1 subtipo B, subtipo C, grupo M y las secuencias de proteina
enteras de la envoltura del VIH-1 MN (un aislado del subtipo B), HIV-1 C.UY.01.TRA3011 y C.ZA.01.J54Ma (dos
aislados del subtipo C) se obtuvieron del “NIH AIDS Research and Reference Reagent Program”. Cada conjunto de
péptidos de env se agruparon a una concentraciéon de 2 pug/ml de péptido dentro de los 4 grupos como antigenos
para la estimulacion especifica de la liberacidén de IFN-y. La concavalina A (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO), a 5 g/ml, y
el medio de cultivo completo se usaron como control positivo y negativo, respectivamente. Las placas se lavaron
cuatro veces después de una incubacién de 24 h a 37 °C, en un incubador de atmésfera de COz2 al 5 %. A
continuacion, se afiadié un anticuerpo de deteccion anti-IFN-y de raton biotinilado, y las placas se incubaron durante
la noche a 4 °C. Las placas se lavaron, y se sigui6 el desarrollo de color segun las instrucciones del fabricante
(ELISPOT Blue Color Module, R&D Systems, Minneapolis, MN). Las placas se secaron al aire y las manchas se
contaron usando un sistema de lectura de ELISPOT automatizado (CTL Analyzers, Cleveland, OH) con el programa
informatico ImmunoSpot®. El nimero promedio de células formadoras de mancha (SFC) se ajustd a 1x10°
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esplenocitos para la presentacion de datos. El ensayo ELISpot se repiti6 tres veces en tres experimentos separados.

Estudio de agotamiento de linfocito T CD8+. Los linfocitos con CD8 se sometieron a agotamiento de esplenocitos
usando perlas inmunomagnéticas revestidas con anticuerpo para CD8 (Dynal Biotech Inc., Lake Success, NY)
siguiendo las instrucciones del fabricante. Después del agotamiento de los linfocitos T CD8+, se realizé el ensayo
ELISpot de IFN-y como se describié anteriormente.

Estudio de mapeo de epitopo. Para mapear los epitopos reactivos, se agruparon dos conjuntos de péptidos que
contenian 15 restos de aminoacidos que se solapaban por 11 aminoacidos que representaban las proteinas de la
envoltura enteras del consenso del VIH-1 subtipo B y VIH-1 MN en 29 grupos de 14 a 15 péptidos/por grupo,
respectivamente, y se realizd el ensayo ELISpot de IFN-y como se describid anteriormente. Estos conjuntos
diferentes de 29 estimuladores agrupados se usaron en un ensayo de matriz que facilita el mapeo de epitopo.

Analisis estadistico. Se us6 la prueba de t de Student pareada para la comparacién de la respuesta inmune celular
entre ratones inmunizados con pEY2E1-B y pEK2P-B. En este estudio, p<0,05 se ha considerado estadisticamente
significativo.

RESULTADOS

Construccién y disefio de un nuevo gen de la envoltura basado en consenso transmisor temprano del subtipo B. La
secuencia consenso del VIH-1 subtipo B se generd a partir de 42 secuencias del subtipo B recuperadas del
GenBank. Como se resumen en la Fig. 1, se llevaron a cabo varias modificaciones después de la generacion de la
secuencia consenso. En resumen, para producir una version tropica de CCR5 de la envoltura del VIH-1 que imitaba
los virus mucosamente transmitidos, se disefaron seis aminoacidos importantes en el bucle V3 segun las
secuencias de los aislados transmisores tempranos. Ademas, diez aminoacidos en el bucle V1 y un aminoéacido en
el bucle V2 también se suprimié de la secuencia consenso. Una secuencia lider altamente eficaz se fusion6 en la
estructura en direccion 5’ del codoén de inicio para facilitar la expresion. El dominio de transmembrana se mantuvo
intacto para facilitar la expresion de superficie y el sitio de escision se mantuvo intacto para obtener apropiado
plegamiento y la escision de proteinasa hospedadora de la proteina de la envoltura. Se separ6 la cola citoplasmatica
para prevenir el reciclado de la envoltura y para promover expresion de superficie mas estable y mayor (Berlioz-
Torrent, C., y col. 1999. “Interactions of the cytoplasmic domains of human and simian retroviral transmembrane
proteins with components of the clathrin adaptor complexes modulate intracellular and cell surface expression of
envelope glycoproteins”. J. Virol. 73:1.350-1.359; Bultmann, A., y col. 2001. “Identification of two sequences in the
cytoplasmic tail of the human immunodeficiency virus type 1 envelope glycoprotein that inhibit cell surface
expression”. J. Virol. 75:5.263-5.276). Ademas, para tener un nivel mayor de expresion, el uso de codén de este gen
se adapté al sesgo de coddn de genes de Homo sapiens (Andre, S., y col. B. 1998. “Increased immune response
elicited by DNA vaccination with a synthetic gp120 sequence with optimized codon usage”. J. Virol. 72:1.497-503;
Deml, L., y col. 2001. “Multiple effects of codon usage optimization on expression and immunogenicity of DNA
candidate vaccines encoding the human immunodeficiency virus type 1 gag protein”. J. Virol. 75:10.991-11.001).
Ademas, también se realiz6 la optimizacion de ARN (Schneider, R., y col. 1997. “Inactivation of the human
immunodeficiency virus type 1 inhibitory elements allows Rev-independent expression of Gag and Gag/protease and
particle formation”. J. Virol. 71:4.892-4.903): se evitaron las regiones de muy alto (>80 %) o muy bajo (<30 %)
contenido en GC y los motivos de secuencia de cis-actuacion tales como cajas TATA, los sitios chi y los sitios de
entrada ribosomica. El gen EY2E1-B modificado por ingenieria sintético se construy6 y era de 2.734 pb de longitud.
El gen EY2E1-B se subcloné en pVAX en los sitios BamHI y Notl para estudio adicional.

Andlisis filogenético. Para valorar la distribucion de la distancia desde una secuencia del subtipo B de envoltura
aleatoriamente muestreada a la secuencia de EY2E1-B, se realizé un andlisis filogenético. Como se muestra en la
Fig. 2, habia una relativa cercania observada de la secuencia de EY2E1-B a todas las secuencias muestreadas. La
secuencia de EY2E1-B, cuando se compara con la secuencia de EK2P-B de aislado primario, tiene distribuciones
comparables de puntuaciones de similitud (Tabla 1). La puntuacion de porcentaje de similitud promedio para EY2E1-
B era de 85,7 %, mientras que era 79,4 % para EK2P-B.

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

Tabla 1. El promedio y el rango de puntuaciones de porcentaje de similitud entre los candidatos de vacuna de
envoltura potenciales y un alineamiento de secuencias de la envoltura del subtipo B.

Expresion in vivo y determinacion antigénica de EY2E1-B. Para ensayar la expresién in vivo de pEY2E1-B y pEK2P-
B, se sometieron a transfeccion células RD con estos plasmidos como se describe en la seccion de Materiales y
métodos. Se extrajeron las proteinas totales de los lisados celulares después de la transfeccion y se sometieron a
inmunotransferencia con anticuerpo monoclonal especifico a envoltura 2G12 mencionado en la seccién de
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Materiales y métodos para detectar la expresién de pEY2E1-B. Los resultados de la transferencia Western indicaron
que estas dos construcciones expresaban proteina de la envoltura (Fig. 3A). La proteina de la envoltura detectada
era de aproximadamente 120 KD. La Tabla 2 muestra una comparacién de pEY2E1-B y pEK2P-B.

Tabla 2
Consenso/Primario | Transmisor Codén- ARN- IgELS Cola
temprano optimizado optimizado citoplasmatica
EY2E1-B Consenso Si Si Si Si No
EK2P-B Primario No Si Si Si No

Para determinar los epitopos antigénicos, se inmunoprecipitaron las proteinas de la envoltura expresadas a partir de
los lisados de célula de RD con tres anticuerpos especificos a gp120 diferentes 2G12, 4G10 e ID6. Después de la
inmunoprecipitacién, la transferencia Western se realiz6 para detectar las proteinas inmunoprecipitadas. Nuestros
resultados mostraron que el inmundgeno sintético se podia unir a los anticuerpos 2G12 e ID6, pero no a 4G10.
Puesto que el anticuerpo 2G12 neutraliza una gran variedad de aislados primarios y reacciona con un epitopo gp120
dependiente de carbohidrato y conformacional, y el anticuerpo ID6 se une a gp120 y gp160 y se dirige frente a los
primeros 204 aminodacidos de gp120, nuestros resultados sugirieron que el inmunégeno EY2E1-B modificado por
ingenieria sintético podria ser capaz de plegarse dentro de una conformacion relativamente nativa y conservar
algunos epitopos antigénicos nativos. Ademas, puesto que el anticuerpo 4G10 es un anticuerpo monoclonal de VIH-
1 LAI/BRU V3 que reconoce LAI gp160, una cepa adaptada del linfocito T, nuestros datos también sugirieron que
esta envoltura sintética no utilizaria el correceptor CXCR4.

Para confirmar mas la expresion y determinar los epitopos antigénicos, se realiz6 un ensayo de inmunofluorescencia
indirecta usando células de RD transfectadas. Se observé alta expresion especifica bajo microscopio fluorescente en
las células transfectadas con pEY2E1-B y pEK2P-B. El F105 monoclonal de env del VIH-1 que reacciona con un
epitopo de gp120 discontinuo, o conformacional, se usa en el ensayo. Como se indica en la Fig. 3B, las células
transfectadas que expresan las proteinas Env mostraron la fluorescencia de rodamina tipica, sugiriendo de nuevo
que se expresaba la proteina sintética y tenia una conformacién relativamente nativa. Como control, la expresiéon no
se detectd en células de RD transfectadas con pVAX.

Induccion de la respuesta humoral. Para determinar si el inmundgeno sintético podria provocar respuesta a
anticuerpo especifico a envoltura de alta titulacion, se recogieron sueros de ratones BalB/C inmunizados con pVAX,
pEY2E1-B y pEK2P-B, y se realiz6 ELISA. Como se muestra en la Fig. 4A, observamos el nivel relativamente mayor
de anticuerpo especifico a la envoltura del clado B con sueros recogidos de ratones inmunizados con pEY2E1-B en
comparacion con estos en ratones inmunizados con pEK2P-B. Por el contrario, los ratones con vector solo no
desarrollaron respuestas a anticuerpo especificas. Sin embargo, no hubo ninguna respuesta de anticuerpo
detectable frente a proteinas del clado A/E y clado C en tanto ratones inyectados con pEY2E1-B como con pEK2P-B
(Fig. 4B y AC), indicando que aunque el inmundgeno basado en consenso sintético tiene una conformacion
relativamente nativa y conserva epitopos antigénicos nativos, no puede ser capaz de inducir amplias respuestas
inmunes de anticuerpo de clado cruzado.

Respuestas inmunes celulares fuertes y amplias medidas por ELISpot. Se inmunizaron los ratones BalB/C con
PEY2E1-B y pEK2P-B y se realiz6 el andlisis ELISpot para determinar el nimero de células secretoras de IFN-y
especifico a antigeno en respuesta a cuatro grupos de péptidos de la proteina consenso del VIH-1 subtipo B (Fig.
5A). La magnitud de la respuesta medida por el nimero de unidades formadoras de mancha (SFU) por millon de
células oscilé de 27,5 a 520 en ratones vacunados con pEY2E1-B. En comparacion, los esplenocitos de ratones
vacunados con pEK2P-B solamente mostraron el intervalo de manchas de 2 a 237,5 (p<0,05). La frecuencia aditiva
de SFU/por millén de esplenocitos para todos los cuatro grupos en ratones inmunizados con pEY2E1-B era de
1.976,25+260, mientras que el numero de SFU/por millén de células en ratones inmunizados con pEK2P-B era de
519+45. Las células de ratones inmunizados con vector pVAX se usaron como control negativo, mostrando
solamente 60+5 SFU/por millon de esplenocitos para los grupos de péptidos B de la envoltura consenso (p<0,05).
Observamos resultados similares en tres estudios separados. Por lo tanto, la construccion pEY2E1-B es hasta
cuatro veces mas potente en conducir respuestas inmunes mediadas por célula. También determinamos si los
linfocitos CD8+ eran responsables de la secrecion de IFN-y detectada en ratones BalB/C inmunizados con pEY2E1-
B. Como se muestra en la Fig. 5B, el numero de SFU/por millén de células se redujo a 127,5+11 después del
agotamiento de CD8+, indicando que habia aproximadamente 90 % de descenso en las frecuencias de células
productoras de IFN-y observadas por ELISpot de agotamiento de linfocito T CD8+. La produccién de IFN-y inducida
por pEY2E1-B se media principalmente por linfocitos T CD8+.

Ademads, para modelar las respuestas inmunes del linfocito T humano a antigenos presentados a HLA-A2 e
identificar aquellos antigenos, realizamos el mismo ensayo ELISpot anteriormente mencionado usando ratones HLA-
A2.1/H2-Dd transgénicos. Como se muestra en la Fig. 5C, la frecuencia aditiva de SFU/por millon de esplenocitos
para todos los cuatro grupos en ratones transgénicos inmunizados con PEYE1-B era de 2.362+257, mientras que el
namero de SFU/por millon de células en ratones transgénicos inmunizados con pEK2P-B era solamente de 493+57.
Estos resultados indicaron que la construccion pEY2E1-B es hasta cuatro veces mas potente en conducir
respuestas inmunes mediadas por célula en los ratones transgénicos. Los datos de ELISpot después del
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agotamiento de CD8 sugirieron que la produccién de IFN-y inducida por pEY2E1-B esta principalmente mediada por
linfocitos T CD8+ (Fig. 5D).

Ademas, estdbamos interesados en detallar mas las respuestas inmunes celulares que observabamos en el ensayo
ELISpot. Por consiguiente, un conjunto adicional del ensayo ELISpot se realizé frente a genotecas de péptidos que
abarcaban la proteina de la envoltura del subtipo B consenso. Un conjunto completo de péptidos 15-mero solapados
por 11 aminodcidos, los cuales comprendian la proteina de la envoltura consenso del subtipo B, se us6 para realizar
este estudio de mapeo. El estudio ilustr6 que no habia epitopo dominante claro inducido por la envoltura sintética.
Sin embargo, el andlisis ELISpot de IFN-y de esplenocitos derivados de ratones BalB/C vacunados con pEY2E1-B
revel6 que habia 18 grupos de los 29 grupos que mostraban mas de 50 manchas, mientras que habia solamente 6
grupos en ratones BalB/C vacunados con pEK2P-B (Fig. 5E). Estos resultados ilustraron que hay un incremento
significativo en la amplitud y magnitud de las respuestas inmunes celulares inducidas por el inmunégeno EY2E1-B.

Respuestas inmunes celulares de reaccion cruzada fuertes inducidas por pEY2E1-B. Para determinar si el
inmundégeno EY2E1-B podria inducir respuestas inmunes celulares amplias y de reaccion cruzada, se realizé
ELISpot de IFN-y tanto en ratones BalB/C como transgénicos HLA-A2 usando péptidos de la envoltura del VIH-1
grupo M, subtipo C consenso, VIH-1 MN (aislado del subtipo B), del HIV-1 C.UY.01.TRA3011 y C.ZA.01.J54Ma (dos
aislados del subtipo C). Estos ensayos determinaran ademas si los resultados observados en la Fig. 5A, C y E solo
estan relacionados con las dianas peptidicas o realmente son debido al incremento en la amplitud inmune. Como se
muestra en la Fig. 6A, el nimero aditivo de SFU(por millén de esplenocitos frente a cuatro grupos de péptidos de la
envoltura del VIH-1 MN en ratones BalB/C vacunados con pEY2E1-B era de 1.855+215,8, lo cual era
aproximadamente dos veces mas que aquellos en ratones BalB/C inmunizados con pEK2P-B (SFU/por millén de
esplenocitos era 700+168,2), indicando que pEY2E1-B tenia reactividad cruzada mas fuerte que pEK2P-B dentro del
subtipo B. Los nimeros de manchas de IFN-y en respuesta a la estimulacién con cuatro grupos de péptidos de la
envoltura consenso del VIH grupo M (Fig. 6B) y subtipo C (Fig. 6C) en ratones BalB/C inmunizados con pEY2E1-B
era de 1.150+191,3 y 715+116,1, respectivamente. En comparaciéon con los niumeros de manchas frente a los
péptidos del grupo M y subtipo C los cuales eran de 635+152,3 y 345+82,3 en ratones BalB/C vacunados con
PEK2P-B, estos datos ilustran que las respuestas inmunes de clado cruzado provocadas por pEY2E1-B es
aproximadamente 45 % mas fuerte que aquellas inducidas por pEK2P-B en ratones BalB/C.

Importantemente, observamos respuestas inmunes celulares de reaccion cruzada mucho mas fuertes inducidas por
pEY2E1-B en ratones transgénicos (Fig. 6F-J). El nimero aditivo de SFU/por millén de esplenocitos frente a cuatro
grupos de péptidos de la envoltura del VIH-1 MN en ratones transgénicos vacunados con pEY2E1-B era de
1.087+153, lo cual era aproximadamente tres veces mas que aquellos en ratones HLA-A2 inmunizados con pEK2P-
B (SFU/por millén de esplenocitos era 316+63) (Fig. 6F), indicando que pEY2E1-B podria también provocar
reactividad cruzada mas fuerte que pEK2P-B dentro del subtipo B en ratones transgénicos. Los numeros de
manchas de IFN-y en respuesta a la estimulacion con cuatro los grupos de péptidos de la envoltura consenso del
VIH grupo M (Fig. 6G) y subtipo C (Fig. 6H) en ratones transgénicos inmunizados con pEY2E1-B era de 2.116+216 y
893+154, respectivamente. En comparacién con los nimeros de manchas frente a los péptidos del grupo M y
subtipo C que eran de 473+50 y 266+55 en ratones transgénicos vacunados con pEK2P-B, estos datos indicaron
que las respuestas inmunes de clado cruzado provocadas por pEY2E1-B es aproximadamente tres a cuatro veces
mas fuerte que aquellas inducidas por pEK2P-B en ratones transgénicos. Ademas, dos conjuntos de péptido
aislados del subtipo C que deberian servir como control estricto para evaluar la amplitud y la reactividad cruzada
alcanzada por otros conjuntos de péptido se usaron para determinar ademas las respuestas inmunes de clado C
cruzado. Aunque no habia demasiadas diferencias de reactividad cruzada frente a estos dos conjuntos de aislado
del subtipo C provocados por pEY2E1-B y pEK2P-B en ratones BalB/C (Fig. 6D y E), la reactividad de clado cruzada
frente a estos dos conjuntos de aislado del subtipo C inducidos por pEY2E1-B es aproximadamente tres veces mas
fuerte que aquellas inducidas por pEK2P-B (Fig. 61 y J). Los nimeros de manchas frente a péptidos C.ZA.01.J54Ma
y C.UY.01.TRA3011 eran de 1.080+206 y 890+150 en ratones transgénicos vacunados con pEY2E1-B, mientras
que los numeros eran solamente 305+38 y 310+62 en ratones transgénicos vacunados con pEK2P-B.

Finalmente, determinamos si habia también un incremento en la amplitud de las respuestas inmunes celulares de
reaccion cruzada frente a dianas especificas a subtipo inducidas por el inmundégeno EY2E1-B detallando las
respuestas inmunes celulares frente a VIH-1 MN observadas anteriormente tanto en ratones transgénicos BalB/C
como HLA-A2. Se realizé un ensayo de mapeo de epitopo frente a la genoteca de péptidos que abarcaban la
proteina de la envoltura del subtipo B MN. Los resultados sugirieron que no habia epitopo dominante claro inducido
por la envoltura sintética en ambas cepas de ratdén. Sin embargo, el analisis ELISpot de IFN-y de esplenocitos
derivados de los ratones BalB/C vacunados con pEY2E1-B revelaron que habia 14 grupos de los 29 grupos que
mostraban mas de 50 manchas, mientras que habia solamente 9 grupos en ratones BalB/C vacunados con pEK2P-
B (Fig. 7A). Igualmente, en ratones transgénicos, habia 18 grupos de los 29 grupos que mostraban mas de 50
manchas en ratones transgénicos inmunizados con pEY2E1-B, mientras que habia solamente 6 grupos en ratones
transgénicos vacunados con pEK2P-B (Fig. 7B). Estos datos indicaron que hay un incremento significativo en la
amplitud y magnitud de las respuestas inmunes celulares de reaccién cruzada inducidas por el inmunégeno EY2E1-
B tanto en ratones BalB/C como transgénicos HLA-A2.
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CONCLUSION

Por todo el mundo los intentos de vacuna de ADN del VIH-1 se han guiado por el principio de que las respuestas de
linfocito T especifico a VIH pueden proporcionar alguna contribucion a la proteccién de la infeccion o control de la
replicacién después de la infeccion. Las vacunas de ADN pueden impactar en la replicacion virica aunque en
general no son tan potentes en la induccién inmune como los vectores viricos vivos atenuados (Almond, N., y col.
1995. “Protection by attenuated simian immunodeficiency virus in macaques against challenge with virus-infected
cells”. Lancet 345:1.342-1.344; Berman, P.W., y col. 1996. “Protection of MN-rgp120-immunized chimpanzees from
heterologous infection with a primary isolate of human immunodeficiency virus type 1”. J. Infect. Dis. 173:52-9; Boyer,
J., y col. 1997. “Protection of chimpanzees from high-dose heterologous HIV-1 challenge by DNA vaccination”. Nat.
Med. 3:526-532; Daniel, M.C., y col. 1992. “Protective effects of a live attenuated SIV vaccine with a deletion in the
nef gene”. Science 258:1.938-1.941). Por lo tanto, las estrategias reivindicadas en la mejora de la amplitud y
magnitud de las respuestas inmunes celulares son importantes. La presente invencién proporciona un nuevo
antigeno que usa varios rasgos de inmundgenos que se han publicado en la bibliografia como planteamientos
separados, pero previamente no se han reunido juntos en una modalidad de vacuna. Como prueba del concepto, se
desarrollé un inmundégeno de la envoltura basado en consenso modificado por ingenieria sintético y se compard con
un inmundégeno de secuencia primaria optimizada para la induccion de respuestas inmunes mediadas por célula. Los
datos de expresién mostraron que este nuevo gen de la envoltura modificado por ingenieria se podia expresar
eficazmente en lineas celulares mamiferas aunque los niveles de expresion de estos dos inmundgenos eran muy
similares (Fig. 3A). Observamos en los estudios de inmunogenicidad que las respuestas inmunes celulares
inducidas por este inmundgeno funcional presentaron diversidad incrementada y magnitud comparada con la vacuna
de envoltura primaria. Los datos del mapeo de epitopo obtenidos en tanto ratones BalB/C como transgénicos HLA-
A2 demostraron que esta mejora de diversidad y magnitud se mantenia a través de estos haplotipos. Para confirmar
mas este descubrimiento, también desarrollamos un inmunégeno de la envoltura del subtipo C basado en consenso
y se compard con un inmundgeno del subtipo C primario, de nuevo el inmunégeno de la envoltura del subtipo C
basado en consenso sintético presento diversidad y magnitud aumentadas de las respuestas inmunes celulares en
comparacioén con el inmundgeno C primario (datos no publicados).

Desde el punto de vista de la estrategia de disefio de vacuna, la homologia de secuencia entre el candidato de
vacuna y el virus de infeccion o exposicién puede ser una consideracion importante. Un planteamiento eficaz para
minimizar el grado de la desemejanza de secuencia entre una cepa de vacuna y los virus circulantes actuales es
crear secuencias artificiales que son “centrales” a estos virus. Una estrategia para disefar tal secuencia es usar una
secuencia consenso derivada del aminoacido mas comun en cada posicién en un alineamiento. En este estudio,
desarrollamos una vacuna de envoltura del subtipo B basada en consenso y pensamos que este inmundgeno
sintético tendria mayor reactividad cruzada. Nuestros resultados mostraron que habia una diversidad de respuestas
inmunes celulares inducidas por la vacuna de pEY2E1-B. Los resultados del mapeo de péptido en tanto ratones
Balb/c como transgénicos también indicaron que el inmundgeno EY2E1-B ampli6 las respuestas inmunes. Ademas,
los resultados del estudio de las respuestas inmunes celulares de reaccion cruzada indicaron que pEY2E1-B podia
provocar respuestas inmunes celulares de reaccion cruzada mas fuertes y amplias. Por lo tanto, los inmunégenos de
la envoltura consenso artificiales contienen mas epitopos conservados que los encontrados en cualquier aislado
natural individual e inducen respuestas de LCT de clado cruzado.

Una secuencia consenso tedricamente tiene ventajas y desventajas. Puesto que una secuencia consenso se genera
basandose en aislados actuales, puede ser genéticamente mas cercana a cepas viricas circulantes actuales que
cualquier aislado de virus natural dado. Sin embargo, puesto que la secuenciacion global en general esta conducida
con virus muestreados durante las infecciones crénicas en lugar de virus muestreados durante la infeccion aguda,
desarrollar una respuesta de vacuna consenso sobre epitopos que en su mayoria han escapado puede ser una
desventaja. Para minimizar esta desventaja, una estrategia Util para el disefio de vacuna seria para tener en cuenta
secuencias transmisoras tempranas. Las proteinas de la envoltura estan entre las proteinas del VIH mas dificiles de
construir artificialmente debido a que las regiones hipervariables en el gen de la envoltura del VIH-1 evolucionan por
insercién y delecién rapida y no por mutacién puntual. La diferencia de las regiones hipervariables en longitud hace
dificil generar las secuencias consenso de estas regiones. Recientemente, Gao y col. (Gao, F., E y col. 2005.
“Antigenicity and immunogenicity of a synthetic human immunodeficiency virus type 1 group m consensus envelope
glycoprotein”. J. Virol. 79:1.154-63) generaron una secuencia de la envoltura consenso del grupo M, sin embargo,
las secuencias no consenso de las correspondientes regiones de una cepa recombinante CRF08 BC se usaron en
estas regiones variables. Los estudios han indicado que los virus del subtipo C que codifican las glucoproteinas de la
envoltura con regiones V1, V2 y V4 mas cortas se transmiten en receptores con una frecuencia significativamente
mayor que lo que se esperaria por casualidad. Las secuencias de la envoltura del subtipo A de infeccién temprana
también tenian las secuencias del bucle V1 y V2 significativamente mas cortas y menos sitios de glucosilacion
ligados a N potenciales (Chohan, B., D. y col. 2005. “Selection for Human Immunodeficiency Virus Type 1 envelope
glycosylation variants with shorter V1-V2 loop sequences occurs during transmission of certain genetic subtypes and
may impact viral RNA levels”. J. Virol. 79:6.528-6.531). Por el contrario, variantes del subtipo B recientemente
transmitidas no tenian bucles V1 y V2 mas cortos. Sin embargo, puede ser importante indicar que los casos de
infeccion por subtipo B eran principalmente el resultado de la transmision homosexual o el uso de inyeccion de
droga. Ademas, los estudios han sugerido que una posible consecuencia funcional de tener una region V1, V2
compacta es incrementar la exposicion del dominio de uniéon de CD4 y, a continuacion, aumentar la susceptibilidad a
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la neutralizacién (Edwards, T.G., y col. 2001. “Relationships between CD4 independence, neutralization sensitivity,
and exposure of a CD4-induced epitope in a Human Immunodeficiency Virus type 1 envelope protein”. J. Virol.
75:5.230-5.239; Kolchinsky, P., y col. 2001. “Increased neutralization sensitivity of CD4-independent Human
Immunodeficiency Virus variants”. J. Virol. 75:2.041-2.050; Pickora, C., y col. 2005. “Identification of two N-linked
glycosylation sites within the core of the Simian Immunodeficiency virus glycoprotein whose removal enhances
sensitivity to soluble CD4”. J. Virol. 79:12.575-12.583; Puffer, B.A., y col. 2002. “CD4 independent of Simian
Immunodeficiency Virus Envs is associated with macrophage tropism, neutralization sensitivity, and attenuated
pathogenicity”. J. Virol. 76:2.595-2.605). Acortamos las regiones V1 y V2 cuando generamos la secuencia consenso
del subtipo B.

La fase temprana de la infeccion por VIH-1 est4d dominada por virus no inductores de sincitio (NIS), los cuales se
replican lentamente y usan CCR5 como su principal correceptor. Los virus inductores de sincitio (IS), los cuales
surgen en aproximadamente el 50 % de los individuos infectados precedieron un declive de la célula CD4 acelerado
y el trascurso clinico progresivo de la infeccion, usan CXCR4 como principal correceptor. Se ha demostrado un uso
de correceptor diferencial de las variantes de VIH para todos los subtipos. Se ha publicado frecuentemente que los
virus subtipo C parecen ser diferentes de la mayoria de otros subtipos debido a una no desrepresentaciéon de
CXCR4 usando variantes de VIH en el subtipo C. Por lo tanto, la utilizacién de CCR5 deberia ser una consideracion
muy crucial para un disefio de vacuna. Informes previos mostraron que la regién V3 de gp120 juega un importante
papel en la utilizacion de correceptor. Se han identificado que seis restos en el bucle V3 son criticos para la
interaccion de CCR5: arginina307, lisina314, isoleucina316, arginina322, fenilalanina324 y alanina337. Sin embargo,
basandose en las secuencias de transmisores tempranos del subtipo C, el resto en la posicion 322 deberia ser
glutamina en lugar de arginina. En resumen, basandose en los estudios previos que muestran restos importantes
para la utilizacion de CCR5 y las secuencias de transmisores tempranos, disefiamos el inmunégeno de la envoltura
consenso del subtipo B que podria conducir a respuestas inmunes que pueden en teoria dirigir la utilizaciéon del
correceptor CCR5.

Para maximizar la reactividad cruzada potencial, se ha creado una secuencia de la envoltura consenso del VIH-1
grupo M. Sin embargo, es posible que las vacunas consenso de envoltura especificas a subtipo puedan representar
un compromiso para la similitud de secuencia general del antigeno vacuna en relacion con los virus circulantes al
menos al nivel de respuestas inmunes celulares. Los estudios han mostrado que habia altas tasas de seleccién
identificadas en regiones diferentes de las proteinas de la envoltura del subtipo B y C. Esto se puede causar por
diferente presion inmune en diferentes regiones de la proteina de la envoltura en el subtipo B y C. Por lo tanto,
puede haber ventajas en el uso de una vacuna de envoltura especifica a subtipo, ya que las respuestas inmunes a la
vacuna y el virus circulante compartirian dominios antigénicos. Mas experimentos que comparan vacunas de
envoltura especificas a grupo M y subtipo son necesarios para aclarar méas este asunto.

Otra preocupacién importante sobre el uso de una secuencia consenso es que su secuencia pueda asociarse a
polimorfismos en combinaciones no encontradas en ningun tipo natural, asi dando como resultado potencialmente
conformaciones de proteina inapropiadas. Estudios previos han indicado que un inmunégeno consenso del grupo M
podria plegarse dentro de la conformacién nativa, conservar los epitopos antigénicos de la envoltura y provocar
respuesta de anticuerpo neutralizante débil. Basandose en los hechos de que la proteina sintética podria unirse a
anticuerpos 2G12, ID6 y F105, pensamos que el pEY2E1-B puede tener de alguna manera conformaciones
estructurales nativas. Importantemente, nuestros datos también demostraron que el inmunégeno EY2E1-B podria
inducir un anticuerpo especifico a la envoltura del subtipo B de mayor titulacion, indicando que este inmunégeno
sintético puede conservar también mas epitopos clase Il. Mas estudios en esta area seran importantes.

Con la generacién de nuevas estrategias de vacuna del VIH-1, también hay una creciente demanda para predecir la
eficacia de estas vacunas en seres humanos usando modelos preclinicos. En nuestro estudio, se usaron ratones
transgénicos HLA-A2 para estudiar las respuestas inmunes celulares provocadas por el inmundgeno sintético. Los
estudios han mostrado que esta cepa transgénica es un modelo preclinico importante para el disefio y ensayo de
vacunas para enfermedades infecciosas implicando la estimulacién 6ptima de linfocitos T citoliticos CD8+ humanos.
En este modelo los resultados indicaron que EY2E1-B podia provocar respuestas inmunes celulares mucho mas
amplias y mas fuertes en comparacion con EK2P-B, sugiriendo que esta nueva vacuna puede tener mas potencial
para inducir respuestas celulares restringidas a HLA-A2. Se esta planeando estudio adicional de este inmunégeno
en primates no humanos.

Tomandolos juntos, nuestros resultados sugieren que EY2E1-B podria servir como un inmundgeno que incrementa
tanto la magnitud como la amplitud de las respuestas de LCT como un casete de vacuna de ADN. En términos mas
generales, esta construccion puede ser Util en otras plataformas para la induccion de respuestas inmunes celulares
mas fuertes y mas amplias frente a cepas de VIH en planteamientos de no vector de ADN.

Ejemplo2. Desarrollo de una nueva vacuna de ADN de la envoltura del VIH-1 clado C modificada por ingenieria que
aumenta la diversidad y la amplitud de la respuesta inmune celular provocada

Las respuestas de LCT especifico al VIH-1 fuertes tienen un importante papel en el manejo de la carga virica
durante la infeccién grave y asintomatica. Sin embargo, recientes estudios sobre los inmundgenos consenso no han
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sido capaces de demostrar notablemente respuestas inmunes celulares mejoradas. En el presente documento
ensayamos un nuevo inmundgeno de la envoltura basado en consenso del clado C modificado por ingenieria para
respuesta inmune celular mejorada. La nueva vacuna (pEY3E1-C) se cre6 a partir de la secuencia de la envoltura
consenso del VIH-1 clado C. Se realizaron varias modificaciones incluyendo el acortamiento de las regiones V1y V2
altamente variables basandose en la secuencia transmisora temprana, retenciéon del bucle V3 para la utilizacién de
CCR5, separacion de la regidén cola citoplasmatica del terminal C para prevenir el reciclado de la envoltura, y
retencion del sitio de escision y TMD para el plegamiento apropiado. También, se afiadié una secuencia lider de IgE
al terminal N. Esta vacuna de ADN consenso también estaba optimizada por ARN y optimizada por codén. La
respuesta inmune celular se estudi6é en ratones BalB/C por ELISpot y ensayos de mapeo de epitopo. Cuando se
estudié como una vacuna de ADN, en comparacion con pEK3P-C (derivado de un aislado primario de env del clado
C), nuestra construccion (pEY3E1-C) era mas eficaz en la conduccién de una respuestas inmune celular. pEY3E1-C
provoco una respuesta inmune celular mayor en magnitud que pEK3P-C cuando se estimuld por péptidos del clado
C consenso. Ademas, el inmundgeno consenso provocO un incremento en la magnitud de la respuesta inmune
celular cuando se estimuld por otros dos conjuntos de péptidos de aislado primario también del clado C. Ademas de
magnitud aumentada, se soporté amplitud aumentada de la respuesta de LCT por la capacidad de pEY3E1-C de
inducir al menos 15 de los 29 grupos de péptido fuertemente reactivo (que tienen méas de 50 manchas/por millén de
esplenocitos), mientras que pEK3P-C solamente indujo 3 de los 29 grupos y 9 de los 29 grupos con reactividad
fuerte en respuesta a dos conjuntos de péptido de aislado primario, los cuales se seleccionaron por su singularidad y
capacidad de servir como un control estricto para evaluar la amplitud. Ademas, pEY3E1-C provocé una respuesta
inmune celular de clado cruzado mas fuerte cuando se estimulé con péptidos del clado B. El inmunégeno consenso
pEY3E1-C aumentd tanto la magnitud como la amplitud de las respuestas de LCT como un casete de vacuna de
ADN, sugiriendo que el potencial para los inmundgenos consenso sirve como un antigeno componente en un
examen adicional de méritos de coctel de vacuna del VIH.

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

Ademas, se ha publicado de que las vacunas de ADN que expresan la glucoproteina de la envoltura del VIH-1 no
son muy inmunoégenas.

Hemos usado una estrategia multifase para incrementar el potencial de la respuesta de LCT provocada por la
vacuna de ADN para proporcionar posiblemente proteccion frente a las cepas circulantes del virus.

Recientes estudios han mostrado que un inmunégeno consenso puede superar la diversidad de obstaculo creada
por el virus VIH-1 de evolucion rapida.

Derdeyn y col. encontraron que una region V1-V4 mas corta es caracteristica de virus subtipo C de transmision
temprana y nuestra construccién se ha disefiado para llevar este rasgo que podria ser Util en la producciéon de una
respuesta inmune resultante de virus transmitidos tempranos.

Ademas, los niveles de expresion de nuestra vacuna de ADN se han aumentado por optimizacion de codoén,
optimizacién de ARN, y la adicién de una secuencia lider de inmunoglobulina.

Las respuestas de LCT especifico al VIH-1 han mostrado que son importantes en el control de la carga virica
durante la infeccién aguda y asintomatica y el desarrollo del SIDA, por tanto los siguientes datos se centran en las
respuestas de LCT provocadas por nuestro nuevo inmundgeno.

La Figura 13 representa el disefio del inmundgeno para el desarrollo de una nueva vacuna de ADN de la envoltura
del VIH-1 clado C modificada por ingenieria que aumenta la diversidad y la amplitud de las respuestas inmunes
celulares provocadas.

La Figura 14 muestra relaciones filogenéticas: se incluyeron treinta y seis secuencias de la envoltura del VIH-1
subtipo C, EY3E1-C, EK3PC, dos secuencias del subtipo B, una del subtipo A y una del subtipo D (grupo extrafio) en
el analisis filogenético. Las secuencias de la envoltura del subtipo C que representan una amplia muestra de
diversidad eran de 12 paises.

La Tabla 3 muestra el promedio y el intervalo de las puntuaciones del porcentaje de similitud entre los candidatos de
vacuna de envoltura potenciales y un alineamiento de las secuencias de envoltura del subtipo C.

Tabla 3
Promedio de puntuaciones del % Intervalo de puntuaciones del % de
de similitud similitud
pEY3E1-C 85,3 82,7-93,1
pEK3P-C 87,4 83,6-90,2
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Se inmunizaron tres de grupos de tres ratones Balb/C con 100 pg de ADN 3 veces con dos semanas entre
inmunizaciones. A la séptima semana, se extrajeron los bazos para los estudios celulares.

Como se muestra en los paneles A y B de la Figura 15, respuesta celular fuerte provocada por pEY3E1-C.

La Figura 16 muestra respuestas celulares fuertes y amplias provocadas por pEY3E1-C. Cuando se estimuld con 29
grupos de péptidos de env C consenso: los ratones vacunados con pEY3E1-C provocaron mas de 50
manchas/millén de esplenocitos de 23 grupos; los ratones vacunados con pEK3P-C provocaron mas de 50
manchas/millén de esplenocitos de 2 grupos.

Los Paneles A-D de la Figura 17 muestran respuestas celulares de reaccion cruzada fuertes provocadas por
pEY3E1-C en el mismo clado.

Los Paneles A y B de la Figura 18 muestran respuestas celulares de reaccion cruzada fuertes y amplias provocadas
por pEY3E1-C. El panel A muestra los datos de ELISpot de IFN-y especifico a env del subtipo C (Uruguay). Cuando
se estimularon con 29 grupos de péptidos de env del clado C (Uruguay): los ratones vacunados con pEY3E1-C
provocaron mas de 50 manchas/millon de esplenocitos de 12 grupos; los ratones vacunados con pEK3P-C
provocaron mas de 50 manchas/millon de esplenocitos de 3 grupos. El Panel B muestra los datos del ELISpot de
IFN-y especifico a env del subtipo C (S. Africa). Cuando se estimularon con 29 grupos de péptidos de env del clado
C (S. Africa): los ratones vacunados con pEY3E1-C provocaron mas de 50 manchas/millon de esplenocitos de 13
grupos; los ratones vacunados con pEK3P-C provocaron mas de 50 manchas/millén de esplenocitos de 5 grupos.

Los paneles A-f de la Figura 19 muestran respuestas celulares de reaccién cruzada fuertes provocadas por pEY3E1-
C entre clados.

Hay un incremento significativo en la amplitud y la magnitud de las respuestas inmunes celulares inducidas por el
inmunodgeno EOC. La reactividad de clado cruzado mas amplia aparece como un beneficio adicional de este
inmundgeno.

Ejemplo comparativo 3:

Eficacia de una nueva vacuna de ADN del VPH-16 modificada por ingenieria que codifica una proteina de fusion
E6/E7

El inmundgeno se ha disefiado para expresarse como una poliproteina por lo cual las secuencias de E6 y E7 se
separan por un sitio de escision proteolitico. La poliproteina también se expresa con una secuencia lider de IgE. El
disefo de la poliproteina incluye deleciones o mutaciones en la secuencia de E6 que son importantes para la unién y
degradacién de p53 y mutaciones en el sitio de unién de Rb en la proteina E7. La Figura 23 proporciona una
ilustracién del disefio del inmunégeno.

Las secuencias codificantes que codifican la poliproteina se insertaron en el vector pVAX para producir el plasmido
p1667. La Figura 24 muestra los mapas de pVaxy p1667.

Las células tumorales TC1 se inmortalizaron con E7 del VPH-16 y se transformaron con el oncogen c-Ha-ras. Estas
células expresan bajos niveles de E7 y son muy tumorigenas.

En el estudio de inmunogenicidad en ratones, a 3 ratones/por grupo de ratones C57BL6 se administraron 100 ug de
ADN/por ratén. Los grupos incluian 1) control a los que se administraron con pVAX-vector control y 2) ensayo a los
que se administraron con p1667. Los ratones se vacunaron los dias 0, 14 y 28. El dia 35, se sacrificaron los ratones
y se realizé ELISPOT (Centrado en IMC).

Los datos para las respuestas inmunes celulares inducidas por el inmunégeno de ADN p1667 se muestran en la
Figura 25. Los péptidos de E6 y E7 consenso del VPH 16 (37, 15-meros solapados por 9 aminoacidos) se usaron en
dos grupos- grupo 1: 18 péptidos; grupo 2: 19 péptidos. Los paneles A y C muestran los datos de los esplenocitos
totales. Los paneles B y D muestran los datos de las muestras con agotamiento de CD8.

La figura 26 muestra los resultados del mapeo de epitopo inmunodominante. Se indican dos secuencias.

En los experimentos profilacticos en ratones, a 5 ratones/por grupo de ratones C57BL6 se administraron 100 pg de
ADN/raton. Los grupos incluian 1) no tratados (inyectado con PBS), 2) control a los que se administraron con pVAX-
vector control y 3) ensayo a los que se administraron con p1667. Los ratones se vacunaron los dias 0, 14 y 28. El
dia 35, los ratones se expusieron a células TC-1 y después se realizaron las mediciones del tamafio del tumor. Los
resultados se muestran en la Figura 27. También se muestran los datos de un grupo en el que se administro
conjuntamente la construccion IL-15.
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En los experimentos de regresion tumoral en ratones, a 5 ratones/por grupo de ratones C57BL6 se administraron
100 pg de ADN/raton. Los grupos incluian 1) no tratados (inyectados con PBS), 2) control a los que se administraron
con pVAX-vector control y 3) ensayo a los que se administraron con p1667. Los ratones se expusieron a 5x10*
células TC-1 el dia 0. A los ratones se administraron la vacuna de ADN los dias 3, 10 y 17. Los tumores se midieron
empezando el dia 8. Los resultados se muestran en la Figura 28. También se muestran los datos de un grupo en el
que se administré conjuntamente la construccion IL-15.

Se determiné el nivel de linfocitos E7 tetramero positivos en los bazos. La Figura 29 muestra los datos como el
porcentaje de linfocitos E7 tetrameros positivos. La vacuna de ADN p1667 induce la activacion de linfocitos T CD8+
especificos a E7 que son CD62L°3° dentro de los bazos.

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

Se emprendié un estudio de proteccion de la vacuna de ADN de E6/E7 en ratones transgénicos. Se realizd una
comparacion entre no tratados, pVAX, p1667, p1667+IL-15 y E7/HisB. Los datos se muestran en la Figura 31. p1667
y p1667+IL-15 protegié completamente.

Los datos presentados en el presente documento soportan las siguientes conclusiones. La construccién p1667
induce una fuerte respuesta inmune celular capaz de inducir linfocitos CD8+ especificos a E7 que median las
respuestas de IFN-g elevadas. Hemos identificado tanto nuevos epitopos de VPH-16 subdominantes como
dominantes frente a los que se generan LCT especifico a antigeno después de la administracion de la construccién
de ADN. La construccion p1667 es capaz de prevenir el crecimiento tumoral y causar la regresién de los tumores en
tanto ratones C57/BL6 como transgénicos. La vacuna de ADN p1667 muestra gran potencial para una nueva
estrategia terapéutica para dirigir el cancer asociado a VPH microscépico.

Ejemplo 4

Las secuencias de &cidos nucleicos que codifican las secuencias consenso de env del VIH se pueden administrar
como vacunas de ADN en combinacion con secuencias de acidos nucleicos que codifican otras varias proteinas del
VIH tales como Gag, Pol, Gag/Pol, Nef, Vif, y Vpr usando, por ejemplo, tecnologia de electroporacion para la
administracion intramuscular o intradérmica. Las construcciones de vacuna del VIH multivalente/polivalente pueden
proporcionar respuestas inmunes aumentadas y ser particularmente Utiles. En algunas realizaciones, se
proporcionan ademas las secuencias codificantes de IL-12. La publicacion de la solicitud de patente americana
nimero 20070106062, describe una vacuna de ADN de Vif del VIH. La publicaciéon de la solicitud de patente
americana namero 20040106100, describe vacunas del VIH que comprenden proteinas accesorias del VIH asi como
las secuencias de tales proteinas que se pueden usar para preparar construcciones de vacuna adicionales. Las
patentes americanas N.° 6.468.982, 5.817.637, y 5.593.972 describen las vacunas de ADN incluyendo
construcciones de gag del HIV, pol del HIV y gag/pol del HIV. La electroporacién se describe en la patente
americana N.? 7.245.963. La solicitud PCT PCT/US97/19502, describe las construcciones de IL-12. La publicacion
de la solicitud americana N.? 20070041941 describe construcciones que codifican IL-15

Ejemplo 15

Dos grupos de macacos se inmunizaron IM tres veces con construcciones de gag y env plasmido optimizadas con o
sin plasmido de IL-12. Se us6 la misma estrategia de inmunizacién para dos grupos adicionales pero los plasmidos
se administraron con o sin electroporacion in vivo.

Las respuestas celulares se determinaron por ELISpot de IFNy después de cada inmunizacién y cinco meses
después para respuestas memoria. Por todo el estudio se evaluaron las respuestas humorales por ELISA de p24 y
gp160 recombinante. La capacidad proliferativa de los linfocitos T especificos a antigeno se determinaron por tincién
por CFSE. La tincion de citoquina intracelular se hizo para caracterizar mas las caracteristicas funcionales de la
respuesta de linfocito T inducida.

El plasmido de IL-12 aumentd las respuestas celulares a nuestras construcciones optimizadas. Sin embargo, el uso
de electroporacién para aumentar la administracion de los plasmidos era capaz de mejorar tanto la respuesta celular
como humoral en comparacion con la inmunizacion IM con plasmido de IL-12. La combinacion del plasmido de IL-12
y la electroporacion dio como resultado las mejores respuestas inmunes, tanto primarias como de memoria, medido
por una diversidad de parametros.

Se compararon las construcciones de ADN optimizadas que codificaban gag y env del VIH en macacos rhesus en
presencia o ausencia de plasmido de IL-12 como un adyuvante de ADN. IL-12 podia basicamente incrementar las
respuestas del linfocito T 5 veces en un formato de ELISpot cuantitativo dando como resultado basicamente mejores
respuestas de linfocito T memoria. Sin embargo, el ADN administrado EP era mas eficaz para generar respuestas de
linfocito T y memoria que eran 2 veces mayores en comparacion con la vacuna de ADN con adyuvante IM con IL-12.
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Las mejores respuestas se observaron en el grupo de tratamiento de combinacion de EP+adyuvante IL-12. Las
respuestas memorias en este grupo de tratamiento eran 10 veces mayores que el ADN IM solo y casi 2 veces
mayores que EP solo. También observamos expansion inmune 4 veces mejor por CFSE en el grupo de tratamiento
EP+IL-12 en comparacion con EP solo. La presencia de linfocitos T polifuncionales también sugirié que el grupo de
tratamiento de ADN+citoquina+EP es mas eficaz.

Materiales y métodos
Animales:

Los macacos rhesus (Macaca mulatta) se alojaron en BIOQUAL, Inc. (Rockville, MD), de acuerdo con los patrones
de la “American Association for Accreditation of Laboratory Animal Care”. Los animales se dejaron aclimatar durante
al menos 30 dias en cuarentena antes de cualquier experimentacion.

Inmunizacion

Se inmunizaron cinco macacos rhesus en las semanas 0, 4 y 11 con 1,0 mg de pGag4Y y pEY2E1-B. EI ADN en
cada momento de inmunizacién se administré dentro de dos sitios de inyeccion, uno en cada cuédriceps. Tres de los
macacos se sometieron a electroporacion después de la inyeccion IM. Otro grupo de cincos macacos se
inmunizaron en las semanas 0, 4 y 8 con 1,0 mg de pGag4Y, pEY2E1-B, y WLV104. De los cincos animales, dos
animales recibieron la inmunizacion por inyeccién IM y tres animales se sometieron a electroporacién después de
inyeccién IM. Todos los procedimientos de electroporacion se realizaron usando el dispositivo Cellectra™ de
corriente constante (VGX Immune Therapeutics Division de VGX Pharmaceuticals, The Woodlands, TX). Las
condiciones de electroporacion eran 0,5 Amps, 3 pulsos, 52 ms de longitud de pulso con 1 s entre pulsos. Este
dispositivo controlado por programa informatico se disefié para medir la resistencia de tejido inmediatamente antes
de la administracion del plasmido y la generacion de pulsos de onda cuadrada de corriente constante, eliminando el
riesgo de administracién fuera del tejido muscular y pérdida de plasmido potencial.

Recogida de sangre:

Se sangraron animales cada dos semanas durante la duracién del estudio. Se recogieron 10 ml de sangre en tubos
EDTA. Se aislaron CMSP por centrifugacion Ficoll-hypaque convencional y, a continuacion, se resuspendieron en
medio de cultivo completo (RPMI 1640 con 2 mM/I de L-glutamina complementado con 10 % de suero fetal bovina
inactivado por calor, 100 Ul/ml de penicilina, 100 ug/ml de estreptomicina, y 55 uM/I de B-mercaptoetanol) los GR se
sometieron a lisado con tampoén de lisis ACK (Cambrex Bio Science, East Rutherford, NJ).

Plasmidos y productos de plasmido:

Gag4Y contiene un casete de expresion que codifica una secuencia consenso de la proteina gag de los clados A, B,
C y D del VIH con varias modificaciones incluyendo: la adicién de una secuencia kozak, una secuencia lider de IgE
sustituida, optimizacion de cod6én y ARN para la expresion en células mamiferas (SEQ ID NO:11 describe la
secuencia consenso de Gag del VIH). El gen Gag4Y se subcloné dentro del vector de expresion, pVax, para estudio
adicional. pEY-2E1-B contiene un casete de expresion que codifica una secuencia consenso de la envoltura del VIH
clado B. (SEQ ID NO:3 describe la secuencia consenso de Env del VIH) WLV104M es un plasmido que codifica un
gen IL-12 de rhesus. Los plasmidos se produjeron en Aldevron (Fargo, ND), y se reformularon en VGX Immune
Therapeutics (The Woodlands, TX), en agua estéril para la inyeccién con peso molecular bajo 0,1 % de sal de poli-L-
glutamato de sodio.

CFSE de CMSP crioconservadas

Se descongelaron rapidamente CMSP crioconservadas en un bafio de agua a 37 °C y se lavaron con medios
completos. Las células se incubaron durante la noche en una incubadora a 37 °C y los recuentos celulares se
obtuvieron el siguiente dia. Las células se precipitaron y resuspendieron en 1 ml de CFDA SE (Molecular Probes,
Eugene, OR) en PBS (1:2.000 dilucion). Las células se incubaron a 37 °C durante 10 min. Las células se lavaron con
medios completos y se resuspendieron a una concentracion de 1x10° células/100 ul y se colocaron en placas de
fondo redondo de 96 pocillos con 100 ul de 2 pug/ml de p24 o gp120 del VIH-1 recombinante (ImmunoDiagnostics,
Woburn, MA) mas grupos de péptido. 5 pg/ml de concavalina A (positivo) y medios completos (negativo) se usaron
como controles. Los cultivos se incubaron durante 5 dias. Primero las células se tifieron con tinte violeta Vivid, un
marcador de célula viva/muerta, durante 15 min sobre hielo. Las células se lavaron una vez con PBS. A
continuacion, las células se tifieron usando anti-CD3-PE humano (clon SP34-2) (BD Pharmingen) y anti-CD4-PerCP
humano (clon L200), anti-CD8-APC humano (SK1) durante 1 hora a 4 °C. A continuacion, las células se lavaron dos
veces con PBS y se fijaron con 1 % de paraformaldehido. Los datos se recogieron usando un citometro de flujo
LSRII (BD Biosciences, Franklin Lakes, NJ). Se analizaron los datos de la citometria de flujo usando el programa
informatico FlowJo (Tree Star, Ashland, OR), seleccién por ventana de andlisis (gating) sobre linfocitos CD3+. Se
recogieron treinta a cincuenta mil linfocitos CD3+ por muestra.
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Ensayo de inmunoabsorcion ligado a enzima (ELISA):

Se cubrieron noventa y seis placas durante la noche con 100 ng/pocillo de p24 o g120 del VIH-1 1lIB recombinante
(ImmunoDiagnostics) para determinar las respuestas de gag y env del VIH respectivamente. Las placas cubiertas
con 100 ng/pocillo de albdmina bovina de suero sirvieron como control negativo. Las placas se bloguearon con
PBST con BSA al 3 % durante 1 hora a 37 °C. A continuacién, las placas se incubaron con cuatro veces diluciones
de suero en serie durante 1 hora a 37 °C. A continuacién, se anadidé anticuerpo de cabra conjugado con peroxidasa
de rébano picante anti-lgG de mono a una dilucion 1:10.000 (MP Biomedicals, Aurora, OH) a las placas y se
incubaron durante 1 hora a 37 °C. Se us6 tetrametilbenzidina (R&D systems, Minneapolis, MN) para desarrollar las
placas y las reacciones se pararon con H2SO4 2N. A continuacién, se midieron las densidades 6pticas (DO).

Las titulaciones finales de IgG se definieron como la dilucién de suero reciproca que dio como resultado valores de
DO que eran mayores que dos veces el valor de DO promedio de los pocillos con BSA.

Ensayo de inmunomancha ligado a enzima (ELISpot)

Las respuestas especificas a antigeno se determinaron restando el nimero de manchas en los pocillos control
negativo de los pocillos que contenian péptidos. Los resultados se muestran como el valor medio (manchas/millon
de esplenocitos) obtenido por pocillos por triplicado.

1. Tincién de citoquina intracelular
Reactivos de anticuerpo

Los anticuerpos directamente conjugados se obtuvieron de lo siguiente: BD Biosciences (San José, CA): IL-2 (PE),
CD8 (Pacific Blue), IFN-y (PE-Cy7), y TNF-a (Alexa Fluor 700), CD8 (APC) y CD4 (PerCP).

Estimulacion celular y tincién

Se resuspendieron CMSP a 1x108 células/100 ul en RPMI completo y se colocaron en placas de 96 pocillos con
péptidos estimulantes 100 ul de 1:200 diluciones. Se incluyé un control no estimulado y positivo (enterotoxina B de
Staphylococcus, 1 pg/ml; Sigma-Aldrich) en cada ensayo. Las células se incubaron durante 5 horas a 37 °C.
Después de la incubacién, las células se lavaron (PBS) y se tifieron con anticuerpos de superficie. Las células se
lavaron y se fijaron usando el kit Cytofix/Cytoperm (BD PharMingen, San Diego, CA) segun las instrucciones.
Después de la fijacion, las células se lavaron dos veces en el tamp6n permanente y se tifleron con anticuerpos
frente a marcadores intracelulares. Después de la tincién, las células se lavaron, fijaron (PBS que contenia 1 % de
paraformaldehido), y se almacenaron a 4 °C hasta analisis.

Citometria de flujo

Las células se analizaron sobre un citometro de flujo LSR Il modificado (BD Immunocytometry Systems, San José,
CA). Se recogieron cincuenta mil eventos de CD3+ por muestra. El analisis de datos se realiz6 usando FlowJo
version 8.4.1 (TreeStar San Carlos, CA). La seleccion por ventana de andlisis (gating) inicial usé una grafica de area
de dispersion frontal (FSC-A) frente a altura (FSC-H) para eliminar los dobletes. Los eventos se sometieron a una
ventana de andlisis (gate) de linfocito por una grafica FSC-A frente a SSC. Después de esto, los eventos se
sometieron a seleccién por ventana de andlisis secuencialmente sobre los eventos de CD3*, CD8*, y CD4" frente a
IFN-y para tener en cuenta la regulacion a la baja. Después de la identificacion de los linfocitos T CD8*, se realiz
una ventana de analisis para cada respectiva funcion usando combinaciones que proporcionaron separacién éptima.
Después de que se crearan las ventanas de analisis para cada funcién, usamos la plataforma de ventana de andlisis
Booleano para crear la matriz completa de las posibles combinaciones, igualando a 8 patrones de respuesta cuando
se ensayan 3 funciones. Los datos se publicaron después de la correcciéon de fondo. Los umbrales para las
respuestas positivas eran de 10 eventos 0 0,05 %.

Andlisis estadistico

Los datos se analizaron usando el programa informatico Prism Graphpad, y se expresaron como mediastEEM.
Resultados

Analisis ELISpot

La induccién de la respuesta inmune celular se evalué después de cada inmunizacion por ELISpot de IFN-y.
Después de una inmunizacién sencilla (Figura 1), el grupo que recibia ADN plasmido por inyeccién IM solo mostré
respuestas celulares débiles (74+29 SFU/10® CMSP). La inmunizacién conjunta con plasmido de IL-12 de rhesus dio

como resultado una respuesta mayor (136+51,4 SFU/10® CMSP). El grupo sometido a electroporacion (EP) tenia
una respuesta promedio que era seis veces mayor que el grupo IM (482+181 SFU/10® CMSP). La combinacion de la
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inmunizacion conjunta de IL-2 con EP doblé méas el nimero de células productoras de IFN-y (1.030+494 SFU/10°
CMSP).

Después de dos inmunizaciones (Figura 1), Los grupos IM y IM+IL-12 tenian un incremento modesto en los
recuentos de ELISpot (104+67,9 SFU/10%8 CMSP y 223+76,6 SFU/108 CMSP, respectivamente). El grupo EP tenia
respuestas que eran casi cuatro veces mayores (1.924+417 SFU/10® CMSP) que la inmunizacién previa y el grupo
EP+IL-12 habia de nuevo doblado el nimero de células productoras de IFN-y (2.819+872 SFU/10® CMSP) en
comparacioén con el grupo de tratamiento EP solo.

Después de la tercera inmunizacion (Figura 1), el nimero de células especificas a antigeno en el grupo EP era mas
de un log mayor que el del grupo IM (5.300+3.781 y 370+110 SFU/10® CMSP, respectivamente). El grupo IM+IL-12
también tenia un incremento drastico en las respuestas celulares con recuentos de ELISpot que eran casi un log
mayor que la inmunizacién previa (2.042+311 SFU/10® CMSP). Como con las otras dos inmunizaciones, el grupo
EP+IL-12 era el mas potente de todos los grupos de vacunacion (7.228+2.227 SFU/108 CMSP).

Induccion de las respuestas de la envoltura de reaccion cruzada

Una vacuna del VIH con éxito requerira la induccion de una respuesta inmune de reaccidn cruzada a este respecto
era interesante ver si EP+IL-12 podria mejorar la magnitud de la reactividad cruzada a genotecas peptidicas
divergentes. Comparamos las respuestas de LCT de reaccion cruzada inducida por el antigeno env usando una
genoteca peptidica de un grupo consenso M. Se observo la reactividad cruzada en todos los grupos. Sin embargo,
los resultados mostraron las mismas diferencias de magnitud observadas en el andlisis ELISpot del subtipo B
(Figura 2). Después de 3 inmunizaciones, el grupo IM tenia la respuesta mas baja a los péptidos de la envoltura del
grupo M (222+EEM SFU/10® CMSP). La adicién de IL-12 dobld la respuesta (540+EEM SFU/10® CMSP). Se
indujeron mayores respuestas de la envoltura del grupo M con EP (830+EEM SFU/10® CMSP), las cuales se
aumentaron més con la inyeccion conjunta de IL-12 (1.238+EEM SFU/108 CMSP).

1. Respuestas de linfocito T memoria

Un asunto importante es ser capaz de mejorar la generacion de las respuestas memoria con la plataforma de ADN.
Realizamos el analisis ELISpot cinco meses después de la ultima vacunacion de ADN (Figura 3). En los grupos IM,
la adicion del plasmido de IL-12 dio como resultado casi un incremento de 10 veces en las células memoria
(751+11,1 y 78,6+16,9 SFU/10% CMSP). Esta claro que IL-12 puede impactar positivamente en este fenotipo de
linfocito T importante. El nimero de células productoras de IFNy especificas a antigeno era sustancial en el grupo
EP también, sin embargo, el adyuvante IL-12+EP dio como resultado la respuesta memoria mas fuerte (1.231£523,5
y 3.795+1.336 SFU/106 CMSP respectivamente), una respuesta que muestra que la tecnologia combinada conduce
a respuestas memoria de linfocito T muy fuertes.

Respuestas inmunes humorales a vacunas de ADN

La debilidad de la tecnologia de vacuna de ADN IM reside en su incapacidad de inducir respuestas de anticuerpo
claras en primates no humanos y en estudios clinicos humanos. Evaluamos la capacidad de cada grupo para inducir
titulaciones de anticuerpo especifico a tanto gag como env del VIH-1 a antigenos p24 y gp160 recombinantes en un
formato ELISA. Para ambos antigenos, los grupos IM e IM+IL-12 no mostraron titulaciones de anticuerpo
significativas (<1:50 titulacion final). Los grupos sometidos a electroporacion presentaron titulaciones de anticuerpo
gag drasticamente mayores que eran capaces de unirse a p24 recombinante. Aunque tanto los grupos EP como los
EP+IL-12 tenian titulaciones finales similares en la semana 12 (22.400 y 12.800 respectivamente), el grupo EP+IL-
12 generé una respuesta de anticuerpo mas eficaz. Esa respuesta aparecié antes en el esquema de inmunizacién y
surgié al maximo nivel lo mas rapido. Las respuestas de anticuerpo env también reflejaron los resultados que
observamos con el antigeno gag, aunque con titulaciones finales menores.

Proliferacion de linfocito T CD4+ y CD8+

Habiendo observado las respuestas de ELISpot sustanciales, a continuacion, examinamos los parametros
adicionales de la inmunidad celular. Examinamos la capacidad de los linfocitos T CD4+ y CD8+ especificos a gag de
proliferar in vitro después de la estimulacion peptidica entre los diferentes grupos de tratamiento de inmunizacién.
Las muestras crioconservadas, recogidas dos semanas después de la inmunizacién final, se estimularon y
analizaron por ensayo con CFSE. La respuesta de CD4+ promedio se increment6 igual a lo observado en el ensayo
ELISpot. En comparacion, la induccion de proliferacion de CD8 era mucho mas drastica en magnitud. Observamos
que la proliferacion de linfocito T CD8+ incrementada por IL-12 sobre IM solo y EP era basicamente mayor. El grupo
EP+IL-12 tenia el mayor porcentaje de células CD8+ que eran capaces de proliferar después de la estimulacion in
vitro (2,51£tEEM % y 4,88tEEM %, respectivamente). Se observaron bandas de proliferaciéon de linfocito T CD8
obvias en el grupo de tratamiento EP+IL-12, demostrando el potencial proliferativo potente de esta inmunizacién
combinada.
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Respuestas del linfocito T CD8+ polifuncional

Aunque claramente hemos observado la induccion de una respuesta efectora de IFNy fuerte después de
inmunizacion conjunta EP y IL-12, queriamos caracterizar ademas las funciones de las respuestas de linfocito T
CD8+ especificas a antigeno en los diversos grupos de tratamiento. Las muestras tomadas tres meses después de
la inmunizacién final se estimularon con péptidos de gag y se tifieron para la produccion de citoquina celular de
IFNy, TNFa y IL-2. De todos los grupos, solamente un animal en el IM+IL-12 y un animal en el grupo de solamente
EP tenian una respuesta de IFNy detectable. Sin embargo, dos de los tres animales en el grupo inmunizado EP+IL-
12 tenian linfocitos T CD8+ productores de IFNy especifico a gag. El respondedor de IM+IL-12 tenia un pequeio
porcentaje de células polifuncionales que se tefiian para todas las tres citoquinas asi como una poblacién que habia
perdido su capacidad de producir IL-2. El respondedor de EP tenia respuestas polifuncionales ligeramente mayores
que estaban comprendidas de cuatro poblaciones diferentes. La respuesta mas drastica se veia en el segundo
animal de EP+IL-12. Mas del 2 % de sus linfocitos T CD8+ eran capaces de producir todas las tres citoquinas y el 2
% eran capaces de producir tanto IFNy como TNFo. Claramente el nimero de animales en cada grupo es bajo y
requiere de estudios de primates adicionales para confirmar estos resultados, sin embargo, colectivamente las
tendencias observadas parecen claras y alentadoras.

Conclusién

IL-12 como un adyuvante de la vacuna de ADN mejoré las respuestas de ELISpot varias veces sobre el plasmido
solo. Ademas se aumentd claramente la proliferacién. El grupo EP presentd una respuesta promedio mayor que o
bien el grupo IM solo o el grupo de tratamiento IM+IL-12 que presentaba una respuesta de ELISpot combinada que
era 3x mayor que el grupo IM+IL-12. Las mejores respuestas de ELISpot se observaron en el grupo de tratamiento
EP+IL-12, las cuales eran casi 4x sobre el grupo de tratamiento IM+IL-12 19x IM solo.

Después de cada inmunizacién se determiné la magnitud de la respuesta especifica a antigeno por ELISpot de IFNy.
Después de una inmunizacién Unica todos los animales en los grupos EP y EP+IL-12 no solamente tenian
respuestas detectables, tenian promedios que eran mayores que los vistos en el grupo IM después de tres
inmunizaciones. Después de dos inmunizaciones, las respuestas de IFNy en los grupos EP y EP+IL-12 eran
comparables a las respuestas que se han publicado en estudios que usaban vectores viricos. Respuestas memoria
sustanciales se observaron en los grupos IM+IL-12 y ambos EP cinco meses después de la Gltima inmunizacion.

La inmunizacién IM, con o sin IL-12, no dio como resultado una cantidad significativa de anticuerpo. La
electroporacién era capaz de aumentar la respuesta inmune humoral como se inform6 previamente. Todos los
animales en los grupos sometidos a electroporaciéon se seroconvirtieron. Aunque los grupos EP y EP+IL-12 tenian
titulaciones finales similares después de tres inmunizaciones la cinética de la induccién de anticuerpo era
ligeramente mas rapida en el grupo EP+IL-12.
La capacidad proliferativa de los linfocitos T CD8 parecié ser aumentada con EP y plasmido de IL-12. Estos datos
soportan la expansion de memoria observada en el ensayo ELISpot donde la expansién del linfocito T especifico a
antigeno es probablemente un resultado del potencial proliferativo aumentado del grupo de tratamiento EP+IL-12.
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29

<210> 1

<211> 2142

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Construccién de secuencia de ADN de la envoltura consenso del subtipo A

<400> 1
ggatccatgg actggacctg gattctgttc ctggtggocg ccgecaccag agtgcecacage 60
agagtgatgg gcatccagecg gaattgccag cacctgtgga gatggggecac catgatcctg 120
ggcatgatca tcatctgete tgccgecocgag aacctgtggg tgaccgtgta ctacggegtg 180
cetgtgtgga aggacgecga gaccacccetg ttcoctgcgeca gogacgccaa ggoctacgat 240
accgaagtge acaatgtgtg ggccacccac gectgegtge ctaccgatcc caaccoccccag 300
gagatcaacc tggagaacgt gaccgaggag ttcaacatgt ggaagaacaa catggtggag 360
cagatgcaca ccgacatcat cagcctgtgg gaccagagce tgaagccttg cgtgaagetg 420
acccctetgt geogtgacect gaactgcage aacgtgaacg tgaccaccaa catcatgaag 480
ggcgagatca agaactgecag cttcaacatg accaccgage tgegggacaa gaagcagaaa 540
gtgtacagcee tgttetacaa getggacgtg gtgecagatca acaagagcaa cagcageage 600
cagtacegge tgatcaactyg caacaccage gecatcaceoe aggectgeece caaagtgage 660
ttcgageccca teccccatecca ctactgegee coctgeoocgget tegecatcet gaagtgcaag 720
gacaaggagt ttaacggcac cggcccctge aagaatgtga gcaccgtgca gtgcacccac 780
ggcatcaage cegtggtgte cacccagetg ctgctgaacyg gcagoectgge cgaggaggaa 840
gtgatgatee ggagegagaa catcaccaac aacgecaaga acateategt geagetgace 900
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aageccgtga agatcaattg cacceggecce aacaacaaca ccocggaagag catcagaate 960
ggcectggeoe aggecttota cgocaccgge gacatcatcg gogatatcag geoaggeoccac 1020
tgcaatgtga gecggacega gtggaacgag accctgeaga aagtggecaa gcagetgegg 1080
aagtacttca acaacaagac catcatcttc accaacagca geggoggcag actgagaatce 1140
accacccaca gcttcaattyg tggcggcgag ttcttctact gecaatacctce cggectgtte 1200
aacagcacct ggaacggcaa cggcaccaag aagaagaaca gcaccgagag caacgacace 1260
atcaccetge cetgecggat caageagatce atcaatatgt ggcagagggt gggeocaggcoe 1320
atgtacgece ctcoccateca gggegtgate agatgegaga geaacatcac cggectgetg 1380
ctgaccagag atggeggeoga caacaacage aagaacgaga cctteagace tggeoggogga 1440
gacatgaggg acaactggcecy gagcgagctg tacaagtaca aagtggtgaa gatcgagcce 1500
ctgggogtgg cccccaccaa ggccaagaga agagtggtgg agcgggagaa gagagctgty 1560
ggcatcggeg ccgtgttcect gggettectg ggagoccgecyg gaagcaccat gggagccgcec 1620
agcatcacee tgacegtgea ggocagacag ctgetgageg geattgtgea geageagage 1680
aacctgetga gagecatcega ggoeccagceag caccetgetga agetgacagt gtggggeate 1740
aaacagctge aggeccgegt getggeegtg gagagatacce tgaaggacca geagetgetg 1800
ggcatctggg gctgcagcgyg caagctgatc tgcaccacca acgtgccctg gaatagcage 1860
tggagcaaca agagccagag cgagatctgg gacaacatga cctggctgeca gtgggacaag 1820
gagatcagca actacaccga tatcatctac aacctgatcg aggagagcca gaaccagcag 1880
gagaagaacg agcaggatct gotggeoectg gacaagtggg ccaacctgtg gaactggtte 2040
gacatcageca actggctgtg gtacatcaag atcttcatca tgattgtggg cggectgate 2100
ggcoctgagaa tegtgtteoge cgtgetgtet gtgtgacteg ag 2142

<210> 2

<211> 709

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

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

<400> 2

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

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

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

30
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Cys
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Gly
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Lys

Asn

Ser
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Ser
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Ala
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val

Cys
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Ala

Leu

Glu
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val

150

Phe

Leu

Ser

Cys

Ala

230

Gly

Pro

Glu

Ile

Tyr

55

Ala
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Glu

Gln

Cys

135

Asn

Asn
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Gln
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Gly

Pro

Val

Val

Val
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His

Asn
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Val

Val
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Tyr
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Lys
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Met
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Gly
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75

Val

Glu

Asp

Thr

Asn

155

Glu
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Ile

125
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Val

Cys
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Pro

Cys
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Leu
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Val

Lys

Asp

Asp
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110

Ser

Cys

Lys

Asp
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Ile

Lys

Val

Leu
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Ile

Lys

Asp

Thr

Pro

95

Met

Leu
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Gly

Lys
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Ile

Thr

Pro

Asp
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Asn

Thr

Ile

Ala

Glu

80

Asn

Trp

Trp
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Ser

Ile
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Arg

Asp
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Glu

Arg

Gly
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Thr
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Ala
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Gly
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Asp

Pro

Glu

Ala
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Arg

Ala
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Ser

Gly

Asn
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Glu
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Asn

Leu

Lys

515

Ala

Pro
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Gln
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Glu

Gly
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Gly

Ser
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Gly
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Arg

Gly

Asn
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Val
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Ile Val Gln Gln Gln

555

Leu
560

Leu Ser Asn

550

Gln Ala Arg Gln Leu

545

Ser Gly

Ile Glu Ala

565

Gln Gln Thr Val
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Leu Leu Leu
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Leu Arg Ala His Lys Trp
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Tyr Leu

Gln Ile

600
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Lys
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Ser
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Trp Asp Asn Met
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Trp Leu Gln
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Ile Ile Ile Glu Glu Ser Gln Asn
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Tyr Asn
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665

Lys Asn
660

Gln Asp Leu Asp Lys

€70

Trp Ala

Ile
680

Asn Leu Trp Asn Ser Asn Ile

675

Trp Phe Asp Trp Leu Trp

685

Tyr Lys

Ile Phe

690

Ile Met Ile Val Gly Gly Ile Ile Val Phe

695

Leu Gly Leu Arg

700

Ala Val
705

Leu Ser Val

<210> 3

<211> 2734

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Construccién de secuencia de ADN de la envoltura consenso del subtipo B

10

<400> 3

ggatccgeca
cacagcagag
ctgetgggea
ggegtgectyg

tacgatacecg

ccatggactg
tgaagggcat
tgetgatgat
tgtggaagga

aagtgcacaa

gacctggatt
ccggaagaac
ctgttotgeco

ggccaccace

tgtgtgggec

ctgttecctgg
taccagecacce
geocgagaage
accctgttet

acccacgect

33

tggccgoege
tgtggagatg
tgtgggtgac
gogecagega

gcgtgecetac

caccagagtg

gggcaccatyg
cgtgtactac
cgocaagqgec

cgatcccaac

60

120

180

240

300



cctcaggaag
gtggagcaga
aagctgaccce
aagggcgaga
aaggagtacg
taccggectga
gagcccatce
aagaagttca
atcagacccg
gtgatcegga
agcgtggaga
cctggccagg
aatatcagee
cagttcggca
atgcacagcet
agcacctgga
ctgeectgee
gceccocctecca
agagatggcg
atgagggaca
ggcgtggece
atcggcgcca
atgaccctga
ctgctgagag
cagctgcagyg
atctgggget
agcaacaaga
atcgacaact
aagaacgage
atcaccaact
ctgagaatcg

gaattcgtaa

tggtgctygga
tgcacgagga
ctctgtgegt
tcaagaactyg
ccctgttecta
tcagctgcaa
ccatccacta
acggcaccgg
tggtgtccac
gcgagaattt
tcaactgcac
ccttetacac
gggccaagtyg
acaagaccat
tcaactgtgyg
acgtgaacgg
ggatcaagca
tcagaggcca
gcaacaataa
actggcggag
ccaccaaggc
tgtttoctggg
ccgtgcagge
ccatogagge
cocogegtget
geageggoaa
gectggacga
acaccagcct
aggagctget
ggetgtggta
tgttcgocegt

gtaagtgtca

ES 2706 501 T3

gaacgtgace

catcatcagc
gaccctgaac
cagcttcaac
caagctggac
caccagcgtg
ctgogecect
cccttgcace
ccagctgetg
caccaacaac
ccggcccaac
caccggcgag
gaacaacace
cgtgttcaac
cggogagtte
gacctggaadc
gatcatcaat
gatccggtgce
caccaacgag
cgagctgtac
caagagaaga
ctttetggga
cagacagcty
ccagcagcac
ggcegtggag
getgatotge
gatctgggac
gatctacace
ggagetggac
catcaagatc
gectgageatc

tatgggagag

gagaacttca
ctgtgggace
tgcaccgace
atcaccacct
gtggtgcecea
atcacccagg
geeggctteg
aatgtgageca
ctgaacggca
gccaagacca
aacaatacee
atcatcggecyg
ctgaagcaga
cagagcagcyg
ttectactgea
aacaacaccg
atgtggeagyg
agcagcaata
accgagatot
aagtacaaag
gtggtgcagce
gcogeoggaa
ctgagcggeca
ctgctgcage
agatacctga
accaccaceg
aacatgacct
ctgatcgagg
aagtgggcca
ttcatcatga
tacccctacg

ctegactaga

34

acatgtggaa
agagcctgaa
tgagcggcga
ccatcocggga
tcgacaacga
cctgecccaa
ccatcctgaa
ccgtgcagtg
geectggeoga
tecatcgtgea
ggaagagcat
atatcaggca
togtgaagaa
gcggcagace
acacaaccca
agggcaacga
aggtgggcaa
tecaccggect
ttagacctgg
tggtgaagat
gggagaagaqg
gcaccatggg
tegtgcagea
tgacagtgtg
aggaccagca
tgecctggaa
ggatggagtg
agagccagaa
geetgtggaa
ttgtgggegg
acgtgcccga

ctggacageod

gaacaacatg
geettgegtyg
gaagatggag
caaagtgecag
caacaccagc
agtgagctte
gtgcaacgac
cacccacggce
ggaagaagtg
gctgaacgag
ccacatcgge
ggcccactge
getgogggag
tagaatcgtyg
getgttecaac
caccatcace
ggccatgtac
getgoctgace
cggoggagac
cgagccecty
agetgtgage
agoogocage
gcagaacaac
gggcatcaag
gctgetggga
cgecagetgg
guagcgggag
ccagcaggag
ctggttogac
cctgatogge
ttacgcctga

aatgacgggt

360

420

480

540

600

660

720

780

8B40

S00

960

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1380

1440

1500

1560

1620

1680

1740

1800

1860

1920

1980

2040

2100

2160

2220



10

aagagagtga
caatgacggg
gagggatgty
ccggatgatg
cgaggtaagt
gagagtgaca
atgacgggta
gggatgtgte

ggatgatgte

catttctecac
taatagtgac
tecttttgttt
tcttggecte
aagtgtcata
tttctcacta
atagtgacaa
ttttgttttt

ttggectetg

ES 2706 501 T3

taacctaaga
aagaaatgta
tttataatta
tgtttgctac
tgggagagct
acctaagaca
gaaatgtate
tataattaaa

tttgetgegyg

caggagggcc

tcactccaac
aaaagggtga
cggtatcgat
cgactagact
ggagggccegt
actccaacct

aagggtgaca

cege

gtcaaagcta
ctaagacagg
catgtcegga
gttaacgtcg
ggacagccaa
caaagctact
aagacaggedq

tgteceggage

ctgcctaatc
cgcagectcee
gecgtgeotge
accceggget
tgacgggtaa
gcctaatceca

cagectcoega

cgtgetgece

<210> 4
<211> 715
<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Construccién de secuencia de la proteina de la envoltura consenso del subtipo B

<400> 4

Met

His

Trp

Lys

Thr

65

Val

Pro

Lys

Asp

Asp

Ser

Gly

Leu

50

Thr

His

Gln

Asn

Gln

Trp

Arg

Thr

35

Trp

Thr

Asn

Glu

Asn

115

Ser

Thr

Val

20

Met

Val

Leu

Val

Val

100

Met

Leun

Trp

Lys

Leu

Thr

Phe

Trp

85

Val

Val

Lys

Ile

Gly

Leu

Val

Cys

70

Ala

Leu

Glu

Pro

Leu

Ile

Gly

Tyr

55

Ala

Thr

Glu

Gln

Cys

Phe

Arg

Met

40

Tyr

Ser

His

Asn

Met

120

Val

35

Lys

25

Leu

Gly

Asp

Ala

Val

105

His

Lys

Val

10

Asn

Met

Val

Ala

Cys

90

Thr

Glu

Leun

Ala

Tyr

Ile

Pro

Lys

15

Val

Glu

Asp

Thr

Ala

Gln

Cys

Val

60

Ala

Pro

Asn

Ile

Pro

Ala

His

Ser

45

Trp

Tyr

Thr

Phe

Ile

125

Leun

Thr

Leu

30

Ala

Lys

Asp

Asp

Asn

110

Ser

Cys

Arg

15

Trp

Ala

Glu

Thr

Pro

95

Met

Val

Val

Arg

Glu

Ala

Glu

80

Asn

Trp

Trp

Thr

2280

2340

2400

2460

2520

2580

2640

2700

2734



Leu

145

Lys

Lys

Asp

Gln

Ala

225

Gly

Ile

Glu

Thr

Pro

305

Phe

Asn

Lys

Ser

130

Asn

Asn

Glu

Asn

Ala

210

Pro

Thr

Arg

Glu

Ile

230

Asn

Tyr

Ile

Leu

Gly
370

Cys

Cys

Tyr

Thr

195

Cys

Ala

Gly

Pro

Glu

275

Ile

Asn

Thr

Ser

Arg

355

Gly

Thr

Ser

Ala

180

Ser

Pro

Gly

Pro

val

260

val

Val

Asn

Thr

Arg

340

Glu

Asp

Phe

165

Leu

Tyr

Lys

Phe

Cys

245

val

val

Gln

Thr

Gly

325

Ala

Gln

Pro

ES 2706 501 T3

Leu

150

Asn

Fhe

Arg

Val

Ala

230

Thr

Ser

Ile

Leu

Arg

310

Glu

Lys

FPhe

Arg

135

Ser

Ile

Tyr

Leu

Ser

215

Ile

Asn

Thr

Arg

Asn

295

Lys

Ile

Trp

Gly

Ile
375

Gly

Thr

Lys

Ile

200

Phe

Leu

Val

Gln

Ser

280

Glu

Ser

Ile

Asn

Asn

360

Val

36

Glu

Thr

Leu

185

Ser

Glu

Lys

Ser

Leu

265

Glu

Ser

Ile

Gly

Asn

345

Lys

Met

Lys

Ser

170

Asp

Cys

Pro

Cys

Thr

250

Leu

Asn

Val

His

Asp

330

Thr

Thr

His

Met

155

Ile

Val

Asn

Ile

Asn

235

Val

Leu

Phe

Glu

Ile

315

Ile

Leu

Ile

Ser

140

Glu

Arg

val

Thr

Pro

220

Asp

Gln

Asn

Thr

Ile

300

Gly

Arg

Lys

Val

Phe
380

Lys

Asp

Pro

Ser

205

Ile

Lys

Cys

Gly

Asn

285

Asn

Pro

Gln

Gln

Phe

365

Asn

Gly

Lys

Ile

190

val

His

Lys

Thr

Ser

270

Asn

Cys

Gly

Ala

Ile

350

Asn

Cys

Glu

Val

175

Asp

Ile

Tyr

Phe

His

255

Leu

Ala

Thr

Gln

His

335

Val

Gln

Gly

Ile

1e0

Gln

Asn

Thr

Cys

Asn

240

Gly

Ala

Lys

Arg

Ala

320

Cys

Lys

Ser

Gly



Glu

385

Val

Leu

Lys

Asn

Agn

465

Trp

Gly

Arg

Gly

Gln

545

Ile

Gln

Gln

Thr

Trp
625

Phe

Asn

Pro

Ala

Ile

450

Glu

val

Ala

Ser

530

Leu

Glu

Leu

Leu

val

610

Asp

Phe

Gly

Cys

Met

435

Thr

Thr

Ser

Ala

Val

515

Thr

Leu

Ala

Gln

Leu

595

Pro

Asn

Tyr

Thr

Arg

420

Tyr

Gly

Glu

Glu

Pro

500

Gly

Met

Ser

Gln

Ala

580

Gly

Trp

Met

Cys

Trp

405

Ile

Ala

Leu

Ile

Leu

485

Thr

Ile

Gly

Gly

Gln

565

Arg

Ile

Asn

Thr

ES 2706 501 T3

Agn

350

Asn

Lys

Pro

Leu

Phe

470

Tyr

Lys

Gly

Ala

Ile

550

His

val

Trp

Ala

Trp
630

Thr

Asn

Gln

Pro

Leu

455

Lys

Ala

Ala

Ala

535

vVal

Leu

Leu

Gly

Ser

615

Met

Thr

Asn

Ile

Ile

440

Thr

Pro

Tyr

Lys

Met

520

Ser

Gln

Leu

Ala

Cys

600

Trp

Glu

37

Gln

Thr

Ile

425

Arg

Arg

Gly

Lys

Arg

505

Phe

Met

Gln

Gln

val

585

Ser

Ser

Trp

Leun

Glu

410

Asn

Gly

Asp

Gly

Val

430

Arg

Leu

Thr

Gln

Leu

570

Glu

Gly

Asn

Glu

Phe

395

Gly

Met

Gln

Gly

Gly

475

val

val

Gly

Leu

Asn

555

Thr

Arg

Lys

Lys

Arg
635

Asn

Asn

Trp

Ile

Gly

460

Asp

Lys

Val

Phe

Thr

540

Asn

Val

Tyr

Leu

Ser

620

Glu

Ser

Asp

Gln

Arg

445

Asn

Met

Ile

Gln

Leu

525

val

Leu

Trp

Leu

Ile

605

Leu

Ile

Thr

Thr

Glu

430

Cys

Asn

Arg

Glu

Arg

510

Gly

Gln

Gly

Lys

590

Cys

Asp

Asp

Trp

Ile

415

val

Ser

Asn

Asp

Pro

495

Glu

Ala

Ala

Arg

Ile

375

Asp

Thr

Glu

Asn

Agn

400

Thr

Gly

Ser

Thr

Agn

480

Leu

Lys

Ala

Arg

Ala

560

Lys

Gln

Thr

Ile

Tyr
640
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38

Thr Ser Leu Ile Tyr Thr Leu Ile Glu Glu Ser Gln Asn Gln Gln Glu
645 650 655
Lys Asn Glu Gln Glu Leu Leu Glu Leu Asp Lys Trp Ala Ser Leu Trp
660 665 670
Asn Trp Phe Asp Ile Thr Asn Trp Leu Trp Tyr Ile Lys Ile Phe Ile
675 680 685
Met Ile Val Gly Gly Leu Ile Gly Leu Arg Ile Val Phe Ala Val Leu
690 695 700
Ser Ile Tyr Pro Tyr Asp Val Pro Asp Tyr Ala
705 710 715
<210>5
<211> 2140
<212> ADN
<213> Secuencia artificial
<220>
<223> Construccién de secuencia de ADN de la envoltura consenso del subtipo C
<400> 5
ggatccgecca ccatggattg gacctggatt ctgttectgg tggccgeoccge cacaagagtg 60
cacagcagag tgcggggcat cctgagaaat tgccagcagt ggtggatctg gggcattctg 120
gggttctgga tgctgatgat ctgcaacgtg atgggcaacc tgtgggtgac cgtgtactac 180
ggegtgoctg tgtggaagga ggocaagace accetgttet gtgecagega tgecaaggee 240
tacgagaceg aggtgcacaa tgtgtgggee acccacgect gtgtgcccac cgatcccaac 300
cctcaggaga tggtgetgga gaacgtgace gagaacttca acatgtggaa gaacgacatg 360
gtggaccaga tgcacgagga catcatcage ctgtgggacc agagcctgaa geccttgegtg 420
aagctgacce ctctgtgegt gaccctgaac tgocggaaca acgtgaacaa caacaacacc 480
atgaaggagg agatcaagaa ctgcagcttc aacatcacca ccgagetgecg ggacaagaaqg 540
cagaaggtgt acgecectgtt ctaccggetg gacategtge cectgaacga gaagaacaac 600
agcaacgact accggetgat caactgeaac accagegeca teacccagge ctgtoccaaqg 660
gtgtectteg accecatcee catecactat tgtgeccetyg ceoggetacge catectgaag 720
tgcaacaaca agaccttcaa cggcaccgge ccctgcaata atgtgagcac cgtgecagtgt 780
acccacggca tcaagcctgt ggtgteccace cagetgetge tgaatggcag cctggcocgag 840
gaggagatta tcatccggag cgagaacctg accaacaacg ccaagaccat cattgtgcac 800
ctgaatgaga gegtggagat cgtgtgtace cggoccaaca acaatacceg gaagageatce 960
agaateggee ctggecagac cttttacgee accggegaca teatcggega tatcaggeaq 1020



10

gcccactgea
ctgaaggagc
gagatcacca
ctgttcaaca
cactgaegga
cctaccateg
gatggcggea
agggacaact
gtggcccocta
ggcgeegtgt
acactgaceyg
ctgagagccea
ctgcagacca
tggggctgta
aacaagagcc
agcaactaca
aacgagaagyg
accaactgge

agaatcatct

atatcagcga
acttcceccaa
cccacagcectt
geacctacat
tecaagcagat
agggcaacat
agaacgacac
ggcggagcga
ccaaggccaa
ttetgggett
tgeaggecag
tegaggecca
gagtgctggce
gcggcaaget
aggaggacat
cegacaccat
acctgetgge
tgtggtacat

tcocgeeogtget

ES 2706 501 T3

ggagaagtygg
taagaccatc
caactgcagg
goccaacage
catcaatatg
cacctgeoaag
caatgacacc
gctgtacaag
gaggagagtg
tetgggagee
acagetgetyg
geageacatg
catcgagecge
gatctgtacec
ctgggacaac
ctacaggetyg
cctggacage
caagatctte

gagcatctga

aacaagaccc
aagttcgcec
ggcgagttcet
accaacaata
tggecaggaag
tecaacatca

gagaccttca

tacaaggtgg
gtggagaggy
geeggateta
ageggeateg
ctgeagetga
tacctgaagg
accgccgtge
atgacctgga
ctggaggaca
tggaagaace
atcatgattg

tagcggccge

tgcagcgggt
ctagcagcgg
tctactgcaa
ccaacaccac
tgggeagage
coggectget
gacctggcgg
tggagatcaa
agaagagagc
caatgggage
tgcageagea
cagtgtggag
atcagcagct
cttggaatag
tgcagtggga
gocagaacca
tgtggaactg

tgggcggect

gtccgagaag
cggcagactg
taccagcaag
catcaccetyg
catgtacgee
getgacaaga
cggagacatg
geetetggge
cgtgggecatc
cgecageate
gageaatetyg
catcaageaq
gctgggecatc
cagctggagc
cocgggagatc
gcaggagaaq
gttegacate

gateggeetyg

<210>6

<211> 705
<212> PRT
<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Construccién de secuencia de la proteina de la envoltura consenso del subtipo C

<400> 6

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

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

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

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

39

1080

1140

1200

1260

1320

1380

1440

1500

1560

1620

1680

1740

1800

1860

13820

1980

2040

2100

2140



Lys

65

Val

Pro

Lys

Asp

Leu

145

Ile

Gln

Glu

Ala

His

225

Thr

Thr

Ser

Asn

50

Thr

His

Gln

Asn

Gln

130

Asn

Lys

Lys

Lys

Ile

210

Tyr

FPhe

His

Leu

Ala
290

Thr

Asn

Glu

Asp

115

Ser

Cys

Asn

val

aAsn

195

Thr

Cys

Asn

Gly

Ala

275

Lys

Leu

Val

Met

100

Met

Leu

Arg

Cys

Tyxr

180

Asn

Gln

Ala

Gly

Ile

260

Glu

Thr

Phe

Txrp

Val

Val

Lys

Asn

Ser

165

Ala

Ser

Ala

Pro

Thr

245

Lys

Glu

Ile

ES 2706 501 T3

Cys

70

Ala

Leu

Asp

Pro

Asn

150

Phe

Leu

Asn

Cys

Ala

230

Gly

Pro

Glu

Ile

55

Ala

Thr

Glu

Gln

Cys

135

Val

Asn

Phe

Asp

Pro

215

Gly

Pro

Val

Ile

Val
295

Ser

His

Agn

Met

120

Val

Asn

Ile

Tyr

Tyr

200

Lys

Tyr

Cys

val

Ile

280

His

40

Asp

Ala

val

105

His

Lys

Asn

Thr

Arg

185

Arg

val

Ala

Asn

Ser

265

Ile

Leun

Ala

Cys

90

Thr

Glu

Leu

Asn

Thr

170

Leu

Leu

Ser

Ile

Asn

250

Thr

Arg

Asn

Lys

75

vVal

Glu

Asp

Thr

Asn

155

Glu

Asp

Ile

Phe

Leu

235

Val

Gln

Ser

Glu

60

Ala

Pro

Asn

Ile

Pro

140

Thr

Leu

Ile

Asn

Asp

220

Lys

Ser

Leu

Glu

Ser
300

Tyr

Thr

Phe

Ile

125

Leu

Met

Arg

val

Cys

205

Pro

Cys

Thr

Leu

Asn

285

val

Glu

Asp

Asn

110

Ser

Cys

Lys

Asp

Pro

190

Asn

Ile

Asn

val

Leu

270

Leu

Glu

Thr

Pro

95

Met

Leu

Val

Glu

Lys

175

Leu

Thr

Pro

Agn

Gln

255

Asn

Thr

Ile

Glu

80

Asn

Trp

Trp

Thr

Glu

160

Lyvs

Asn

Ser

Ile

Lys

240

Cys

Gly

Asn

val



Cys

305

Gly

Ala

Val

Ala

Cys

385

Thr

Pro

Ala

Ile

Asp

465

Val

Ala

Ser

Leu
545

Thr

Gln

His

Ser

Pro

370

Arg

Tyr

Cys

Met

Thr

450

Thr

Ser

Ala

val

Thr

530

Leu

Arg

Thr

Cys

Glu

355

Ser

Gly

Met

Arg

Tyr

435

Gly

Glu

Glu

Pro

Gly

515

Met

Ser

Pro

Phe

Asn

340

Lys

Ser

Glu

Pro

Ile

420

Ala

Leu

Thr

Leu

Thr

500

Ile

Gly

Gly

Asn

Tyr

325

Ile

Leu

Gly

Phe

Asn

405

Lys

Pro

Leu

Phe

Tyr

485

Lys

Gly

Ala

Ile

ES 2706 501 T3

Asn

310

Ala

Ser

Lys

Gly

Phe

350

Ser

Gln

Fro

Leu

Arg

470

Lys

Ala

Ala

Ala

val
550

Asn

Thr

Glu

Glu

Arg

375

Tyr

Thr

Ile

Ile

Thr

455

Pro

Tyr

Lys

Val

Ser

535

Gln

Thr

Gly

Glu

His

360

Leu

Cys

Asn

Ile

Glu

440

Arg

Gly

Lys

Arg

Fhe

520

Ile

Gln

41

Arg

Asp

Lys

345

Phe

Glu

Asn

Asn

Asn

425

Gly

Asp

Gly

Val

Arg

505

Leu

Thr

Gln

Lys

Ile

330

Trp

Pro

Ile

Thr

Thr

410

Asn

Gly

Gly

Val

4%0

Val

Gly

Leu

Ser

Ser

315

Ile

Asn

Asn

Thr

Ser

395

Asn

Trp

Ile

Gly

Asp

475

Glu

Val

Phe

Thr

Asn
555

Ile

Gly

Lys

Lys

Thr

380

Lys

Thr

Gln

Thr

Lys

460

Met

Ile

Glu

Leu

Val

540

Leu

Arg

Asp

Thr

Thr

365

His

Leu

Thr

Glu

Cys

445

Asn

Lys

aArg

Gly

525

Gln

Leu

Ile

Ile

Leu

350

Ile

Ser

Phe

Ile

Val

430

Lys

Asp

Asp

Pro

Glu

510

Ala

Ala

Arg

Gly

Arg

335

Gln

Lys

Phe

Asn

Thr

415

Gly

Ser

Thr

Asn

Leu

495

Lys

Ala

Arg

Ala

Pro

320

Gln

Arg

Phe

Asn

Ser

400

Leu

aArg

Asn

Asn

Trp

480

Gly

Arg

Gly

Gln

Ile
560
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Glu Ala Gln Gln Gln Thr

570

His Met Leu Leu Val

565

Trp

Gln Thr Val Ala Ile Glu

585

Leu Arg Leu Leu

580

Arg Tyr

Ile Ser Leu Ile

600

Leu Leu Gly

595

Trp Gly Cys Gly Lys

Val Gln

620

Pro Asn Ser Ser Ser Asn Ser

610

Trp Trp

615

Lys

Thr Gln Glu

635

Met Met Ile

630

Asp Asn

625

Trp Trp Asp Arg

Thr Ile Glu Ser Gln Asn

650

Rszp Tyr Arg Leu Leu

645

Asp

Asn Glu Lys Asp Leu Leu Ala Leu Ser

660

Asp
665

Trp Lys

Phe Ile Thr Leu Ile

680

Trp Asp Asn

675

Trp Trp Tyr Lys

Ile Val

690

Gly Gly Ile Ile Ile Phe

700

Leu Gly Leu

695

Arg

Ile
705

<210>7

<211> 2089

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Construccién de secuencia de ADN de la envoltura consenso del subtipo Dt

<400>7

Gly

Lys

Cys

605

Glu

Ser

Gln

Asn

Ile

685

Ala

gggcatcaag
gatgacctge
gaaggaagcc
ccacaatatc
gctggagaac
agaggacate

gtgegtgace

cggaattacce
agegtggeoeg
accaccacec
tgggccacce
gtgaccgaga
atecagoctgt

ctgaactgea

agcacctgtg
agaacctgtg
tgttctgcge
acgcctgegt
acttcaacat

gggaccagag

cegacggeat

gaagtggggc
ggtgacegtyg
cagcgatgce
gcctaccgat
gtggaagaac

cctgaagoct

gaggaacgac

42

accatgcectge
tactacggeyg
aagagctaca
cccaaccctc
aacatggtgg
tgegtgaage

accaacgata

Ile Lys

575

Asp Gln

590

Thr Thr

Asp Ile

Asn Tyr

Gln Glu

655

Leu
670

Trp

Phe Ile

Val Leu

tgggeatget
tgectgtgtg
agaccgaggc
aggagatcga
agcagatgeca
tgacecoctet

ccaacgtgac

Gln

Gln

Ala

Trp

Thr

640

Lys

Asn

Met

Ser

60

120

180

240

300

360

420
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catggaggag ggcgagatga agaactgcag cttcaacatc accaccgaag tgcecgggacaa 480
gaagaagcag gtgcacgccc tgttctacaa gctggacgtg gtgcccatcg acgacaacaa 540
caccaacaac agcaactacc ggctgatcaa ctgcaacacc agcgcocatca ccocaggcectg 600
ccccaaagtg accttegage ccatcecccat ccactactge gececetgeoeg gettegeceat 660
cctgaagtge aaggataaga agttcaacgg caceggccce tgecaagaatg tgagcaccegt 720
gcagtgcacc cacggcatca gaccegtggt gtcecacccag ctgectgetga acggcagect 780
ggccgaggag gagatcatca tccggagcga gaacctgacce aacaacgcca agatcatcat 840
tgtgcagctg aacgagagcg tgaccatcaa ttgcacccgg ccctacaaca atacccggaa 900
gcgcatccecce atcggoctgg gocaggcoctt ctacaccacce agaggcatca tcoggcgacat 960
cagacaggec cactgcaata tcageggage cgagtggaat aagacccetgce agcaggtgge 1020
caagaagctg ggcgacctge tgaacaagac caccatcate ttcaagecta geagcocggegg 1080
cagacctaga atcaccaccce acagettcaa ttgtggecgge gagttcttet actgcaatac 1140
cagccggetg ttcaacagca cctggagcaa gaacagcace agcaactcca ccaaggagaa 1200
caacaccatc accctgccct gocggatcaa gcagatcatce aatatgtggce agggagtggg 1260
caaggccatg tacgcccctc ccatcgaggg cctgatcaag tgcagcagca acatcaccgg 1320
cctgetgetg accagagatg geggagecaa caacteccac aacgagacet teagaccetgg 1380
cggceggagac atgagggaca actggoggag cgagetgtac aagtacaaag tggtgaagat 1440
cgagecectyg ggegtggece ccaccagage caagagaaga gtggtggage gggagaagag 1500
agccatcgga ctgggcgcca tgttcoctggg cttoctggga gococgocggaa gcaccatggg 1560
agccgceccage ctgaccctga ccogtgcaggc cagacagcetyg ctgagcocggea tcoghbgcagea 1620
gcagaacaac ctgctgagag ccattgaggc ccagcagcac ctgctgcage tgacagtgtg 1680
gggcattaag cagetgecagg ccaggattet ggeegtggag cgetacetga aggatcagea 1740
getgetggga atctgggget geageggceaa geacatctge accaccaceg tgecttggaa 1800
tagcagetgg agcaacaaga gectggacga gatcetggaac aacatgacet ggatggagtg 1860
ggagagggag atcgacaact acaccggcct gatctacagce ctgatcgagg agagccagac 1920
ccagcaggag aagaacgagc aggagctgct ggagctggac aagtgggcca geoctgtggaa 1580
ctggttcage atcacccagt ggctgtggta catcaagatc ttcatcatga ttgtgggegg 2040
cctgategge ctgagaateg tgttegecgt getgageetg tgactegag 2089

<210>8

<211>714

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

43
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<223> Construccién de secuencia de la proteina de la envoltura consenso del subtipo D

<400> 8

Met Asp Trp

1

His

Trp

Asn

Thr

65

Ala

EBro

Lys

Asp

Leu

145

Thr

Glu

Asp

Len

Thr
225

Ser

Gly

Leu

50

Thr

His

Gln

Asn

Gln

130

Asn

Met

Val

vVal

Ile

210

Phe

Arg

Thr

35

Trp

Thr

Asn

Glu

Asn

115

Ser

Cys

Glu

Arg

Val

185

Asn

Glu

Thr

val

20

Met

Val

Leu

Ile

Ile

100

Met

Leu

Thr

Glu

Asp

180

Pro

Cys

Pro

Trp

Arg

Leu

Thr

Phe

Trp

85

Glu

Val

Lys

Asp

Gly

165

Lys

Ile

Asn

Ile

Ile

Gly

Leu

Val

Cys

70

Ala

Len

Glu

Pro

Gly

150

Glu

Lys

Asp

Thr

Pro
230

Leu

Ile

Gly

Tyr

55

Ala

Thr

Glu

Gln

Cys

135

Met

Met

Lys

Asp

Ser

215

Ile

Phe

Lys

Met

40

Tyr

Ser

His

Asn

Met

120

Val

Arg

Lys

Gln

Asn

200

Ala

His

44

Leu

Arg

25

Leu

Gly

Asp

Ala

Val

105

His

Lys

Asn

Asn

Val

185

Asn

Ile

Tyr

val

10

Asn

Met:

Val

Ala

Cys

90

Thr

Glu

Len

Asp

Cys

170

His

Thr

Thr

Cys

Ala

Tyr

Thr

Pro

Lys

75

Val

Glu

Asp

Thr

Thr

155

Ser

Ala

Asn

Gln

Ala
235

Ala

Gln

Cys

val

60

Ser

Pro

Asn

Ile

Pro

140

Asn

Phe

Len

Asn

Ala

220

Pro

Ala

His

Ser

45

Trp

Tyr

Thr

Phe

Ile

125

Leu

Asp

Asn

Fhe

Ser

205

Cys

Ala

Thr

Leu

30

val

Lys

Lys

Asp

Asn

110

Ser

Cys

Thr

Ile

Tyr

130

Asn

Pro

Gly

Arg

15

Trp

Ala

Glu

Thr

Pro

95

Met

Leu

val

aAsn

Thr

175

Lys

Tyr

Lys

Fhe

val

Lys

Glu

Ala

Glu

80

Asn

Trp

Trp

Thr

val

160

Thr

Leu

Arg

val

Ala
240



Ile

Asn

Thr

aArg

Asn

305

Lys

Ile

Trp

Asn

Ile

385

Thr

Ser

Ile

Ile

Thr

445

Gly

Leu

Val

Gln

Ser

290

Glu

Arg

Ile

Asn

Lys

370

Thr

Ser

Thr

Ile

Glu

450

Gly

Lys

Ser

Leu

275

Glu

Ser

Ile

Gly

Lys

355

Thr

Thr

Arg

Lys

Asn

435

Gly

Asp

Gly

Cys

Thr

260

Leu

Asn

val

Pro

Asp

340

Thr

Thr

His

Leun

Glu

420

Met

Leu

Gly

Asp

Lys

245

val

Leu

Leu

Thr

Ile

325

Ile

Leu

Ile

Ser

FPhe

405

Asn

Trp

Ile

Gly

Met

ES 2706 501 T3

Asp

Gln

Asn

Thr

Ile

310

Gly

Arg

Gln

Ile

Phe

330

Asn

Asn

Gln

Lys

Ala

470

Arg

Lys

Cys

Gly

Asn

295

Asn

Leu

Gln

Gln

Phe

375

Asn

Ser

Thr

Gly

Cys

455

Asn

Asp

Lys

Thr

Ser

280

Asn

Cys

Gly

Ala

Val

360

Lys

Cys

Thr

Ile

Val

440

Ser

Asn

Asn

45

Phe

His

265

Leu

Ala

Thr

Gln

His

345

Ala

Pro

Gly

Trp

Thr

425

Gly

Ser

Ser

Trp

Asn

250

Gly

Ala

Lys

aArg

aAla

330

Cys

Lys

Ser

Gly

Ser

410

Leu

Lys

Asn

His

Arg

Gly

Ile

Glu

Ile

Pro

315

Phe

Agn

Lys

Ser

Glu

395

Lys

Pro

Ala

Ile

Asn

475

Ser

Thr

Arg

Glu

Ile

300

Tyr

Tyr

Ile

Leu

Gly

380

Phe

Asn

Cys

Thr
460

Glu

Glu

Gly

Pro

Glu

285

Ile

Asn

Thr

Ser

Gly

365

Gly

Phe

Ser

Arg

Tyr

445

Gly

Thr

Leu

Pro

val

270

Ile

Val

Asn

Thr

Gly

330

Asp

Arg

Tyr

Thr

Ile

430

Ala

Leu

Phe

Tyr

Cys

255

Val

Ile

Gln

Thr

Arg

335

Ala

Leu

Pro

Cys

Ser

415

Lys

Pro

Leu

Arg

Lys

Lys

Ser

Ile

Leu

Arg

320

Gly

Glu

Leu

Arg

Asn

400

Asn

Gln

Pro

Leu

Pro

480

Tyr



Lys

Phe

Leu

545

Gln

Gln

Val

Ser

Ser
625

Trp

Glu

Leu

Leu

Leu
705

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

Val

Arg

Leu

530

Thr

Gln

Leu

Glu

Gly

610

Asn

Glu

Glu

Asp

Trp

690

Arg

Val

vVal

515

Gly

Leu

Asn

Thr

Arg

595

Lys

Lys

Arg

Ser

Lys

675

Tyr

Ile

<213> Secuencia artificial

Lys

500

vVal

Phe

Thr

Asn

vVal

580

Tyr

His

Ser

Glu

Gln

660

Trp

Ile

vVal

485

Ile

Glu

Leu

Val

Leu

565

Trp

Leu

Ile

Leu

Ile

645

Thr

Ala

Lys

Phe

ES 2706 501 T3

Glu

Arg

Gly

Gln

550

Leu

Gly

Lys

Cys

Asp

630

Asp

Gln

Ser

Ile

Ala
710

Pro

Glu

Ala

535

Ala

Arg

Ile

Asp

Thr

615

Glu

Asn

Gln

Leu

Phe

695

vVal

Leu

Lys

520

Ala

Arg

Ala

Lys

Gln

600

Thr

Ile

Tyr

Glu

Trp

680

Ile

Leu

46

Gly

505

Arg

Gly

Gln

Ile

Gln

585

Gln

Thr

Trp

Thr

Lys

665

Asn

Met

Ser

490

Val

Ala

Ser

Leu

Glu

570

Leu

Leu

vVal

Asn

Gly

650

Asn

Trp

Ile

Leu

Ala

Ile

Thr

Leu

555

Ala

Gln

Leu

Pro

Asn

635

Leu

Glu

Phe

Val

Pro

Gly

Met

540

Ser

Gln

Ala

Gly

Trp

620

Met

Ile

Gln

Ser

Gly
700

Thr

Leu

525

Gly

Gly

Gln

Arg

Ile

605

Asn

Thr

Tyr

Glu

Ile

685

Gly

Arg

510

Gly

Ala

Ile

His

Ile
590

Trp

Ser

Trp

Ser

Leu

670

Thr

Leu

495

Ala

Ala

Ala

Val

Leu

575

Leu

Gly

Ser

Met

Leu

655

Leu

Gln

Ile

Lys

Met

Ser

Gln

560

Leu

Ala

Cys

Trp

Glu

640

Ile

Glu

Trp

Gly
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<220>

ES 2706 501 T3

<223> Construccién de secuencia de ADN de Nef-Ref consenso del subtipo B

<400>9

ggatccgcca
cacagcagea
gagectgoeg
accagcagea
gaggaagtgg
goegtggate
cagaagcggc
tggcagaatt
aagcetggtge
gecgeoccace
aagttcgaca
aaggactgcc
ctgctgaaaa
gagggcacca
atcagaageca
cccctgeage
agcggcacec

agcggcacca

ccatggactg
agagaagcgt
cegatggagt
ataccgeeoge
gcttcceotgt
tgagccactt
aggacatcct
acaccectgg
ctgtggagee
ctatgageoct
gcaggctgge
ggggcaggaa
cagtgcggct
gacaggcecyg
teagegagtyg
tgeeccccoct
agggagtggy

aggagtgatg

gacctggatt
ggtgggttgy
gggcgecgty
caacaatgece
gagagcccag
cctgaaggag
ggatctgtgg
cccktggeate
tgagaaagtg
gcacggeatyg
cttccaccac
gagaagaagc
gatcaagttc
gagaaaceqgyg
gattetgage
ggagagactyg
cagcccccag

agcggocgc

ctgttcctgg
cetacagtge
tetagagate
gactgegect
gtggccectga
aagggcggcec
gtgtaccaca
agataccete
gaggaggecca
gacgatceeg
atggccagag
gccggcagaa
ctgtaccaga
aggaggcggt
acctacctgg
accctggact

atcctggtgg

tggccgetge
gggagaggat
tggagaagea
ggctggagge
gagccatgac
tggagggect
cccagggcta
tgacettogg
acgagggcga
agagggaagt
agctgcacce
gcggcegacag
gcaaccctce
ggagagagag
gcagacoege
gcaacgagga

agagccctge

caccagagtg
gagaagagece
cggegecate
ccaggaggag
ctacaaggcc
gatctacagc
ctteccecgac
ctggtgette
gaacaattct
getggtgtgy
cgagtactac
cgacgaggaqg
tccecageoecce
gcagcggeag
cgageecgtyg
ctgeggeace

cgtgctggag

<210> 10

<211> 341

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

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

<400> 10

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

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

Met Arg Arg Ala Glu Pro Ala Ala Asp Gly Val Gly Ala Val Ser Arg
35 40 45

47

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

900

960

1020

1049



Asp

Asn

65

Phe

Ala

Leu

His

Gly

145

Val

Ala

Val

Arg

Arg

225

Val

Glu

Arg

Leu

Leu

50

Ala

Pro

val

Ile

Thr

130

Ile

Glu

Ala

Leu

Glu

2190

Ser

Arg

Gly

Gln

Gly
290

Glu

Asp

Val

Bsp

Tyr

115

Gln

Arg

Pro

His

Val

195

Leu

Ala

Leu

Thr

Arg

275

Arg

Lys

Cys

Arg

Leu

100

Ser

Gly

Tyr

Glu

Pro

180

Trp

His

Gly

Ile

Arg

260

Gln

Pro

His

Ala

Ala

BS

Ser

Gln

Tyr

Pro

Lys

165

Met

Lys

Pro

Arg

Lys

245

Gln

Ile

Ala

ES 2706 501 T3

Gly

Trp

70

Gln

His

Lys

Phe

Leu

150

Val

Ser

Phe

Glu

Ser

230

Phe

Ala

Arg

Glu

Ala

55

Leu

val

Phe

Arg

Pro

135

Thr

Glu

Leu

Asgp

Tyr

215

Gly

Leu

Arg

Ser

Pro
285

Ile

Glu

Ala

Leu

Gln

120

Asp

Phe

Glu

His

Ser

200

Tyr

Asp

Tyr

Arg

Ile

280

val

48

Thr

Ala

Leu

Lys

105

Asp

Trp

Gly

Ala

Gly

185

Arg

Lys

Ser

Gln

Asn

265

Ser

Pro

Ser

Gln

Arg

S0

Glu

Ile

Gln

Trp

Asn

170

Met

Leu

Asp

Asp

Ser

250

Arg

Glu

Leu

Ser

Glu

75

Ala

Lys

Leu

Asn

Cys

155

Glu

Asp

Ala

Cys

Glu

235

Asn

Trp

Gln

AsSn

60

Glu

Met

Gly

Asp

Tyr

140

Phe

Gly

Asp

Phe

Arg

220

Glu

Pro

Arg

Ile

Leu

300

Thr

Glu

Thr

Gly

Leu

125

Thr

Lys

Glu

Pro

His

205

Gly

Leu

Pro

Leu
285

Pro

Ala

Glu

Tyr

Leu
110

Trp

Pro

Leu

Asn

Glu

190

His

Arg

Leu

Pro

Trp

270

Ser

Pro

Ala

val

Lys

95

Glu

val

Gly

val

Asn

175

Arg

Met

Lys

Lys

Ser

255

Arg

Thr

Leu

Asn

Gly

Ala

Gly

Tyr

Pro

Pro

160

Ser

Glu

Ala

Arg

Thr

240

Pro

Glu

Tyr

Glu



ES 2706 501 T3

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

Gly Val Gly Ser Pr¢ Gln Ile Leu Val Glu Ser Prg Ala Val Leu Glu

49

325 330 335
Ser Gly Thr Lys Glu
340

<210> 11

<211> 1863

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Construccion de secuencia de ADN consenso de Gag del subtipo A, B, Cy D

<400> 11
ggatccgecca ccatggactg gacctggatt ctgtttcectgg togeccgeoccge cacaagagtg 60
cacagaggey ccagagacag cgtgetgtee ggeggeaage tggacgectyg ggagaagate 120
agactgagge ctggoggeaa gaagaagtac cggetgaage accettghghbg ggccageaga 180
gagetggaga gattegecet gaatectgge ctgetggaga ccagegagygg ctgtaageag 240
atcatcggece agctgecagec cgocctgcag accggecageg aggagcetgag aagcectgtac 300
aacaccgtgg ccaccctgta ctgcgtgcac gagaagatcg aggtgaagga caccaaggaqg 360
gocctggaca agatcgagga ggagcagaac aagagcaagc agaaggccca goaggoogec 420
gocgacaceg geaacageag ccaggtgtec cagaactace ccategtgea gaatctgeag 480
ggccagatgy tgeaccagge catcagecee agaaccectga atgectgggt gaaggtgate 540
gaggagaagg <cttcagece tgaggtgate cctatgtteca gegecctgag cgagggegee 600
acacctcagg acctgaacac catgctgaac acagtggggg gccaccaggce cgccatgcag 660
atgctgaagg ataccatcaa cgaggaggcce geccocgagtggg acagactgceca ccccgtgeac 720
geccggaccta tcgecccctgg ccagatgaga gagocccagag gcagcgacat cgecggcacc 780
acctecacee tgcaagagea gateggetgg atgaccagea acccececat cectgtggge 840
gacatetaca ageggtggat catcctggge ctgaacaaga ttgtgaggat gtacageece 900
gtgteoccatee tggatatcag geagggecee aaggagecct tcagagacta cgtggacegg 960
ttcttcaaga ccctgagage cgagcaggcec agccaggacqg tgaagaactg gatgaccgag 1020
accctgectgg tgcagaacgc caaccccgac tgtaagacca tcctgagagce cctgggeccet 1080
ggcgccacce tggaggagat gatgaccgece tgccagggag tgggcggacc cggccacaag 1140
gecagagtge tggecgagge catgagecag geocaccaaca gceaacatcat gatgeagegg 1200
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ggcaacttca
atcgecagaa
caccagatga
cacaagggca
gagagcttcyg
gagctgtacc
ccctacgacy
gactagactg
gagggeagte
ctccaaccta

agggtgacat

gaggccccag
actgtaggge
aggactgtac
gacccggcaa
gcttcggega
ctctggccag
tgocegatta
gacagccaat
aaagctactg
agacaggcgc

gtccggagcee

ES 2706 501 T3

gaggatcgty
ccccaggaaq
cgageggeaq
tttcctgeayg
ggagatcacc
cctgaagagc
cgectgagaa
gacgggtaag
c¢ctaatccaa
agccteccgag

gtgctgeoeey

aagtgcttea
aagggctget
gecaatttee
agcagacctg
cocagoccca
ctgttcggea
ttegtaagta
agagtgacat
tgacgggtaa
ggatgtgtct

gatgatgtct

actgtggeaa
ggaagtgtgg
tggggaagat
agcccaccgce
agcaggagcc
acgatcccct
agtgteatat
ttetcactaa
tagtgacaag
tttgtttttt

tggccteotgt

ggagggccac
caaagagggyg
ctggececage
coccteccegee
caaggacaga
gagccagtac
gggagagete
cctaagacag
aaatgtatca
ataattaaaa

ttgctgegge

ogo

<210> 12
<211> 524
<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Construccién secuencia de la proteina consenso de Gag del subtipo A, B, Cy D

<400> 12

His

Trp

Lys

Pro

65

Leu

Asn

Asp

Ser

Glu

His

50

Gly

Gln

Thr

Trp

Gly

Lys

35

Leu

Leu

Pro

Val

Thr

Ala

20

Ile

Val

Leu

Ala

Ala
100

Trp

Arg

Arg

Trp

Glu

Leu

85

Thr

Ile

Ala

Leu

Ala

Thr

70

Gln

Leu

Leu

Ser

Arg

Ser

55

Ser

Thr

Tyr

Phe

val

Pro

40

Arg

Glu

Gly

Cys

50

Leu

Leu

25

Gly

Glu

Gly

Ser

Val
105

Val
10

Ser

Gly

Leu

Cys

Glu

90

His

Ala

Gly

Lys

Glu

Lys

75

Glu

Glu

Ala

Gly

Lys

Arg

Gln

Leu

Lys

Ala

Lys

Lys

45

Phe

Ile

aArg

Ile

Thr

Leu

30

Tyr

Ala

Ile

Ser

Glu
110

Arg

15

Asp

Arg

Leu

Gly

Leu

95

Val

Val

Ala

Leu

Asn

Gln

80

Tyr

Lys

1260

1320

1380

1440

1500

1560

1620

1680

1740

1800

1860

1863



Asp

Lys

Val

145

His

Glu

Ser

Gly

Glu

225

Ala

Thr

Ile

Lys

Gly

305

Leu

Thr

Ala

Thr

Gln

130

Ser

Gln

Glu

Glu

Gly

2190

Ala

Pro

Ser

Pro

Ile

290

Pro

Arg

Leu

Leu

Lys

115

Lys

Gln

Ala

Lys

Gly

195

His

Ala

Gly

Thr

Val

275

Val

Lys

Ala

Leu

Gly
355

Glu

Ala

Asn

Ile

Ala

180

Ala

Gln

Glu

Gln

Leu

260

Gly

Arg

Glu

Glu

val

340

Pro

Ala

Gln

Tyr

Ser

165

Phe

Thr

Ala

Trp

Met

245

Gln

Asp

Met

Pro

Gln

325

Gln

Gly

ES 2706 501 T3

Len

Gln

Pro

150

Pro

Ser

Pro

Ala

Asp

230

Arg

Glu

Ile

Tyr

Phe

310

Ala

Asn

Ala

Asp

Ala

135

Ile

Arg

Pro

Gln

Met

215

Arg

Glu

Gln

Tyr

Ser

295

Arg

Ser

Ala

Thr

Lys

120

Ala

val

Thr

Glu

Asp

200

Gln

Leu

Pro

Ile

Lys

280

Pro

Asp

Gln

Asn

Leu
360

51

Ile

Ala

Gln

Leu

Val

185

Leu

Met

His

Arg

Gly

265

Arg

Val

Tyr

Asp

Pro

345

Glu

Glu

Asp

Asn

Asn

170

Ile

Asn

Leu

Pro

Gly

250

T'rp

Trp

Ser

Val

Val

330

Asp

Glu

Glu

Thr

Leu

155

Ala

Pro

Thr

Lys

val

235

Ser

Ile

Ile

Asp

315

Lys

Cys

Met

Glu

Gly

140

Gln

Trp

Met

Met

Asp

220

His

Asp

Thr

Ile

Leu

300

Arg

Asn

Lys

Met

Gln

125

Asn

Gly

Val

Fhe

Leu

205

Thr

Ala

Ile

Ser

Leu

285

Asp

Phe

Trp

Thr

Thr
365

Asn

Ser

Gln

Lys

Ser

190

Asn

Ile

Gly

Ala

Asn

270

Gly

Ile

Phe

Met

Ile

350

Ala

Lys

Ser

vVal

175

Ala

Thr

Asn

Fro

Gly

255

Pro

Leu

Arg

Lys

Thr

335

Leu

Cys

Ser

Gln

Val

160

Ile

Leu

Val

Glu

Ile

240

Thr

Pro

Asn

Gln

Thr

320

Glu

Arg

Gln
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15

20

25

Gly

Ser

385

Gly

Ile

Gly

Phe

Leu

465

Phe

Glu

Leu

<210> 13

<211> 43
<212> ADN

Val

370

Gln

Pro

Ala

Lys

Leu

450

Gln

Gly

Leu

Ser

Gly

Ala

Arg

Arg

Glu

435

Gly

Ser

Glu

Tyr

Gln
515

<213> Secuencia artificial

<220>

Gly

Thr

Arg

Asn

420

Gly

Lys

Arg

Glu

Pro

500

Tyr

Pro

Asn

Ile

405

Cys

His

Ile

Pro

Ile

485

Leu

Pro

<223> Secuencia de cebador de IgE 1

<400> 13

ES 2706 501 T3

Gly

Ser

330

Val

Arg

Gln

Trp

Glu

470

Thr

Ala

Tyr

His

375

Asn

Lys

Ala

Met

Pro

455

Pro

Pro

Ser

Asp

gtcgcteege tagettgtgg gtcacagtcet attatggggt acc 43

<210> 14
<211> 35
<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Secuencia de cebador de IgE 2

<400> 14

ggtcggatcce ttactccacc actctecttt ttgec 35

<210> 15
<211>17

Lys

Ile

Cys

Pro

Lys

440

Ser

Thr

Ser

Leu

Val
520

52

Ala

Met

Phe

Arg

425

Asp

His

Ala

Fro

Lys

505

Pro

Arg

Met

Asn

410

Lys

Cys

Lys

Pro

Lys

430

Ser

Asp

Val

Gln

395

Cys

Lys

Thr

Gly

Pro

475

Gln

Leu

Tyr

Leu

380

Arg

Gly

Gly

Glu

Arg

460

Ala

Glu

Phe

Ala

Ala

Gly

Lys

Cys

Arg

445

Pro

Glu

Fro

Gly

Glu

Asn

Glu

Trp

430

Gln

Gly

Ser

Lys

Asn
510

Ala

Fhe

Gly

415

Lys

Ala

Asn

Fhe

Asp

495

Asp

Met

Arg

400

Hisg

Cys

Asn

Phe

Gly

480

Arg

Pro
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15

20

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Secuencia lider de IgE

<400> 15

ES 2706 501 T3

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

1

His

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

<213> Secuencia artificial

<220>

5

10

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

<400> 16

Ser

1

Gly

Leu

Thr

His

65

Gln

Asn

Gln

Asn

Arg

Thr

Trp

Thr

50

Asn

Glu

Asn

Ser

Cys

Val

val

35

Leu

Val

Ile

Met

Leu

115

Ser

Met

Ile

20

Thr

Phe

Trp

Asn

Val

100

Lys

Asn

Gly

Leu

val

Cys

Ala

Leu

85

Glu

Pro

val

Ile

Gly

Tyr

Ala

Thr

70

Glu

Gln

Cys

Asn

Gln

Met

Tyr

Ser

55

His

Asn

Met

Val

val

Arg

Ile

Gly

40

Asp

Ala

val

His

Lys

120

Thr

53

Asn

Ile

25

val

Ala

Cys

Thr

Thr
105

Leu

Thr

Cys

10

Ile

Pro

Lys

Val

Glu

90

Asp

Thr

Asn

Gln

Cys

val

Ala

Pro

75

Glu

Ile

Pro

Ile

His

Ser

Trp

Tyr

60

Thr

Phe

Ile

Leu

Met

Leu

Ala

Lys

45

Asp

Asp

Asn

Ser

Cys

125

Lys

Trp

Ala

30

Asp

Thr

Pro

Met

Leu

110

Val

Gly

15

Arg

15

Glu

Ala

Glu

Asn

Trp

95

Trp

Thr

Glu

Trp

Asn

Glu

Val

Pro

80

Lys

Asp

Leu

Ile



Lys

145

Lys

Ser

Ile

Tyr

Phe

225

His

Leu

Ala

Thr

Gln

305

His

Ala

Asn

Gly

130

Asn

Val

Asn

Thr

Cys

210

Asn

Gly

Ala

Lys

Arg

230

Ala

Cys

Lys

Ser

Gly
370

Cys

Tyr

Ser

Gln

195

Ala

Gly

Ile

Glu

Asn

275

Pro

Phe

Asn

Gln

Ser

355

Glu

Ser

Ser

Ser

180

Ala

Pro

Thr

Lys

Glu

260

Ile

Asn

Tyr

Val

Leu

340

Gly

Phe

Phe

Leu

165

Ser

Cys

Ala

Gly

Pro

245

Glu

Ile

AsSn

Ala

Ser

325

Arg

Gly

Phe

ES 2706 501 T3

Asn

150

Phe

Gln

Pro

Gly

Pro

230

Val

Val

Val

AsSn

Thr

310

Arg

Lys

Arg

Tyr

135

Met

Tyr

Tyr

Lys

Phe

215

Cys

Val

Met

Gln

Thr

295

Gly

Thr

Tyr

Leu

Cys
375

Thr

Lys

Arg

val

200

Ala

Lys

Ser

Ile

Leu

280

Arg

Asp

Glu

Phe

Arg

360

Asn

54

Thr

Leu

Leu

185

Ser

Ile

Asn

Thr

Arg

265

Thr

Lys

Ile

Trp

Asn

345

Ile

Thr

Glu

Asp

170

Ile

Phe

Leu

vVal

Gln

250

Ser

Lys

Ser

Ile

Asn

330

Asn

Thr

Ser

Leu

155

Val

Asn

Glu

Lys

Ser

235

Leu

Glu

Pro

Ile

Gly

315

Glu

Lys

Thr

Gly

140

Arg

Val

Cys

Pro

Cys

2290

Thr

Leu

Asn

Val

Arg

300

Asp

Thr

Thr

His

Leu

380

Asp

Gln

Asn

Ile

205

Lys

val

Leu

Ile

Lys

285

Ile

Ile

Leu

Ile

Ser

365

Phe

Lys

Ile

Thr

190

Pro

Asp

Gln

Asn

Thr

270

Tle

Gly

Arg

Gln

Ile

350

Phe

Asn

Lys

Asn

175

Ser

Ile

Lys

Cys

Gly

255

Asn

Asn

Pro

Gln

Lys

335

Phe

Asn

Ser

Gln

160

Lys

Ala

His

Glu

Thr

240

Ser

Asn

Cys

Gly

Ala

320

val

Thr

Cys

Thr



Trp
385

Thr

Cys

Asn

Asp

465

Pro

Glu

Ala

Ala

Arg

545

Ile

Asp

Thr

Glu

Asn
625

AsSn

Ile

Val

Glu

Asn

450

Asn

Leu

Lys

Ala

Arg

530

Ala

Lys

Gln

Thr

Ile

610

Tyr

Gly

Thr

Gly

Ser

435

Ser

Trp

Gly

Arg

Gly

515

Gln

Ile

Gln

Gln

Asn

595

Trp

Thr

Asn

Leu

Gln

420

Asn

Lys

Arg

val

Ala

500

Ser

Leu

Glu

Leu

Leu

580

val

Asp

Asp

Gly

Pro

405

Ala

Ile

Asn

Ser

Ala

485

vVal

Thr

Leu

Ala

Gln

565

Leu

Pro

Asn

Ile

ES 2706 501 T3

Thr

390

Cys

Met

Thr

Glu

Glu

470

Pro

Gly

Met

Ser

Gln

550

Ala

Gly

Tep

Met

Ile
€630

Lys

Arg

Tyr

Gly

Thr

455

Leu

Thr

Ile

Gly

Gly

535

Gln

Arg

Ile

Agn

Thr

615

Tyr

Lys

Ile

Ala

Leu

440

Phe

Tyr

Lys

Gly

Ala

520

Ile

His

Val

Trp

Ser
600

Trp

Asn

55

Lys

Lys

Pro

425

Leu

Arg

Lys

Ala

Ala

505

Ala

Val

Leu

Leu

Gly

585

Ser

Leu

Leu

Asn

Gln

410

Pro

Leu

Fro

Tyr

Lys

450

val

Ser

Gln

Leu

Ala

570

Cys

Trp

Gln

Ile

Ser

395

Ile

Ile

Thr

Gly

Lys

475

Arg

Phe

Ile

Gln

Lys

555

Val

Ser

Ser

Trp

Glu
635

Thr

Ile

Gln

Arg

Gly

460

val

Arg

Leu

Thr

Gln

540

Leu

Glu

Gly

Asn

Asp

620

Glu

Glu

Asn

Gly

Asp

445

Gly

Val

Val

Gly

Leu

525

Ser

Thr

Arg

Lys

Lys

605

Lys

Ser

Ser

val

430

Gly

Asp

Lys

val

Phe

510

Thr

Asn

val

Tyr

Leu

590

Ser

Glu

Gln

AsSn

415

Ile

Gly

Met

Ile

Glu

495

Leu

Val

Leu

Trp

Leu

575

Ile

Gln

Ile

Asn

Bsp

400

Gln

Arg

Asp

Arg

Glu

480

Arg

Gly

Gln

Leu

Gly

560

Lys

Cys

Ser

Ser

Gln
640
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Gln

Leu

Phe

Val

<210> 17

<211> 697
<212> PRT

ES 2706 501 T3

Glu Lys Asn Glu Gln Asp Leu Leu Ala Leu Asp

645

650

Trp Asn Trp Phe Asp Ile Ser Asn Trp Leu Trp

660

665

Ile Met Ile Val Gly Gly Leu Ile Gly Leu Arg

675

Leu Ser Val

630

<213> Secuencia artificial

<220>

680

<223> Secuencia de la proteina de la envoltura consenso del subtipo B

<400> 17

Arg

1

Thr

Trp

Thr

Asn

65

Glu

Asn

Ser

Cys

Val

Met

Val

Leu

50

Val

Val

Met

Len

Thr
130

Lys

Leu

Thr

35

Phe

Trp

Val

Val

Lys

115

Asp

Gly

Leu

20

Val

Cys

Ala

Leu

Glu

100

Pro

Len

Ile Arg

Gly Met

Tyr Tyr

Ala Ser

Thr His

70

Glu Asn

85

Gln Met

Cys Val

Ser Gly

Lys

Leu

Gly

Asp

Ala

Val

His

Lys

Glu
135

Asn

Met

Val

40

Ala

Cys

Thr

Glu

Leu

120

Lys

56

Tyr

Ile

25

Pro

Lys

Val

Glu

Asp

105

Thr

Met

Gln

10

Cys

Val

Ala

Pro

Asn

90

Ile

Pro

Glu

His

Ser

Trp

Tyr

Thr

75

Phe

Ile

Leu

Lys

Leu

Ala

Lys

Asp

Asp

Asn

Ser

Cys

Gly
140

Lys

Tyr

Ile
€85

Trp

Ala

Glu

45

Thr

Pro

Met

Leun

val

125

Glu

Trp

Ile

670

val

Arg

Glu

30

Ala

Glu

Asn

Trp

Trp

110

Thr

Ile

Ala
655

Lys

Phe

Trp

15

Lys

Thr

val

Pro

Lys

95

Asp

Leu

Lys

Asn

Ile

Ala

Gly

Leu

Thr

His

Gln

80

Asn

Gln

Asn

Asn



Cys

145

Tyr

Thr

Cys

Ala

Gly

225

Pro

Glu

Ile

Asn

Thr

305

Ser

Arg

Gly

Phe

Gly
385

Ser

Ala

Ser

Pro

Gly

210

Pro

vVal

val

Val

Asn

290

Thr

Arg

Glu

Arg

Tyr

370

Thr

Phe

Leu

Tyr

Lys

195

Phe

Cys

Val

vVal

Gln

275

Thr

Gly

Ala

Gln

Pro

355

Cys

Trp

Asn

Phe

Arg

180

Vval

Ala

Thr

Ser

Ile

260

Leu

Arg

Glu

Lys

Phe

340

Arg

Asn

Asn

Ile

Tyr

165

Leu

Ser

Ile

Asn

Thr

245

Arg

Asn

Lys

Ile

Trp

325

Gly

Ile

Thr

Asn

ES 2706 501 T3

Thr

150

Lys

Ile

Phe

Leu

val

230

Gln

Ser

Glu

Ser

Ile

310

Asn

Agn

Val

Thr

Asn
330

Thr

Leu

Ser

Glu

Lys

215

Ser

Leu

Glu

Ser

Ile

295

Gly

Asn

Lys

Met

Gln

375

Thr

Ser

Asp

Cys

Pro

200

Cys

Thr

Leu

Asn

Val

280

His

Asp

Thr

Thr

His

360

Leu

Glu

57

Ile

Val

Asn

185

Ile

Asn

Val

Leu

Fhe

265

Glu

Ile

Ile

Leu

Ile

345

Ser

Phe

Gly

Arg

Val

170

Thr

Pro

Asp

Gln

Asn

250

Thr

Ile

Gly

Arg

Lys

330

val

Phe

Asn

Asn

Asp

155

Pro

Ser

Ile

Lys

Cys

235

Gly

Asn

Asn

Pro

Gln

315

Gln

Phe

Asn

Ser

Asp
385

Lys

Ile

val

His

Lys

220

Thr

Ser

Asn

Cys

Gly

300

Ala

Ile

Asn

Cys

Thr

380

Thr

Vval

Asp

Ile

Tyr

205

Phe

His

Leu

Ala

Thr

285

Gln

His

Val

Gln

Gly

365

Trp

Ile

Gln

Asn

Thr

1%0

Cys

Asn

Gly

Ala

Lys

270

Arg

Ala

Cys

Lys

Ser

350

Gly

Asn

Thr

Lys

Asp

175

Gln

Ala

Gly

Ile

Glu

255

Thr

Pro

Phe

Asn

Lys

335

Ser

Glu

Val

Leu

Glu

160

Asn

Ala

Pro

Thr

Arg

240

Glu

Ile

Asn

Tyr

Ile

320

Leu

Gly

Phe

Asn

Pro
400



Cys

Met

Thr

Thr

Ser

465

Ala

val

Thr

Leu

Ala

545

Gln

Leu

Pro

Asn

Leu

625

Glu

Arg

Tyr

Gly

Glu

450

Glu

Pro

Gly

Met

Ser

530

Gln

Ala

Gly

Trp

Met

€610

Ile

Gln

Ile

Ala

Leu

435

Ile

Leu

Thr

Ile

Gly

315

Gly

Gln

Arg

Ile

Asn

595

Thr

Tyr

Glu

Lys

Pro

420

Leu

Phe

Tyr

Lys

Gly

500

Ala

Ile

His

val

Trp
580

Ala

Trp

Thr

Leu

Gln

405

Pro

Leu

Arg

Lys

Ala

485

Ala

Ala

Val

Leu

Len

565

Gly

Ser

Met

Leu

Leu
645

ES 2706 501 T3

Ile

Ile

Thr

Pro

Tyr

470

Lys

Met

Ser

Gln

Leu

550

Ala

Cys

Trp

Glu

Ile

630

Glu

Ile

Arg

Arg

Gly

455

Lys

Arg

Phe

Met

Gln

535

Gln

val

Ser

Ser

Trp

615

Glu

Leu

Asn

Gly

Asp

440

Gly

Val

Arg

Leu

Thr

520

Gln

Leu

Glu

Gly

Asn

600

Glu

Glu

Asp

58

Met

Gln

425

Gly

Gly

Val

Val

Gly

505

Leu

AsSn

Thr

Arg

Lys

585

Lys

Arg

Ser

Lys

Trp

410

Ile

Gly

Asp

Lys

Val

490

Phe

Thr

Asn

Val

Tyr

570

Leu

Ser

Glu

Gln

Trp
650

Gln

Arg

Asn

Met

Ile

475

Gln

Leu

Val

Leu

Trp

555

Leu

Ile

Leu

Ile

Asn

635

Ala

Glu

Cys

Asn

Arg

460

Glu

Arg

Gly

Gln

Leu

540

Gly

Lys

Cys

Asp

Asp

620

Gln

Ser

Val

Ser

Asn

445

Asp

Pro

Glun

Ala

Ala

525

Arg

Ile

Asp

Thr

Glu

605

Asn

Gln

Len

Gly

Ser

430

Thr

Asn

Leu

Lys

Ala

510

Arg

Ala

Lys

Gln

Thr

590

Ile

Tyr

Glu

Trp

Lys

415

Asn

Asn

Trp

Gly

Arg

495

Gly

Gln

Ile

Gln

Gln

575

Thr

Trp

Thr

Lys

Asn
655

Ala

Ile

Glu

Arg

val

480

Ala

Ser

Leu

Glu

Leu

560

Leu

Val

Asp

Ser

Asn

640

Trp
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Phe Asp Ile Thr Asn Trp Leu Trp Tyr Ile Lys Ile Phe Ile Met Ile
660 665 670

Val Gly Gly Leu Ile Gly Leu Arg Ile Val Phe Ala Val Leu Ser Ile
675 680 685

Tyr Pro Tyr Asp Val Pro Asp Tyr Ala
690 695

<210> 18

<211> 687

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Secuencia de la proteina de la envoltura consenso del subtipo C

<400> 18

Arg Val Arg Gly Ile Leu Arg Asn Cys Gln Gln Trp Trp Ile Trp Gly

Ile Leu Gly Phe Trp Met Leu Met Ile Cys Asn Val Met Gly Asn Leu
20 25 30

Trp Val Thr Val Tyr Tyr Gly Val Pro Val Trp Lys Glu Ala Lys Thr
35 40 45

Thr Leu Phe Cys Ala Ser Asp Ala Lys Ala Tyr Glu Thr Glu Val His
50 55 60

Asn Val Trp Ala Thr His Ala Cys Val Pro Thr Asp Pro Asn Pro Gln
65 70 75 80

Glu Met Val Leu Glu Asn Val Thr Glu Asn Phe Asn Met Trp Lys Asn
B85 80 85

Asp Met Val Asp Gln Met His Glu Asp Ile Ile Ser Leu Trp Asp Gln
100 105 110

Ser Leu Lys Pro Cys Val Lys Leu Thr Pro Leu Cys Val Thr Leu Asn
115 120 125

Cys Arg Asn Asn Val Asn Asn Asn Asn Thr Met Lys Glu Glu Ile Lys
130 135 140

Asn Cys Ser Phe Asn Ile Thr Thr Glu Leu Arg Asp Lys Lys Gln Lys
145 150 155 160

59



val

Asn

Thr

Cys

Asn

225

Gly

Ala

Lys

aArg

Thr

305

Cys

Glu

Ser

Gly

Met
385

Tyr

Asn

Gln

Ala

210

Gly

Ile

Glu

Thr

Pro

230

Phe

Asn

Lys

Ser

Glu

370

Pro

Ile

Ala

Ser

Ala

195

Pro

Thr

Lys

Glu

Ile

275

Asn

Tyr

Ile

Leu

Gly

355

Fhe

Asn

Lys

Leu

Asn

180

Cys

Ala

Gly

Pro

Glu

260

Ile

Asn

Ala

Ser

Lys

340

Gly

Phe

Ser

Gln

Phe

165

Asp

Pro

Gly

Pro

val

245

Ile

Val

Asn

Thr

Glu

325

Glu

Arg

Tyr

Thr

Ile
405

ES 2706 501 T3

Tyr

Tyr

Lys

Tyr

Cys

230

val

Ile

His

Thr

Gly

310

Glu

His

Leu

Cys

Asn

330

Ile

val

Ala

215

Asn

Ser

Ile

Leu

Arg

295

Asp

Lys

Phe

Glu

Asn

375

Asn

Asn

Leu

Leu

Ser

200

Ile

Asn

Thr

Arg

Asn

280

Lys

Ile

Trp

Pro

Ile

360

Thr

Thr

Met

60

Asp

Ile

185

Phe

Leu

val

Gln

Ser

265

Glu

Ser

Ile

Asn

Asn

345

Thr

Ser

Asn

Trp

Ile

170

Asn

Asp

Lys

Ser

Leu

250

Glu

Ser

Ile

Gly

Lys

330

Lys

Thr

Lys

Thr

Gln
410

val

Cys

Pro

Cys

Thr

235

Leu

Asn

val

Arg

Asp

315

Thr

Thr

Hisg

Leu

Thr

395

Glu

Pro

Asn

Ile

Asn

220

Val

Leu

Leu

Glu

Ile

300

Ile

Leu

Ile

Ser

Phe

380

Ile

Val

Leu

Thr

Pro

205

Asn

Gln

Asn

Thr

Ile

285

Gly

Arg

Gln

Lys

Phe

365

Asn

Thr

Gly

Asn

Ser

190

Ile

Lys

Cys

Gly

Asn

270

val

Pro

Gln

Arg

Phe

350

Agn

Ser

Leu

Arg

Glu

175

Ala

His

Thr

Thr

Ser

255

Asn

Cys

Gly

Ala

Val

335

Ala

Cys

Thr

Pro

Ala
415

Lys

Ile

Tyr

Phe

His

240

Leu

Ala

Thr

Gln

His

320

Ser

Pro

Arg

Tyr

Cys

400

Met



Tyr

Gly

Glu

Glu

465

Pro

Gly

Met

Ser

Gln

545

Thr

Gly

Trp

Met

Ile

625

Lys

Asp

Ala

Leu

Thr

450

Leu

Thr

Ile

Gly

Gly

530

Gln

Arg

Ile

Asn

Thr

610

Tyr

Asp

Ile

Pro

Leu

435

Phe

Tyr

Lys

Gly

Ala

515

Ile

His

Val

Trp

Ser
595

Trp

Arg

Leu

Thr

Pro

420

Leu

Arg

Lys

Ala

Ala

500

Ala

val

Leu

Gly

580

Ser

Met

Leu

Leu

Asn

Ile

Thr

Pro

Tyr

Lys

485

Vval

Sear

Gln

Leu

Ala

565

Cys

Trp

Gln

Leu

Ala
645

Trp
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Glu

aArg

Gly

Lys

470

Arg

Phe

Ile

Gln

Gln

550

Ile

Ser

Ser

Trp

Glu

630

Leu

Leu

Gly

Asp

Gly

455

Val

Arg

Leu

Thr

Gln

535

Leu

Glu

Gly

Asn

Asp

615

Asp

Asp

Trp

Asn

Gly

440

Gly

val

val

Gly

Len

520

Ser

Thr

Arg

Lys

Lys

600

Arg

Ser

Ser

Tyr

61

Ile

425

Gly

Asp

Glu

Val

Phe

505

Thr

Asn

val

Tyr

Leu

585

Ser

Glu

Gln

Trp

Ile

Thr

Lys

Met

Ile

Glu

430

Leu

Val

Leu

Trp

Leu

570

Ile

Gln

Ile

Asn

Lys

650

Lys

Cys

Asn

Arg

Lys

475

Arg

Gly

Gln

Leu

Gly

555

Lys

Cys

Glu

Ser

Gln

635

Asgn

Ile

Lys

Asp

Asp

460

Pro

Glu

Ala

Ala

aArg

540

Ile

Asp

Thr

Asp

Asn

620

Gln

Leu

Phe

Ser

Thr

445

Asn

Leu

Lys

Ala

Arg

525

Ala

Lys

Gln

Thr

Ile

605

Tyr

Glu

Trp

Ile

Asn

430

Asn

Trp

Gly

Arg

Gly

510

Gln

Ile

Gln

Gln

Ala

5%0

Trp

Thr

Lys

Asn

Met

Ile

Asp

Arg

Val

Ala

495

Sar

Leu

Glu

Leu

Leu

575

Val

Asp

Asp

Asn

Trp
655

Ile

Thr

Thr

Ser

Ala

480

Val

Thr

Leu

Ala

Gln

560

Leu

Pro

Asn

Thr

Glu

640

Phe

Val
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<210> 19

660

ES 2706 501 T3

665

€70

Gly Gly Leu Ile Gly Leu Arg Ile Ile Phe Ala Val Leu Ser Ile
675

<211> 696
<212> PRT
<213> Secuencia artificial

<220>

680

<223> Secuencia de la proteina de la envoltura consenso del subtipo D

<400> 19

Thr

Trp

Thr

Asn

65

Glu

Aszn

Ser

Cys

Glu

145

Val

Vval

Met

Val

Leu

50

Ile

Ile

Met

Thr

130

Glu

Asp

Fro

Arg

Leu

Thr

35

Phe

Trp

Glu

Val

Lys

115

Azp

Gly

Lys

Ile

Gly

Leu

20

Val

Cys

Ala

Leu

Glu

100

Pro

Gly

Glu

Lys

Asgp
130

Ile

Gly

Tyr

Ala

Thr

Glu

Gln

Cys

Met

Met

Lys

165

Azp

Lys

Met

Tyr

Ser

His

70

Asn

Met

val

Arg

Lys

150

Gln

Asn

Arg

Leu

Gly

Asp

55

Ala

Val

His

Lys

Aszn

135

Aszn

val

Aszn

Asn

Val

40

Ala

Cys

Thr

Glu

Leu

120

Asp

Cys

His

Thr

62

Tyr

Thr

25

Pro

Lys

Val

Glu

Azp

105

Thr

Thr

Ser

Ala

Azn
185

Gln

10

Cys

Val

Ser

Pro

Asn

90

Ile

Pro

Azn

Phe

Leu

170

Asn

His

Ser

Trp

Tyr

Thr

75

Phe

Ile

Leu

Aszp

Aszn

155

FPhe

Ser

Leu

val

Lys

Lys

60

Asp

Asn

Ser

Cys

Thr

140

Ile

Tyr

Asn

685

Trp

Glu

45

Thr

Pro

Met

Leu

Val

125

Aszn

Thr

Lys

Tyr

Lys

Glu

30

Ala

Glu

Asn

Trp

Trp

110

Thr

Val

Thr

Leu

Arg
190

Trp

15

Asn

Thr

Ala

Pro

Lys

95

Aszp

Leu

Thr

Glu

Asp

175

Leu

Gly

Leu

Thr

His

Gln

80

Asn

Gln

Asn

Met

vVal

160

val

Ile



Asn

Glu

Lys

225

Ser

Leu

Glu

Ser

Ile

305

Gly

Lys

Thr

Thr

Arg

385

Lys

Asn

Gly

Cys

Pro

210

Cys

Thr

Leu

Asn

val

290

Pro

Asp

Thr

Thr

His

370

Leu

Glu

Leu

Asn

195

Ile

Lys

Val

Leu

Leu

215

Thr

Ile

Ile

Leu

Ile

355

Ser

Phe

Asn

Trp

Ile

Thr

Pro

Asp

Gln

Asn

260

Thr

Ile

Gly

Arg

Gln

340

Ile

Phe

Asn

Asn

Gln

420

Lys

Ser

Ile

Lys

Cys

245

Gly

Asn

Asn

Leu

Gln

325

Gln

Phe

Asn

Ser

Thr

405

Gly

Cys

ES 2706 501 T3

Ala

Eis

Lys

230

Thr

Ser

Asn

Cys

Gly

310

Ala

val

Lys

Cys

Thr

390

Ile

val

Ser

Ile

Tyr

215

Phe

His

Leu

Ala

Thr

295

Gln

His

Ala

Pro

Gly

375

Trp

Thr

Gly

Ser

Thr

200

Cys

Asn

Gly

Ala

Lys

280

Arg

Ala

Cys

Lys

Ser

360

Gly

Ser

Leu

Lys

Asn

63

Gln

Ala

Gly

Ile

Glu

265

Ile

Pro

Phe

Asn

Lys

345

Ser

Glu

Lys

Pro

Ala

425

Ile

Ala

Pro

Thr

Arg

250

Glu

Ile

Tyr

Tyr

Ile

330

Leu

Gly

Phe

Asn

Cys

410

Met

Thr

Cys

Ala

Gly

235

Pro

Glu

Ile

Asn

Thr

315

Ser

Gly

Gly

Phe

Ser

395

Tyr

Gly

Pro

Gly

220

Pro

val

Ile

val

Asn

300

Thr

Gly

Asp

Arg

Tyr

380

Thr

Ile

Ala

Leu

Lys

205

Phe

Cys

val

Ile

Gln

285

Thr

Arg

Ala

Leu

Pro

365

Cys

Ser

Lys

Pro

Leu

vVal

Ala

Lys

Ser

Ile

270

Leu

Arg

Gly

Glu

Leu

330

Arg

Asn

Asn

Gln

Pro

430

Leu

Thr

Ile

Asn

Thr

255

Arg

Asn

Lys

Ile

Trp

335

Asn

Ile

Thr

Ser

Ile

415

Ile

Thr

Phe

Leu

Val

240

Gln

Ser

Glu

Arg

Ile

320

Asn

Lys

Thr

Ser

Thr

400

Ile

Glu

Arg



Asp

Gly

465

Val

Val

Gly

Leu

Asn

545

Thr

Arg

Lys

Lys

Arg

625

Ser

Lys

Tyr

Gly

450

Asp

Lys

Val

Phe

Thr

530

Asn

Val

Tyr

His

Ser

610

Glu

Gln

Trp

Ile

435

Gly

Met

Ile

Glu

Leu

515

val

Leu

Trp

Leu

Ile

595

Leu

Ile

Thr

Ala

Lys
675

Ala

Arg

Glu

Arg

500

Gly

Gln

Leu

Gly

Lys

580

Cys

Asp

Asp

Gln

Ser

660

Ile

Asn

Asp

Pro

485

Glu

Ala

Ala

Arg

Ile

565

Asp

Thr

Glu

Asn

Gln

645

Leu

Phe

ES 2706 501 T3

Asn

Asn

470

Leu

Lys

Ala

Arg

Ala

550

Lys

Gln

Thr

Ile

Tyr

630

Glu

Trp

Ile

Ser

455

Trp

Gly

Arg

Gly

Gln

535

Ile

Gln

Gln

Thr

Trp

615

Thr

Lys

Asn

Met

4490

His

Arg

vVal

Ala

Ser

520

Leu

Glu

Leu

Leu

Val

600

Asn

Gly

Asn

Trp

Ile
680

64

Asn

Ser

Ala

Ile

505

Thr

Leu

Ala

Gln

Leu

585

Pro

Asn

Leu

Glu

Phe

665

val

Glu

Glu

Pro

490

Gly

Met

Ser

Gln

Ala

570

Gly

Trp

Met

Tle

Gln

650

Ser

Gly

Thr

Leu

475

Thr

Leu

Gly

Gly

Gln

555

Arg

Ile

Asn

Thr

Tyr

635

Glu

Ile

Gly

Phe

460

Tyr

Arg

Gly

Ala

Ile

540

His

Ile

Trp

Ser

Trp

620

Ser

Leu

Thr

Leu

445

Arg

Lys

Ala

Ala

Ala

525

val

Leu

Leu

Gly

Ser

605

Met

Leu

Leu

Gln

Ile
685

Pro

Tyr

Lys

Met

510

Sar

Gln

Leu

Ala

Cys

590

Trp

Glu

Tle

Glu

Trp

670

Gly

Gly

Lys

Arg

495

Phe

Leu

Gln

Gln

Val

575

Ser

Ser

Trp

Glu

Leu

655

Leu

Leu

Gly

val

480

Arg

Leu

Thr

Gln

Leu

560

Glu

Gly

Asn

Glu

Glu

640

Asp

Trp

Arg
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<210> 20
<211> 323

<212> PRT
<213> Secuencia artificial

<220>

Ile Val Phe Ala Val Leu Ser Leu

ES 2706 501 T3

690

<223> Secuencia de la proteina Nef-Rev consenso del subtipo B

<400> 20

Ser

Arg

Glu

Asp

Val

65

Asp

Tyr

Gln

Arg

Pro

145

Hisg

Val

Leu

Lys

Ala

Lys

Cys

50

Arg

Leu

Ser

Gly

Tyr

130

Glu

Pro

Trp

His

Arg

Glu

Hisg

35

Ala

Ala

Ser

Gln

Tyr

115

Pro

Lys

Met

Lys

Pro

Ser

Pro

20

Trp

Gln

His

Lys

100

Phe

Leu

Val

Ser

Phe

180

Glu

Val

Ala

Ala

Leu

Val

Phe

85

Arg

Pro

Thr

Glu

Leu

165

Asp

TYr

Val

Ala

Ile

Glu

Ala

70

Leu

Gln

Asp

Phe

Glu

150

Hisg

Ser

Tyr

Gly

Asp

Thr

Ala

55

Leu

Lysz

Asp

Trp

Gly

135

Ala

Gly

Arg

Lys

Trp

Gly

Ser

40

Gln

Arg

Glu

Ile

Gln
120

Trp

Asn

Met

Leu

Asp

65

Pro

Val

25

Ser

Glu

Ala

Lysz

Len

105

Asn

Cys

Glu

Asp

Ala

185

Cys

Thr

10

Gly

Asn

Glu

Met

Gly

90

Asp

Tyr

Phe

Gly

aAsp

170

Phe

695

Val

Ala

Thr

Glu

Thr

75

Gly

Len

Thr

Lys

Glu

155

Pr¢

His

Gly

Arg

Val

Ala

Glu

60

Tyr

Leu

Trp

Pro

Leu

140

Asn

Glu

His

Arg

Glu

Ser

Ala

45

vVal

Lys

Glu

Val

Gly

125

Val

Asn

Arg

Met

Lys

Arg

Arg

Asn

Gly

Ala

Gly

Tyr

110

Pro

Pro

Ser

Glu

Ala

190

Arg

Met

15

Asp

Asn

Phe

Ala

Leu

95

His

Gly

Val

Ala

Val

175

Arg

Arg

Arg

Leu

Ala

Pro

Val

80

Ile

Thr

Ile

Glu

Ala

160

Leu

Glu

Ser
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Ala

Leu
225

Thr

Arg

Arg

Thr

Gly
305

Thr

<210> 21
<211> 506
<212> PRT

Gly

210

Ile

Arg

Gln

Pro

Leu

2590

Ser

Lys

195

Arg

Lys

Gln

Ile

Ala

275

Asp

Pro

Glu

<213> Secuencia artificial

<220>

Ser

Phe

Ala

Arg

260

Glu

Cys

Gln

Gly

Leu

Arg

245

Ser

Pro

Asn

Ile

ES 2706 501 T3

Asp

Tyr

230

Arg

Ile

Val

Glu

Len
310

Ser

215

Gln

Asn

Ser

Pro

Asp

295

Val

200

Asp

Ser

Glu

Len
280

Cys

Glu

Glu

Asn

Arg

Trp

265

Gln

Gly

Ser

Glu

Pro

Arg

250

Ile

Len

Thr

Pro

Leu

Pro

235

Arg

Leu

Pro

Ser

Ala
315

<223> Secuencia de la proteina Gag consenso del subtipo A, B, Cy D

<400> 21

Gly

Lys

Leu

Leu

Pro
65

Ala

Ile

Vval

Leu

50

Ala

Arg

Arg

Trp

35

Glu

Leu

Ala

Leu

20

Ala

Thr

Gln

Ser

Arg

Ser

Ser

Thr

val

Pro

Arg

Glu

Gly
70

Leu

Gly

Glu

Gly

Ser

Ser

Gly

Leu

40

Cys

Glu

66

Gly

Lys

25

Glu

Lys

Glu

Gly

10

Lys

Arg

Gln

Leu

Lys

Lys

Phe

Ile

Arg
15

Leu

220

Pro

Trp

Ser

Pro

Gly

300

val

Leu

Tyr

Ala

Ile

60

Ser

205

Lys

Ser

Arg

Thr

Len

285

Thr

Leu

Asp

Arg

Leu

45

Gly

Leu

Thr

Pro

Glu

Tyr

270

Glu

Gln

Glu

Ala

Leu

30

Asn

Gln

Tyr

Val

Glu

Arg

255

Leu

aArg

Gly

Ser

Trp

15

Lys

Pro

Leu

Asn

Arg

Gly

240

Gln

Gly

Leu

Val

Gly
320

Glu

His

Gly

Gln

Thr
80



Val

Lys

Lys

Gln

Ala

145

Lys

Gly

His

Ala

Gly

225

Thr

val

val

Lys

Ala

305

Leu

Ala

Glu

Ala

Asn

130

Tle

Ala

Ala

Gln

Glu

210

Gln

Leu

Gly

Arg

Glu

290

Glu

Val

Thr

Ala

Gln

115

Tyr

Ser

Phe

Thr

Ala
185

Trp

Met

Gln

Asp

Met

275

Pro

Gln

Gln

Leu

Leu

100

Gln

Pro

Pro

Ser

Pro

180

Ala

Asp

Arg

Glu

Ile

260

Tyr

Phe

Ala

Asn

Tyr

85

Asp

Ala

Ile

Arg

Pro

165

Gln

Met

Arg

Glu

Gln

245

Tyr

Ser

Arg

Ser

Ala
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Cys

Lys

Ala

Val

Thr

150

Glu

Asp

Gln

Leu

Pro

230

Ile

Lys

Pro

Asp

Gln

310

Asn

val

Ile

Ala

Gln

135

Leu

Val

Leu

His
215

Arg

Gly

val

Tyr

295

Asp

Pro

His

Glu

Asp

120

Asn

Asn

Ile

Asn

Leu

200

Pro

Gly

Trp

Trp

Ser

280

Val

val

Asp

67

Glu

Glu

105

Thr

Leu

Ala

Pro

Thr

185

Lys

Val

Ser

Met

Ile

265

Ile

Asp

Lys

Cys

Lys

90

Glu

Gly

Gln

Trp

Met

170

Met

Asp

His

Asp

Thr

250

Ile

Leu

Arg

Asn

Lys

Ile

Gln

Asn

Gly

Val

155

Phe

Leu

Thr

Ala

Ile

235

Ser

Leu

Asp

Phe

Trp
315

Thr

Glu

Asn

Ser

Gln

140

Lys

Ser

Asn

Ile

Gly

220

Ala

Asn

Gly

Ile

Phe

300

Ile

Val

Lys

Ser

125

Met

Val

Ala

Thr

Asn

205

Pro

Gly

Pro

Leu

Arg

285

Lys

Thr

Leu

Lys

Ser

110

Gln

Val

Ile

Leu

Val

190

Glu

Ile

Thr

Pro

Asn

270

Gln

Thr

Glu

Arg

Asp

95

Lys

Val

His

Glu

Ser

175

Gly

Glu

Ala

Thr

Ile

255

Lys

Gly

Leu

Thr

Ala

Thr

Gln

Ser

Gln

Glu

160

Glu

Gly

Ala

Pro

Ser

240

Pro

Ile

Pro

Arg

Leu

320

Leu



10

Gly

Gly

Ala

Arg

385

Arg

Glu

Gly

Ser

Glu

465

Tyr

Gln

<210> 22

<211> 818
<212> ADN

Pro

Gly

Thr

370

Arg

Asn

Gly

Lys

Arg

450

Glu

Pro

Tyr

Gly

Pro

355

Asn

Ile

Cys

His

Ile

435

Pro

Ile

Leu

Pro

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Secuencia de ADN de E6-E7 del VPH genotipo 16

<400> 22

Ala

340

Gly

Ser

Val

Arg

Gln

420

Trp

Glu

Thr

Ala

Tyr
500

325

Thr

His

Asn

Lys

Ala

405

Met

Pro

Pro

Pro

Ser

485

Asp

ES 2706 501 T3

Leu

Lys

Ile

Cys

390

Pro

Lys

Ser

Thr

Ser

470

Leu

Val

Glu

Ala

Met

375

Phe

Arg

Azp

His

Ala

455

Pro

Lys

Pro

Glu

Arg

360

Met

Asn

Lys

Cys

Lys

440

Pro

Lys

Ser

Asp

68

Met

345

Val

Gln

Cys

Lys

Thr

425

Gly

Fro

Gln

Leu

Tyr
505

330

Met

Leu

Arg

Gly

Gly

410

Glu

Arg

Ala

Glu

Phe

490

Ala

Thr

Ala

Gly

Lys

395

Cys

Arg

Pro

Glu

Fro

475

Gly

Ala

Glu

Aszn

380

Glu

Trp

Gln

Gly

Ser

460

Lys

Asn

Cys

Ala

365

Phe

Gly

Lys

Ala

Asn

445

Phe

Asp

Asp

Gln

350

Met

Arg

His

Cys

Aszn

430

Phe

Gly

Arg

Pro

335

Gly

Ser

Gly

Ile

Gly

415

Phe

Leu

Phe

Glu

Leu
495

Val

Gln

Fro

Ala

400

Lys

Leu

Gln

Gly

Leu

480

Ser
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gaattcgcca ccatggactg gacctggate ctghttcecctgg tggecgceccge cacacgggtg 60
cacagcttec aggaccccca ggagagcgge agaaagcetge ctcagcetgtg taccgagetg 120
cagaccacca tccacgacat catcctggag tgtgtgtact gtaagcageca gectgetgagg 180
agagaggtgt acgaccggga cctgtgtatc gtgtacaggg acggcaatce ctacgecegtg 240
tgtgacaagt gcctgaagtt ctacagcaag atcagcgagt accggcacta ctgctacage 300
ctgtacggeca ccaccctgga gecagecagtac aacaageccec tgtgtgacct gectgatecgg 360
tgtatcaact gccagaagcc cctgcagaga cacctggaca agaagcageg gttccacaac 420
atcaggggea gatggacegg cagatgtatg agetgetgec ggagcagecag aaccagaagg 480
gagacceage tgagaggccqg gaagagaaga agecacggeg ataccccocac cctgcacgaqg 540
tacatgetgg acctgeagec tgagaccace gatcotgtacg getacggeca getgaatgac 600
agcagcgagg aggaggatga gatcgacgge cctgcoggec aggeccgagce cgacagagcec 660
cactacaaca tcgtgacctt ttgctgtaag tgtgacageca cectgagact gtgegtgeag 720
agcacccacyg tggacatcag aaccctggag gatctgetga tgggcaccect gggecategtyg 780
tgteecatet getcecagaa acectgatga geggeege 818

<210> 23

<211> 264

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Secuencia de proteina E6-E7 del VPH genotipo 16

<400> 23

69



Met

His

Cys

Tyr

Cys

65

Leun

Leu

Leu

Asp

Cys

145

Arg

Tyr

Gln

Gly

Cys

225

Asp

Cys

Asp

Ser

Thr

Cys

50

Ile

Lys

Tyr

Leu

Lys

130

Met

Gly

Leu

Gln

210

Lys

Ile

Pro

Trp

Phe

Glu

35

Lys

val

Phe

Gly

Ile
115

Lys

Ser

Arg

Leu

Asn

195

Ala

Cys

Ile

Thr Trp

Gln Asp
20

Leu Gln

Gln Gln

Tyr Arg

Tyr Ser
85

Thr Thr
100

Arg Cys

Gln Arg

Cys Cys

Lys Arg
165

Asp Leu
180

Asp Ser

Glu Pro

Asp Ser

Thr Leu

245

Cys Ser
2460
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Ile

Pro

Thr

Leu

Asp

70

Lys

Leu

Ile

Phe

Arg

150

Arg

Gln

Ser

Asp

Thr

230

Glu

Gln

Leu

Gln

Thr

Leu

55

Gly

Ile

Glu

Asn

His

135

Ser

Ser

Pro

Glu

Arg

215

Leu

Asp

Lys

Phe

Glu

Ile

40

Arg

Asn

Ser

Gln

Cys
120

Asn

Ser

His

Glu

Glu

200

Ala

Arg

Leu

Pro

70

Leu

Ser

25

His

Arg

Fro

Glu

Gln

105

Gln

Ile

Arg

Gly

Thr

185

Glu

His

Leu

Leu

val

10

Gly

Asp

Glu

Tyr

Tyr

90

Tyr

Lys

Arg

Thr

Asp

170

Thr

Asp

Tyr

Cys

Met
250

Ala

Arg

Ile

Val

Ala

75

Arg

Asn

Pro

Gly

Arg

155

Thr

Asp

Glu

Asn

val

235

Gly

Ala

Lys

Ile

Tyr

60

val

His

Lys

Leu

Arg

140

Arg

Pro

Leu

Ile

Ile

220

Gln

Thr

Ala

Leu

Leu

45

Asp

Cys

Tyr

Pro

Gln
125

Trp

Glu

Thr

Tyr

Asp

205

val

Ser

Leu

Thr

Pro

30

Glu

Arg

Asp

Cys

Leu

110

Arg

Thr

Thr

Leu

Gly

130

Gly

Thr

Thr

Gly

Arg

15

Gln

Cys

Asp

Lys

Tyr

95

Cys

His

Gly

Gln

His

175

Tyr

Fro

Phe

His

Ile
255

Val

Leu

val

Leu

Cys

80

Ser

Asp

Leu

Arg

Leu

160

Glu

Gly

Ala

Cys

val

240

Val
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<210> 24

<211> 15

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Epitopo inmunodominante de E6 del VPH

<400> 24

Leu Cys Ile Val Tyr Arg Asp Gly Asn Pro Tyr Ala Val Cys Asp
1 5 10 15

<210> 25

<211> 15

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Epitopo inmunodominante de E7 del VPH

<400> 25

Ala Glu Pro Asp Arg Ala His Tyr Asn Ile Val Thr Phe Cys Cys
1 5 10 15

<210> 26

<211> 142

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Secuencia consenso de E6 del VPH

<400> 26

71
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<210> 27
<211> 97

Phe

Glu

Lys

Val

Phe

65

Gly

Ile

Lys

Ser

<212> PRT
<213> Secuencia artificial

<220>

Gln

Leu

Gln

Tyr

50

Tyr

Thr

Arg

Gln

Cys
130

Asp

Gln

Gln

35

Arg

Ser

Thr

Cys

Arg

115

Cys

Pro

Thr

20

Len

Asp

Lys

Leu

Ile

100

Phe

Arg

Gln

Thr

Leu

Gly

Ile

Glu

85

Asn

His

Ser

ES 2706 501 T3

Glu

Ile

Arg

Asn

Ser

70

Gln

Cys

Asn

Ser

<223> Secuencia consenso de E7 del VPH

<400> 27

Ser

His

Pro

55

Glu

Gln

Gln

Ile

Arg
135

Gly

Asp

Glu

40

Tyr

Tyr

Tyr

Lys

Arg

120

Thr

Arg

Ile

25

Val

Ala

Arg

Asn

Pro
105

Lys

10

Ile

Tyr

Val

His

Lys

90

Leu

Arg

Arg

Leu

Leu

Asp

Cys

Tyr

75

Pro

Gln

Trp

Glu

Pro

Glu

Arg

Asp

Cys

Len

Arg

Thr

Thr
140

Gln

Cys

Asp

45

Lys

Tyr

Cys

His

Gly

125

Gln

Leu

Val

30

Leu

Cys

Ser

Asp

Leu

110

Arg

Leu

Cys

15

Tyr

Cys

Leu

Leu

Leu

95

Asp

Cys

Thr

Cys

Ile

Lys

Tyr

80

Leu

Lys

Met

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

1

5

10

15

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

72
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15

20

25

30

35

Glu

Ala

Arg
65

Leu

Pro

<210> 28
<211>18
<212> PRT

Glu

His

50

Leu

Leu

ES 2706 501 T3

20 25 30

Asp Glu Ile Asp Gly Pro Ala Gly Gln Ala Glu Pro Asp Arg
35 40 45

Tyr Asn Ile Val Thr Phe Cys Cys Lys Cys Asp Ser Thr Leu
55 60

Cys Val Gln Ser Thr His Val Asp Ile Arg Thr Leu Glu Asp
70 75 80

Met Gly Thr Leu Gly Ile Val Cys Pro Ile Cysg Ser Gln Lys
85 90 95

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Secuencia lider de IgE

<400> 28

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

1

His

<210> 29
<211>7
<212> PRT

Ser

5 10 15

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Secuencia de escisién proteolitica

<400> 29

<210> 30
<211> 1766
<212> ADN

Arg Gly Arg Lys Arg Arg Ser
1 5

<213> Secuencia artificial

<220>

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

<400> 30

73
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gaattegeca ccatggactg gacctggate ctgttectgg tggecgetge aacacgggtyg 60
cacagcetace aagtgaggaa tageagegge ctgtaccacg tgaccaacga ctgcetecaac 120
agcagcateg tgtacgagge cgecgacatg atcatgecaca ceocceeggetg tgtgecctgt 180
gtgagagagg gcaacagctc cagatgctgg gtggccctga cccocctaccgt ggcoccgcocaga 240
gatggcagcc tgcccaccac caccctgagg agacacgtgg acctgettgt gggcagegeco 300
accctgtgta gcocgccatgta tgtgggegat ctgtgtggea gegtgtttet tgtgggecag 360
ctgtteacct teagoccocag aaggcactgg acegtgeagg actgtaactg cteocatetac 420
coceggocaca tcaceggoca cagaatggee tgggacatga tgatgaactg gagecctace 480
accgeectgyg tggtgtocea getgetgaga ateccteagg ceatagtgga catggtggece 540
ggagcccact ggggcgtgcet ggccggcatc goctacttca gecatggtggg caactgggec 600
aaggtgctcg tggtgctget gectgttcgee ggecgtggacg gcagaggecag gaagagaagg 660
agcgagaccc acgtgaccgg cggcaccgcc ggcagaacca cagccggect tgtgggectg 720
ttcacccotg gegecaagea gaacatccag ctgatcaaca ccaacggeag ctggeacate 780
aacagcaccg ccctgaactg taacgacage ctgaacaceg getggetgge cggcectgtte 840
taccagcaca agttcaacag cageggetge ccocgagagaa tggeocagetg tagacccoctg 900
gatgagttcg cccagggctg gggccccatc acctacgcca atggcagcgg ccctgaccag 960
agaccctact gctggcacta cgcccccaga ccctgtggea tcgtgcccge caagagegtg 1020
tgtggccccyg tgtactgcectt cacccctage ccegtggttg tgggcaccac cgacagaagce 1080
ggagccoceca octacagetg gggogagaac gagaccgacyg tgetggtget gaacaacacce 1140
agaccecece tgggeaattg gtteggetgt acetggatga acageacegg cttcaccaaa 1200
gtgtgtggeg cceoctecetg tgtgategge ggagtgggea acaacaceoct gacctgeoccce 1260
accgactgct tcagaaagca ccccgaggcc acctactcca gatgtggecag cggaccttgg 1320
ctgaccccca gatgtatggt ggactacccc tacaggctgt ggcactaccc ctgtaccgtg 1380
aacttcacca tcttcaaagt gaggatgtat gtggggggeg tggagcacag actggaggceco 1440
gectgtaatt ggaccagggg <gagagatgt gacctggagg accgggatag aagegagetg 1500
tecectetge tgotgteocac cacegaghtgg caggtgetge cttgtagett caccacectyg 1560
cocgeectga geaceggeet gateocacetyg caccagaaca tegtggacgt geagtacctg 1620
tacggagtgyg gctctagcat cgtgtcctgg goccatcaagt gggagtacgt ggtgetgetg 1680
ttcctgetge tggoccgacgc cagagtgtgt agectgocctgt ggatgatget gotgatcage 1740
caggccgagg cctgatgagc ggccgce 1766
<210> 31
<211> 580

74
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<212> PRT
<213> Secuencia artificial

<220>

ES 2706 501 T3

<223> Secuencia de la proteina E1-E2 consenso del VHC genotipo 1ay 1b

<400> 31

His

His

Cys

65

Pro

Thr

Gln

Met

145

Val

Gly

Gly

Asp

Ser

Cys

Thr
50

Trp

Thr

Leu

val

Asp

130

Ala

Ser

Ala

Asgn

Gly
210

Trp

Tyr

Ser

35

Pro

Val

Thr

Cys

Gly

115

Cys

Trp

Gln

His

Trp

185

Arg

Thr

Gln

20

Asn

Gly

Ala

Thr

Ser

100

Gln

Asn

Azp

Leu

Trp
180

Ala

Gly

Val

Ser

Cys

Leu

Leu

85

Ala

Leu

Cys

Met

Leu

165

Gly

Lys

Ile

Arg

Ser

Val

Thr

70

Arg

Met

FPhe

Ser

Met

150

Arg

Val

Val

Lys

Leu

Asn

Ile

Pro

55

Pro

Arg

Tyr

Thr

Ile

135

Met

Ile

Leu

Leu

Arg
215

Phe

Ser

Val

40

Cys

Thr

His

Val

FPhe

120

Tyr

Azn

Pro

Ala

Val

200

Arg

75

Ser

25

Tyr

Val

Val

Val

Gly

105

Ser

Pro

Trp

Gln

Gly

185

Val

Ser

Val Ala Ala Ala Thr

10

Gly

Glu

Arg

Ala

Asp

90

Agp

Pro

Gly

Ser

Ala

170

Ile

Leu

Glu

Leu

Ala

Glu

Ala

75

Leu

Leu

Arg

His

Pro

155

Ile

Ala

Leu

Thr

Tyr

Ala

Gly

60

Arg

Leu

Cys

Arg

Ile

140

Thr

Vval

Tyr

Leu

His
220

His

Asp

45

Azn

Asp

Val

Gly

His

125

Thr

Thr

Asp

Phe

Phe

205

Val

Val

30

Met

Ser

Gly

Gly

Ser
1190

Trp

Gly

Ala

Met

Ser

150

Ala

Thr

Arg

15

Thr

Ile

Ser

Ser

Ser

95

Val

Thr

His

Vval

175

Met

Gly

Gly

Val

Asn

Met

Arg

Leu

80

Ala

Phe

val

Arg

Vval

160

Ala

Vval

val

Gly



Thr

225

Ala

Asn

Ala

aArg

Pro
305

Trp

Cys

Thr

Asp

Gly

385

Pro

Thr

Ser

Leu

Met

Ala

Lys

Ser

Gly

Met

290

Ile

Hisg

Gly

Asp

val

370

Cys

Pro

Asp

Gly

Trp

450D

Tyr

Gly

Gln

Thr

Leu

275

Ala

Thr

Tyr

Pro

Arg

355

Leu

Thr

Cys

Cys

Pro

435

His

val

Arg

Asn

Ala

260

Phe

Ser

Tyr

Ala

val

340

Ser

Val

Trp

Val

Phe

420

Trp

Tyr

Gly

Thr

Ile

245

Leu

Tyr

Cys

Ala

Pro

325

Tyr

Gly

Leu

Met

Ile

405

Arg

Len

Pro

Gly

ES 2706 501 T3

Thr

230

Gln

Asn

Gln

Arg

Asn

310

Arg

Cys

Ala

Asn

Asn

380

Gly

Lys

Thr

Cys

val

Ala

Leu

Cys

His

Pro

295

Gly

Pro

Phe

Pro

Asn

375

Ser

Gly

His

Pro

Thr

455

Glu

Gly

Tle

Asn

Lys

280

Leu

Ser

Cys

Thr

Thr

360

Thr

Thr

Val

Pro

Arg

440

Val

His

76

Leu

Asn

Asp

265

Phe

Asp

Gly

Gly

Pro

345

Tyr

Arg

Gly

Gly

Glu

425

Cys

Asn

Arg

Val

Thr

250

Ser

Asn

Glu

Pro

Ile

330

Ser

Ser

Pro

Phe

Asn

410

Ala

Met

Phe

Leu

Gly

235

Asn

Leu

Ser

Phe

Asp

315

Val

Pro

Trp

Pro

Thr

395

Asn

Thr

val

Thr

Glu

Leu

Gly

Asn

Ser

Ala

300

Gln

Pro

val

Gly

Len

380

Lys

Thr

Tyr

Asp

Ile

460

Ala

Phe

Ser

Thr

Gly

285

Gln

Arg

Ala

val

Glu

365

Gly

val

Leu

Ser

Tyr

445

Phe

Ala

Thr

Trp

Gly

270

Cys

Gly

Pro

Lys

vVal

330

Asn

Asn

Cys

Thr

Arg

430

Pro

Lys

Cys

Pro

His

255

Trp

Pro

Trp

Tyr

Ser

335

Gly

Glu

Trp

Gly

Cys

415

Cys

Tyr

Val

Asn

Gly

240

Ile

Leu

Glu

Gly

Cys

320

Val

Thr

Thr

Phe

Ala

400

Pro

Gly

Arg

Arg

Trp
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465

Thr

Ser

Phe

Asn

Ser

545

Ala

Gln

<210> 32
<211> 192
<212> PRT

Arg

Pro

Thr

Ile

530

Trp

Asp

Ala

Gly

Leu

Thr

515

val

Ala

Ala

Glu

<213> Secuencia artificial

<220>

Glu

Leu

500

Leu

Asp

Ile

aArg

Ala
580

Arg

485

Leu

Pro

val

Lys

Val
565

ES 2706 501 T3

470

Cys

Ser

Ala

Gln

Trp

550

Cys

<223> Secuencia consenso de E1 del VHC

<400> 32

Asp

Thr

Leu

Tyr

535

Glu

Ser

Leu

Thr

Ser

520

Leu

Tyr

Cys

77

Glu

Glu

505

Thr

Tyr

Val

Leu

Asp

490

Trp

Gly

Gly

Val

Trp
570

475

Arg

Gln

Leu

val

Leu

555

Met

Asp

Val

Ile

Gly

540

Leu

Met

Arg

Leu

His

525

Ser

Phe

Leu

Ser

Pro

510

Leu

Ser

Leu

Leu

Glu

495

Cys

His

Ile

Leu

Ile
575

480

Leu

Ser

Gln

val

Leu

560

Ser
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Tyr Gln Val

Ser Asn Ser

Pro Gly Cys
35

Val Ala Leu
50

Thr Thr Leu
65

Cys Ser Ala

Gly Gln Leu

Cys Asn Cys
115

Trp Asp Met
130

Gln Leu Leu
145

His Trp Gly

Trp Ala Llys

<210> 33

<211> 363

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

Arg

Ser

20

Val

Thr

Arg

Met

Phe

100

Ser

Met

Arg

vVal

vVal
180

Asn

Ile

Pro

Pro

Arg

Tyr
85

Thr

Ile

Met

Ile

Leu

165

Leu

ES 2706 501 T3

Ser

vVal

Cys

Thr

His

70

Val

Phe

Tyr

Asn

Pro

150

Ala

vVal

<223> Secuencia consenso de E2 del VHC

<400> 33

Ser

Tyr

Val

Val

55

vVal

Gly

Ser

Pro

Trp

135

Gln

Gly

vVal

Gly

Glu

Arg

40

Ala

Asp

Asp

Pro

Gly

120

Ser

Ala

Ile

Leu

78

Leu

Ala

25

Glu

Ala

Leu

Leu

Arg

105

His

Pro

Ile

Ala

Leu
185

Tyr

10

Ala

Gly

Arg

Leu

Cys
90

Arg

Ile

Thr

Val

Tyr

170

Leu

Hisg

Asp

Asn

Asp

vVal

75

Gly

Hisg

Thr

Thr

Asp

155

Phe

Phe

Val

Met

Ser

Gly

Gly

Ser

Trp

Gly

Ala

140

Met

Ser

Ala

Thr

Ile

Ser

45

Ser

Ser

Val

Thr

His

125

Leu

Val

Met

Gly

Asn

Met

30

Arg

Leu

Ala

Phe

Val

110

Arg

vVal

Ala

vVal

vVal
190

Asp

15

His

Cys

Pro

Thr

Leu
95

Gln

Met

vVal

Gly

Gly

175

Asp

Cys

Thr

Trp

Thr

Leu

80

Val

Asp

Ala

Ser

Ala

160

Asn

Gly



Glu

Val

Thr

Ser

Asn

65

Glu

Pro

Thr

Gly

Asn

Leu

50

Ser

Phe

Asp

His

Leu

Gly

Asn

Ser

Ala

Gln

Val

Phe

20

Ser

Thr

Gly

Gln

aArg
100

Thr

Thr

Trp

Gly

Cys

Gly

85

Pro

ES 2706 501 T3

Gly

Pro

His

Trp

Pro

70

Trp

Tyr

Gly

Gly

Ile

Leu

55

Glu

Gly

Cys

Thr

Ala

Asn

40

Ala

aArg

Pro

Trp

79

Ala

Lys

25

Ser

Gly

Met

Ile

His
105

Gly

10

Gln

Thr

Leu

Ala

Thr

90

Tyr

Arg

Asn

Ala

Phe

Ser

75

Tyr

Ala

Thr

Ile

Leu

Tyr

60

Cys

Ala

Pro

Thr

Gln

Asn

45

Gln

aArg

Asn

aArg

Ala

Leu

30

Cys

His

Pro

Gly

Pro
110

Gly

15

Ile

Asn

Lys

Leu

Ser

95

Cys

Leu

Asn

Asp

Phe

Asp

80

Gly

Gly



Ile

Ser

Ser

145

Pro

Phe

AsSn

Ala

Met

225

Phe

Leu

Asp

Trp

Gly

305

Gly

Val

Trp

val

Pro
130

Trp

Pro

Thr

AsSn

Thr

210

Vval

Thr

Glu

Arg

Gln

290

Leu

Val

Leu

Met

Pro

115

Val

Gly

Leu

Lys

Thr

195

Tyr

Asp

Ile

Ala

Asp

275

Val

Ile

Gly

Leu

Met
355

Ala

val

Glu

Gly

val

180

Leu

Ser

Tyr

Fhe

Ala

260

Arg

Leu

Hig

Ser

Phe

340

Leu

Lys

val

Asn

Asn

165

Cys

Thr

Arg

Pro

Lys

245

Cys

Ser

Pro

Leu

Ser

325

Leu

Leu

ES 2706 501 T3

Ser

Gly

Glu

150

Trp

Gly

Cys

Cys

Tyr

230

val

Asn

Glu

Cys

Hig

310

Ile

Leu

Ile

Val

Thr

135

Thr

Phe

Ala

Pro

Gly

215

Arg

Arg

Trp

Leu

Ser

295

Gln

val

Leu

Ser

Cys

120

Thr

Asp

Gly

Pro

Thr

200

Ser

Leu

Met

Thr

Ser

2B0

Phe

Agn

Ser

Ala

Gln
360

80

Gly

Asp

Val

Cys

Pro

185

Asp

Gly

Trp

Tyr

aArg

265

Pro

Thr

Ile

Trp

Asp

345

Ala

Pro

Arg

Leu

Thr

170

Cys

Cys

Pro

His

Val

250

Gly

Leu

Thr

Val

Ala

330

Ala

Glu

val

Ser

Val
155

Trp

val

Fhe

Trp

Tyr

235

Gly

Glu

Leu

Leu

Asp

315

Ile

Arg

Ala

Tyr

Gly

140

Len

Met

Ile

Arg

Leu

220

Pro

Gly

Arg

Leu

Pro

300

Val

Lys

Val

Cys

125

Ala

Asn

Asn

Gly

Lys

205

Thr

Cys

val

Cys

Ser

285

Ala

Gln

Trp

Cys

FPhe

Pro

Asn

Ser

Gly

190

His

Pro

Thr

Glu

Asp

270

Thr

Leu

Tyr

Glu

Ser
350

Thr

Thr

Thr

Thr

175

val

Pro

Arg

val

His

255

Leu

Thr

Ser

Leu

Tyr

335

Cys

Pro

Tyr

Arg

160

Gly

Gly

Glu

Cys

Asn

240

Arg

Glu

Glu

Thr

Tyr

320

val

Leu
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81

<210> 34

<211> 3512

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 34
ggtaccgaat teogecaccat ggactggacce tggatcctgt tectgghgge cgotgecaca 60
agagbtgcaca geocccaggge ccoccaggtge agagecghbge ggagectget geggagccac 120
taccgggagg tgctgcecet ggeocacctitce gtgoggagge tgggcectca ggggtggogg 180
ctggtgcaga gaggcgaccce tgoocgoctte agagecctgg tggcoccagtg cctggtgtge 240
gtgcectggg acgecagace tcceccctgec goccctaget tccggcaggt gtectgectg 300
aaagaactgg tggccecgggt gotgoagegg ctgtgegaga ggggegecaa gaacghbgetg 360
gocttegget teogecctget ggacggogec agaggeggoee chcoccgagge cttcaccacce 420
tcocgtgagaa geotacctgee caacaccgtg accgacgoce tgagaggcag cggogettgg 480
ggectgetge tgegeagagt gggegacgac gtgetggtge acctgetgge cagatgegec 540
ctgttegtge tggtegecece cagetgegee taccaggtgt geggoccace cctgtaccag 600
ctgggageoeg ceacccagge cagacococt cctecacgeoet ceggoccocag goggagactg 660
ggctgogage gggcecctggaa ccacageghbg cgggaggecg geghgecccoct gggoctgeca 720
geooccctggeg ccagaagaag gggoggcagc gocagcagaa gectgeccct goccaagegg 780
cccagacgeg gagocogecee tgagoccocgag agaaccecceyg tgggoccaggg ctethgggcee 840
caccetggee ggaccagagyg cccocagogac cggggottet gegtggtgte cceecgeocaga 900
cocogocgagg aagecaccte cctggaagge gocctgageg goaccaggea cagocaceoc 960
agegtgggee gecagecacca cgocggacoe cocageaccet ccaggeccee caggecetgg 1020
gacacccctt gocccocctgt gtacgeocgag accaagcact tectgtacag cagocggegac 1080
aaagagcagce tgcggececayg cttectgetyg tcoccageocktga ggccctocct gacoggeget 1140Q
aggogectgyg tggagaccat cttteoctggge agecggecct ggatgeccgy caccoccagyg 1200
cggetgecca ggetgeccca geggtactgg cagatgagge cteotgttect ggaactgetg 1260
ggeaaccacyg cocagtgecee ctacggegtg ctgetgaaaa cccactgece cotgagagec 1320
gcoegtgacee cageoegecgg agtgtgegec agagagaage ctcagggeag cgtggecget 1380
cccgaggaag aggacaccga ccocccagacgce ctggtgcage tgctgoeggeca gcacageage 144Q
cocttggoagyg tgtacggett cgbgogggee tgectgagaa ggcoctggtgee coccetggectyg 1500
tggggcagca ggracaacga goggogottt ctgoggaaca ccaagaagtt catcagectyg 1560
gggaagcacyg ccaagcetgte cetgecaggaa ctgaccetgga agatgagegt geggggetge 1620
goctggetga gaagatcococe tggegtggge tgegtgectyg cogecgagea ceggetgegg 1680



gaggaaatce
agatccttct
aagagcgtgt
ctgagagagce
accagccgge
tacgtggtygg
gtgaaggcee
goccagogtge
cgggcccagyg
gacaccatce
acctactgeg
gccttcaaga
gcccacctge
ctgaacgagg
gtgcggatcec
tcecaccctge
aggcggygacy
acccacgcca
gtgaacctga
gccttegtge
cggaccctoyg
ctgacctteca
ctgcggectoa
tgcaccaaca
cagctgcect
gacaccgcca
gccaagggag
tttectgetga
accgeccaga
gccgcocaacce

ccocgactacyg

tggccaagtt
tctacgtgac
ggagcaaget
tgtcocgagge
tgecggtteat
gcgccaggac
tgttcagegt
tgggecetgga
acccccectaoc
ccocaggaccy
tgeggagata
gccacgtgag
aggaaaccag
ccagcagcgg
ggggcaagay
tgtgctcecet
gactgctget
agacctttct
gaaagaccgt
agatgecctgc
aagtgcagag
acaggggectt
agtgccacag
tctacaagat
ttcaccagca
gecetgtgeota
cogeoggace
agctgacceg
cccagetgte
ccgeectgec

cctgatgage

ES 2706 501 T3

cctgecactgg
cgagaccacc
gcagageatce
cgaagtgagqg
ccccaagecc
ctteooggogg
gctgaactac
cgacatccac
cgagctgtac
gctgaccgag
cgeegtggtyg
caccctgace
ccecctgogyg
cctgttegac
ctacgtgcag
gtgctacggce
gagactggtyg
gecggacccectg
ggtgaacttc
ccatggactg
cgactacagc
caaggccggco
cctgtttetg
cctgetgetg
ggtgtggaag
cagcatcctg
tetgeecage
gcaccgggtyg
ccggaagetyg
ctoccgactte

ggcogogagoe

ctgatgagcg
ttccagaaga
ggcatcegge
cagcaccggg
gacggcctge
gagaagcggy
gagcgggcca
cgggectgge
ttegtgaagyg
gtgatcgeoca
cagaaggceg
gacctgcagc
gatgcegtgy
gtgttecctga
tgccagggceca
gacatggaaa
gacgacttcc
gtgcgeggeg
ccegtggagg
tteccttggt
agctacgeccc
aggaacatgc
tacctgcagg
caggectacce
aaccctacct
aaggccaaga
gaggeegtge
acctacgtgce
cetggeacea
aagaccatcc

te

82

tgtacgtggt
actacctgtt
agcacctgaa
aggccagacco
ggccecategt
ccgageggcet
ggcggecagy
ggaccttegt
tggacgtgac
gcatcatcaa
coccacggoca
cctacatgeg
tgatcgagea
gattcatgtg
tcccacaggyg
acaagctgtt
tgctggtgac
tgeccgagta
acgaggccct
gcgggetget
ggaccageat
ggcggaagct
tgaacagect
ggttccacge
tettectgeg
acgcecggcat
agtggetgtg
ccetgetggyg
ccectgacage

tggactaccc

ggagetgetg
cttectacegg
gcgggtgcag
tgceceotgetg
gaacatggac
gaccteogagqg
cctgetggge
getgagagtg
aggcgectac
gocccagaac
cgtgeggaayg
gcagttegtg
gagcagcage
ccaccacgcc
cagcatcctg
cgcceggecatce
ccoccaccetg
cggctgegtyg
gggcggcaca
gctggacace
cocgggectoce
gtttggegtg
gcagacegtg
ctgegtgetg
ggtgatcagc
gagcetggge
ccaccaggeo
cagecctgegg
cetggaagee

ctacgacgtg

1740

1800

1860

1920

1980

2040

2100

2160

2220

2280

2340

2400

2460

2520

2580

2640

2700

2760

2820

2880

2940

3000

3060

3120

3180

3240

3300

3360

3420

3480

3512



<210> 35
<211> 11

58

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 35

Met

His

Ser

Gly

Arg

65

Pro

Leu

Val

Pro

Thr

145

Val

Val

Tyr

Gly

Asp

Ser

His

Pro

50

Ala

Pro

Val

Leu

Glu

130

Asp

Gly

Leu

Gln

Pro
210

Trp

Pro

Tyr

35

Gln

Pro

Ala

Ala

115

Ala

Ala

Asp

Val

Leun

195

Arg

Thr

Arg

20

Arg

Gly

Val

Ala

Arg

100

Phe

Phe

Leun

Asp

Ala

180

Gly

Arg

Trp

Ala

Glu

Trp

Ala

Ala

85

Val

Gly

Thr

Arg

Val

165

Pro

Ala

Arg
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Ile

Pro

Val

Arg

Gln

70

Pro

Leu

Phe

Thr

Gly

150

Ser

Ala

Leu

Leu

Arg

Leu

Leu

55

Cys

Ser

Gln

Ala

Ser

135

Ser

Val

Cys

Thr

Gly
215

Phe

Cys

Pro

40

Val

Phe

Arg

Leu

120

Val

Gly

His

Ala

Gln

200

Cys

83

Leu

Arg

25

Gln

Val

Arg

Leu

105

Leu

Arg

Ala

Tyr
185

Ala

Glu

Val

10

Ala

Ala

Arg

Cys

Gln

90

Cys

Asp

Ser

Trp

Leu

170

Gln

Arg

Arg

Ala

Val

Thr

Gly

Val

15

Val

Glu

Gly

Tyr

Gly

155

Ala

Val

Pro

Ala

Ala

Arg

Phe

Asp

60

Pro

Ser

Arg

Ala

Leu

140

Leun

Arg

Cys

Pro

Trp
220

Ala

Ser

Val

45

Pro

Trp

Cys

Gly

Arg

125

Pro

Leun

Cys

Gly

Pro

205

Asn

Thr

Leu

30

Arg

Ala

Asp

Leu

Ala

110

Gly

Asn

Leun

Ala

Pro

190

His

His

Arg

15

Arg

Ala

Ala

Lys

95

Lys

Gly

Thr

Arg

Leu

175

Pro

Ala

Ser

Val

Arg

Phe

Arg

80

Glu

Asn

Pro

Val

Arg

160

Phe

Leu

Ser

Val



Arg
225

Trp

Val

Ala

305

Hisg

Pro

Gly

Bro

Ser

385

Gln

His

Gln

Leu
465

Glu

Gly

Gly

Ala

Val

290

Leu

Ala

Cys

Asp

Ser

370

Arg

Arg

Ala

Ala

Gly

450

Val

Ala

Gly

Ala

Hisg

275

Ser

Ser

Gly

Pro

Lys

355

Leu

Pro

Tyr

Gln

Ala

435

Ser

Gln

Gly

Ser

Ala

260

Pro

Pro

Gly

Pro

Pro

340

Glu

Thr

Trp

Trp

Cys

420

Val

Val

Leu

Vval

Ala

245

Pro

Gly

Ala

Thr

Pro

325

Val

Gln

Gly

Met

Gln

405

Pro

Thr

Ala

Leu
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Pro

230

Ser

Glu

Arg

Arg

Arg

310

Ser

Tyr

Leu

Ala

Pro

390

Mat

Tyr

Pro

Ala

Arg
470

Leu

Arg

Pro

Thr

Pro

295

His

Thr

Ala

Arg

Arg

375

Gly

Arg

Gly

Ala

Pro

455

Gln

Gly

Ser

Glu

Arg

280

Ala

Ser

Ser

Glu

Pro

360

Arg

Thr

Pro

Val

Ala

440

Glu

His

84

Leu

Leu

Arg

265

Gly

Glu

His

Arg

Thr

345

Ser

Leu

Pro

Leu

Leu

425

Gly

Glu

Ser

Pro

Pro

250

Thr

Pro

Glu

Pro

Pro

330

Lys

Phe

val

Arg

Phe

410

Leu

Val

Glu

Sar

Ala

235

Leu

Pro

Ser

Ala

Ser

315

Pro

His

Leu

Glu

Arg

385

Leu

Lys

Cys

Asp

Pro
475

Pro

Pro

Val

Asp

Thr

300

Val

Arg

Phe

Leu

Thr

380

Leu

Glu

Thr

Ala

Thr
460

Trp

Gly

Lys

Gly

Arg

285

Ser

Gly

Pro

Leu

Ser

365

Ile

Pro

Leu

His

Arg

445

Asp

Gln

Ala

Arg

Gln

270

Gly

Leu

Arg

Trp

Tyr

350

Ser

Phe

Arg

Leu

Cys

430

Glu

Pro

Val

Arg

Pro

255

Gly

Phe

Glu

Gln

Asp

335

Ser

Leu

Leu

Leu

Gly

415

Pro

Lys

Arg

Tyr

Arg

240

Arg

Ser

Cys

Gly

His

320

Thr

Ser

Arg

Gly

Pro

400

Asn

Leu

Pro

Arg

Gly
480



Phe

Ser

Ser

Met

Cys

545

Phe

Phe

Tyr

His

Gln

625

Ile

Val

Ser

Arg

Arg

705

Pro

val

Leu

Ser

530

val

Leu

Phe

Arg

Leu

610

His

Pro

Gly

Pro
€90

Ala

Glu

Arg

His

Gly

515

val

Pro

His

Tyr

Lys

585

Lys

Arg

Lys

Ala

val

675

Gly

Trp

Leu

Ala

Asn

500

Lys

Arg

Ala

Trp

val

580

Ser

Arg

Glu

Pro

Arg

660

Lys

Leu

Arg

Tyr

Cys

485

Glu

His

Gly

Ala

Leu

565

Thr

Val

val

Ala

Asp

645

Thr

Ala

Leu

Thr

Phe
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Leu

Arg

Ala

Cys

Glu

550

Met

Glu

Trp

Gln

Arg

630

Gly

Phe

Leu

Gly

Phe

710

val

Arg

Arg

Lys

Ala

535

His

Ser

Thr

Ser

Leu

615

Pro

Leu

Arg

Phe

Ala

695

Val

Lys

Arg

Phe

Leu

520

Trp

Arg

Val

Thr

Lys

600

Arg

Ala

Arg

Arg

Ser

680

Ser

Leu

Val

85

Leu

Leu

505

Ser

Leu

Leu

Tyr

Phe

585

Leu

Glu

Leu

Pro

Glu

665

Val

Val

Arg

Asp

Val

490

aArg

Leu

aArg

aArg

Val

570

Gln

Gln

Leu

Leu

Ile

650

Lys

Leu

Leu

Val

Val

Pro

Asn

Gln

Glu

555

Val

Lys

Ser

Ser

Thr

635

Val

Arg

Asn

Gly

Arg

715

Thr

Pro

Thr

Glu

Ser

540

Glu

Glu

Asn

Ile

Glu

620

Ser

Asn

Ala

Tyr

Leu

700

Ala

Gly

Gly

Lys

Leu

525

Pro

Ile

Leu

Tyr

Gly

605

Ala

Arg

Met

Glu

Glu

685

Asp

Gln

Ala

Leu

Lys

510

Thr

Gly

Leu

Leu

Leu

590

Ile

Glu

Leu

Asp

Arg

670

Arg

Asp

Asp

Tyr

Trp
495

FPhe

Trp

Val

Ala

Arg

575

Fhe

Arg

Val

Arg

Tyr

655

Leu

Ala

Ile

Pro

Asp

Gly

Ile

Lys

Gly

Lys

560

Ser

Phe

Gln

Arg

Phe

640

Val

Thr

aArg

His

Pro

720

Thr



Ile

Gln

His

Asp

785

Ser

Glu

His

Pro

Asp

865

Leu

Ala

Cys

Glu

Phe

945

Ser

Pro

Asn

Gly

770

Leu

Pro

Ala

Ala

Gln

850

Met

Arg

Lys

val

Ala

930

Pro

Asp

Gln

Thr

155

His

Gln

Leu

Ser

val

835

Gly

Glu

Len

Thr

val

915

Leu

Trp

Tyr

Asp

740

Tyr

vVal

Pro

Arg

Ser

820

Arg

Ser

Asn

Val

Phe

900

Asn

Gly

Cys

Ser

725

Arg

Cys

Arg

Tyr

Asp

805

Gly

Ile

Ile

Lys

Asp

885

Leu

Leu

Gly

Gly

Ser
965

ES 2706 501 T3

Leu

val

Lys

Met

790

Ala

Leu

Arg

Leu

Leu

B70

Asp

Arg

aArg

Thr

Leu

950

Tyr

Thr

Arg

Ala

775

Arg

Val

Phe

Gly

Ser

855

Phe

Phe

Thr

Lys

Ala

935

Leu

Ala

Glu

Arg

760

Phe

Gln

Val

Asp

Lys

840

Thr

Ala

Leu

Leu

Thr

920

Phe

Leu

Arg

86

val

745

Tyr

Lys

Phe

Ile

val

825

Ser

Leu

Gly

Leu

val

505

Val

val

Asp

Thr

730

Ile

Ala

Ser

Val

Glu

810

Phe

Tyr

Len

Ile

val

890

Arg

val

Gln

Thr

Ser
970

Ala

Val

His

Ala

7595

Gln

Leu

Val

Cys

Arg

875

Thr

Gly

Asn

Met

Arg

935

Ile

Ser

Val

Val

780

His

Ser

Arg

Gln

Ser

860

Arg

Pro

Val

Phe

Pro

940

Thr

Arg

Ile

Gln

765

Ser

Leu

Ser

Phe

Cys

845

Leu

Asp

His

Pro

Pro

925

Ala

Leu

Ala

Ile

750

Lys

Thr

Gln

Sar

Met

830

Gln

Cys

Gly

Leu

Glu

910

Val

His

Glu

Ser

735

Lys

Ala

Leu

Glu

Leu

815

Cys

Gly

Tyr

Leu

Thr

835

Tyr

Glu

Gly

Val

Leu
975

Pro

Ala

Thr

Thr

800

Asn

His

Ile

Gly

Leu

B8O

His

Gly

Asp

Leu

Gln

960

Thr
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Phe Asn Arg Gly Phe Lys Ala Gly Arg Asn Met Arg Arg Lys Leu Phe
980 985 990

Gly Val Leu Arg Leu Lys Cys His Ser Leu Phe Leu Tyr Leu Gln 3
995 1000 1005

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

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

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

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

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

Ser Glu Ala Val Gln Trp Leu Cys His Gln Ala Phe Leu Leu Lys
1085 1090 1095

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

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

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

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

<210> 36

<211> 1707

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

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

<400> 36

87
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atggaaaaga tcgtgctgeot gttcgocatc gtgagcctgg tgaagagoga ccagatctge 60
atcggctace acgccaacaa cageaccgag caggtggaca ccatcatgga aaaaaacgtg 120
acogtgacece acgcoecagga catectggaa aagacccaca acggecaaget gtgeogacctg 180
gacggcocgtga agecccctgat cctgegggac tgecagegtgg cocggetgget getgggeoaac 240
cocatgtgeg acgagtteat caacgtgeoec gagtggaget acategtgga gaaggecaac 300
cocegtgaacg acctgtgeta ccecggegac ttcaacgact acgaggaact gaageoaccetg 360
ctgtcoccgga tcaaccactt cgagaagatc cagatcatcc ccaagagcag ctggtcocage 420
cacgaggcca gcctgggogt gagcagcgcec tgcccatacce agggcaagtc cagcettcttce 480
cggaacgtgg tgtggctgat caagaagaac agcacctacc ccaccatcaa gocggagcetac 540
aacaacacca accaggaaga tctgetggte ctgtggggea teocaccacec caacgacgece 600
gocgageaga ccaagetgta ccagaaccoec accacctaca tcagegtggg caccagcoace 660
ctgaaccage ggotggtgeoe ccggategec acceggteca aggtgaacgg ccagagogge 720
cggatggaat tcttctggac catcctgaag cccaacgatg ccatcaactt cgagagcaac 780
ggcaacttca tcgccccoccga gtacgcctac aagatcghbga agaagggcga cagcaccatc 840
atgaagagcg agctggaata cggcaactgc aacaccaagt gocagacccc catgggcogcc 200
atcaacagea geatgecett ccacaacate caceccectga ccateggega gtgecccaag 960
taecgtgaaga gecaacagget ggtgetggece accggectge ggaacagoee ccagegggaqg 1020
cggegggecg cogecoggygyg cotgttegge gecategeeg getteatcga gggeggetag 1080
cagggcatgyg tggacgggtyg gtacggctac caccacagca atgagcaggyg cagoggctac 1140
goccgoccgaca aagagagcac ccagaaggec atcgacggeg tcaccaacaa ggtgaacagc 1200
atcatcgaca agatgaacac ccagtbtcgag gcocgtgggcce gggagttcaa caacctggaa 12460
cggeggateqg agaacctgaa caagaaaatg gaagatgget teectggacgt gtggaccotac 1320
aaecgecgage tgetggtget gatggaaaac gageggaccoe tggacttcoca cgacageaac 1380
gtgaagaacc tgtacgacaa agtgeggetg cagetgeggg acaacgecaa agagoetggge 1440
aacggctgct tcgagttcta ccacaagtgc gacaacgagt gcatggaaag cgtgcggaac 1500
ggcacctacg actaccccca gtacagcgag gaagcccggce tgaagocggga ggaaatcage 1560
ggcgtgaaac tggaaagcat cggcatctac cagatcctga gcatctacag caccgtggec 1620
ageagecetgg cectggecat catggtggee ggectgagee tgtggatgtg cageaacgge 1680
agectgeagt gecggatetg catcetag 1707

<210> 37

<211> 568

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

88



<220>

ES 2706 501 T3

<223> Secuencia consenso de HA de gripe H5N1

<400> 37

Met

Asp

Asp

Leu

Pro

65

Pro

Glu

Asp

Lys

Leu

145

Arg

Lys

Gly

Asn

Leu

225

Arg

Glu

Gln

Thr

Glu

Leu

Met

Lys

Tyr

Ile

130

Gly

Asn

Arg

Ile

Pro

210

val

Met

Lys

Ile

Tle

35

Lys

Ile

Cys

Ala

Glu

115

Gln

Val

val

Ser

His

195

Thr

Pro

Glu

Ile

Cys

20

Met

Thr

Leu

Asp

Asn

100

Glu

Ile

Ser

val

Tyr

180

Hisg

Thr

Arg

Phe

val

Ile

Glu

His

Arg

Glu

85

Pro

Leu

Ile

Ser

Trp

165

Asn

Pro

Tyr

Ile

Phe
245

Leu

Gly

Tys

Asn

Asp

70

Phe

val

Lys

Pro

Ala

150

Leu

Asn

Asn

Ile

Ala

230

Trp

Leu

Tyr

Asn

Gly

Cys

Ile

Asn

His

Lys

135

Cys

Ile

Thr

Asp

Ser

215

Thr

Thr

Phe

His

val

40

Lys

Ser

Asn

Asp

Leu

120

Ser

Pro

Lys

Asn

Ala

200

val

Arg

Ile

89

Ala

Ala

25

Thr

Leu

val

val

Leu

105

Leu

Ser

Tyr

Lys

Gln

185

Ala

Gly

Ser

Leu

Ile

10

Asn

val

Cys

Ala

Pro

80

Cys

Ser

Trp

Gln

Asn

170

Glu

Glu

Thr

Lys

Lys
250

Val

Asn

Thr

Asp

Gly

75

Glu

Tyr

Arg

Ser

Gly

155

Ser

Asp

Gln

Ser

Val

235

Pro

Ser

Ser

His

Leu

Trp

Trp

Pro

Ile

Ser

140

Lys

Thr

Leu

Thr

Thr

220

Asn

Asn

Leu

Thr

Ala

45

Asp

Leu

Ser

Gly

Asn

125

His

Ser

Tyr

Leu

Lys

205

Leu

Gly

Asp

val

Glu

30

Gln

Gly

Leun

Tyr

Asp

110

His

Glu

Ser

Pro

val

150

Leu

Asn

Gln

Ala

Lys

15

Gln

Asp

val

Gly

Ile

95

Phe

Phe

Ala

Phe

Thr

175

Leu

Tyr

Gln

Ser

Ile
255

Ser

val

Ile

Lys

Asn

80

val

Asnh

Glu

Ser

Phe

160

Ile

Trp

Gln

Arg

Gly

240

Asn



Phe

Val

Asn

Met

305

Tyr

Pro

Ala

Gly

Glu

385

Ile

Asn

Gly

Glu

Tyr

465

Asn

Ser

Glu

Llys

Cys

290

Pro

val

Gln

Gly

Tyr

370

Ser

Ile

Asn

Phe

Asn

450

Asp

Gly

val

Ser

Lys

275

Asn

Phe

Lys

Arg

Fhe

355

His

Thr

Asp

Leu

Leu

435

Glu

Lys

Cys

BArg

Asn

260

Gly

Thr

His

Ser

Glu

340

Ile

His

Gln

Lys

Glu

420

Asp

Arg

vVal

Phe

Asn
500

Gly

Asp

Lys

Asn

Asn

325

Arg

Glu

Ser

Lys

Met

405

Arg

val

Thr

Arg

Glu

485

Gly

ES 2706 501 T3

Asn

Ser

Cys

Ile

310

Arg

Arg

Gly

Asn

Ala

3%0

Asn

Arg

Trp

Leu

Leu

470

Phe

Thr

Phe

Thr

Gln

295

His

Leu

Ala

Gly

Glu

375

Ile

Thr

Ile

Thr

Asp

455

Gln

Tyr

Tyr

Ile

Ile

280

Thr

Pro

Val

Ala

Trp

360

Gln

Asp

Gln

Glu

Tyr

440

Phe

Len

His

Asp

90

Ala

265

Met

Pro

Leu

Leu

Ala

345

Gln

Gly

Gly

Phe

Asn

425

Asn

Hisg

Arg

Lys

Tyr
505

Pro

Lys

Met

Thr

Ala

330

Arg

Gly

Ser

Val

Glu

410

Leun

Ala

Asp

Asp

Cys

430

Pro

Glu

Ser

Gly

Ile

315

Thr

Gly

Gly

Thr

395

Ala

Asn

Glu

Ser

Asn

475

Asp

Gln

Tyr

Glu

Ala

300

Gly

Gly

Leu

val

Tyr

380

Asn

Val

Lys

Leu

Asn

460

Ala

Asn

Tyr

Ala

Leu

285

Ile

Glu

Leu

Phe

Asp

365

Ala

Lys

Gly

Lys

Leu

445

val

Lys

Glu

Ser

Tyr

270

Glu

Asn

Cys

Arg

Gly

350

Gly

Ala

Val

Arg

Met

430

Val

Lys

Glu

Cys

Glu
510

Lys

Tyr

Ser

Pro

Asn

335

Ala

Trp

Asp

Asn

Glu

415

Glu

Leu

Asn

Leu

Met

495

Glu

Ile

Gly

Ser

Lys

320

Ser

Ile

Tyr

Lys

Ser

400

Phe

Asp

Met

Leu

GCly

480

Glu

Ala
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Ile Ser

520

Arg Leu Lyg Arg Glu Glu
515

Gly Val Lyg Leu Glu
525

Ser Ile Gly

Ile
535

Ser Thr Val Ala Ser Ser Leu Ala

540

Ile Tyr Gln Ile Leu Ser
530

Tyr

Leu Ala Ile Met Val 2la Gly Leu Ser Leu Trp Met Cys Ser Asn Gly

91

545 550 555 560
Ser Leu Gln Cys Arg Tle Cys Ile
565

<210> 38

<211> 1466

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Secuencia consenso de NA de gripe HIN1&H5N1

<400> 38
ggtaccgaat tcgccaccat ggactggacc tggatcctgt tcctggtggce cgctgcocace 60
cgggtgcaca gcatgaaccc caaccagaag atcatcacca tcggcagcat ctgcatggtg 120
ateggcateg tgageocetgat getgecagatc ggcaacatga tcagecatctg ggtgteccac 180
agcatccaga ceggraacca gcaccaggec gageccatca gcaacaccaa ctttcetgace 240
gagaaggceg tggcecagegt gaccetggec ggcaacageca gectgtgeoec catcagegge 300
tgggccgtgt acagcaagga caacagcatc cggatcggca gcaagggcga cgtgttcegtg 360
atccgggagce ccttcatcag ctgcagccac ctggaatgce ggaccttcectt ccoctgacccag 420
ggggccctge tgaacgacaa gcacagcaac ggcaccgtga aggacagaag cccctaccgg 480
accctgatga getgeoecegt gggcocgaggec cccageccct acaacagceg gttcegagage 540
gtggectggt cegecagege ctgecacgac ggecacecaget ggetgaccat cggeatcage 600
ggecectgaca acggegeegt ggecgtgetg aagtacaacyg geateatcace cgacaccate 660
aagagctggc ggaacaacat cctgcggacce caggaaagcy aghtgcgectg cgtgaacgge 720
agctgcttca cocgtgatgac cgacggcoccc agcaacggcc aggccagcecta caagatcttce 780
aagatggaaa agggcaaggt ggtgaagagc gtggagctgg acgcccccaa ctaccactac 840
gaggaatgeca getgcectaccee cgacgoegge gagatcacct gegtgtgeeg ggacaactgg 900
cacggeagea acceggeccetyg ggtgteette aacecagaace tggaatacea gateggetac 960
atetgeageg gegtgttegg cgacaaccec aggeccaacqg atggeaccegg cagetgegge 1020
cctgtgagcocg ccaacggogce ctacggcogtg aagggcttca gcecttcaagta cggcaacgge 1080
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gtgtggatcg
cccaacgget
accgactggt
tgeatcegge
tggaccageyg
tggcecgacy

tacgcctgat

gocoggaccaa
ggaccgagac
ccggctacag
cetgettttg
gecagcageat
gegoecgaget

gagcggocgc

ES 2706 501 T3

gagcaccaac
cgacagcagc
cggcagektte
ggtggagetg
cagettttge
gecectteace

gqagctc

agcagatccg
ttcagegtga
gtgcagcacc
atcagaggca
ggcgtgaaca

atcgacaagt

<210> 39

<211> 476

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Secuencia consenso de NA de gripe HIN1&H5N1

<400> 39

Met

His

Ser

Asp

Ser Met

Val

Ile

Trp Thr

Asn
20

Ile
35

Gly

Trp Val

50

Glu

65

Val

val

Phe

Thr

Pro

Thr

Tyr

val

Phe

Ile Ser

Leu Ala

Ser Lys

100

Ile Arg
115

Phe Leu

130

Gly
145

Thr Val

Lys

Trp Ile Len

Pro Asn Gln

Ile Val Ser

Ser
55

Ser His

Thr
70

Asn Asn

Gly Asn Ser

85

Asp Asn Ser

Glu Pro Phe

Thr Gln Gly

135

Asp Arg Ser

150

Phe Leu Val

10

Ile
25

Lys Ile

Leu Met Leu

40

Ile Gln Thr

Phe Leu Thr

Ser Leu Cys

90

Ile Arg Ile

105

Ile
120

Ser Cys

Ala Leu Leu

Pro Tyr Arg

92

gettcocgagat
agcaggacat
cecgagcetgac
ggcccaaaga
gegacacegt

accoctacga

Ala
Thr Ile
Gln

Ile

Asn
60

Gly

Glu
75

Lys
Pro Ile
Ser

Gly

Ser His

Ala Ala

Gly

Gly

45

Gln

Ala VvVal

Ser

Lys

Len

gatctgggac
cgtggccatc
cggoctggac
gagcaccatce
gagctggtec

cgtgecegac

Thr Arg Val

Ser Ile

30

Cys

Asn Met Ile

His Gln Ala

Ala Ser

Gly Trp Ala

95

Gly Asp Val
110

Glu Cys Arg

125

Asn Asp

140

Thx
155

Lys

Leu Met

Hig Ser Asn

Pro
160

Ser Cys

1140

1200

1260

1320

1380

1440

1466



Val

Trp

Ile

Ile

Gln

225

Thr

Glu

His

Val

Asn

305

Gly

Ser

Asn

Phe

Phe

385

Ser

Gly

Ser

Ser

Ile

210

Glu

Asp

Lys

Tyr

Cys

290

Gln

Asp

Ala

Gly

Glu

370

Ser

Gly

Glu

Ala

Gly

193

Thr

Ser

Gly

Gly

Glu

275

Arg

Asn

Asn

Asn

val

355

Met

val

Ser

Ala

Ser

180

Pro

Asp

Glu

Pro

Lys

260

Glu

Asp

Leun

Pro

Gly

340

Trp

Ile

Lys

Phe

Pro

165

Ala

Asp

Thr

Cys

Ser

245

val

Cys

Asn

Glu

Arg

325

Ala

Ile

Trp

Gln

val

ES 2706 501 T3

Ser

Cys

Asn

Ile

Ala

230

Asn

Val

Ser

Trp

Tyr

310

Pro

Tyr

Gly

Asp

Asp

3%0

Gln

Pro

His

Gly

Lys

215

Cys

Gly

Lys

Cys

His

295

Gln

Asn

Gly

Arg

Pro

375

Ile

His

Tyr

Asp

Ala

200

Ser

Val

Gln

Ser

Tyr

280

Gly

Ile

Asp

val

Thr

360

Asn

Val

Pro

93

Asn

Gly

185

Val

Irp

Asn

Ala

val

265

Pro

Ser

Gly

Gly

Lys

345

Lys

Gly

Ala

Glu

Ser

170

Thr

Ala

Arg

Gly

Ser

250

Glu

Asp

Asn

Tyr

Thr

330

Gly

Ser

Trp

Ile

Leu

Arg

Ser

val

Asn

Ser

235

Tyr

Leu

Ala

Arg

Ile

315

Gly

Phe

Thr

Thr

Thr

335

Thr

Phe

Trp

Leu

Asn

220

Cys

Lys

Asp

Gly

Pro

300

Cys

Ser

Ser

Asn

Glu

380

Asp

Gly

Glu

Leu

Lys

205

Ile

Phe

Ile

Ala

Glu
285

Trp

Ser

Cys

Phe

Ser

365

Thr

Trp

Leu

Ser

Thr

130

Tyr

Leu

Thr

Fhe

Pro

270

Ile

Val

Gly

Gly

Lys

350

Arg

Asp

Ser

Asp

Val
175

Ile

Asn

Val

Lys

255

Asn

Thr

Ser

val

Pro

335

Tyr

Ser

Ser

Gly

Cys

Ala

Gly

Gly

Thr

Met

240

Met

Tyr

Cys

Phe

Phe

320

Val

Gly

Gly

Ser

Tyr

400

Ile
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15
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405 410 415

Arg Pro Cys Phe Trp Val Glu Leu Ile Arg Gly Arg Pro Lys Glu Ser
420 425 430

Thr Ile Trp Thr Ser Gly Ser Ser Ile Ser Phe Cys Gly Val Asn Ser
435 4410 445

Asp Thr Val Ser Trp Ser Trp Pro Asp Gly Ala Glu Leu Pro Phe Thr
450 455 460

Ile Asp Lys Tyr Pro Tyr Asp Val Pro Asp Tyr Ala
465 470 475

<210> 40

<211> 875

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Secuencia consenso de M1 de gripe HIN1&H5N1

<400> 40

ggtaccggat
cgggtgeaca
ageggaecte
accgacetgg
aagggcatcec
cggagattcg
gtgaagctgt
ctgagctaca
acegtgacca
agodageaca
aaccggatgg
gagcaggocyg
cggaccatcyg
ctgcaggact

gtgecegact

ccgccaccat
gecatgagecet
tgaaggecga
aagecctgat
tgggcktegt
tgcagaacgce
acaagaagct
gcacaggege
ccgaggtgge
gatcccaceg
tcctggectce
ccgaageocat
gcacccaccc
agcagaaacyg

acgeetgatyg

ggactggacec
gcetgacegag
gategeccag
ggaatggctyg
gttcaccctg
cctgaacgge
gaagcgggag
cctggaoage
ctteggectg
gcagatggec
caccaccgce
ggaagtggceo
cagcagcagc
gatgggegty

agcggecgceyg

tggattctgt
gtggagacct
cggetggaag
aaaaccogge
accgtgccca
aacggcgacc
atcaccttec
tgeatgggee
gtgtgegeca
accaccacca
aaggccatgg
agccaggcca
gccggactge
cagatgcage

agete

tcctggtgge
acgtgetgte
atgtgttege
ccatectgag
gcgageggay
ccaacaacat
acggcgccaa
tgatctacaa
coctgegagea
accccectgat
aacagatggce
ggcagatggt
gggacgacct

ggttecaagta

agetgocacce
catcatccce
cggeaagaac
cececktgace
cctgcagegg
ggaccgggcec
agaggtggcc
ceggatggge
gategecgac
ceggeacgayg
cggcagcagc
gcaggccatyg
gctggaaaac

cccctacgac

<210> 41

<211> 279

<212> PRT

<213> Secuencia artificial
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60
120
180
2490
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
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<220>

<223> Secuencia consenso de M1 de gripe HIN1&H5N1

<400> 41

Met

His

Ile

Val

lys

65

Val

Phe

Gly

Cys

145

Ala

His

His

Gln

Ser

Asp

Ser

Pro

Phe

50

Thr

Phe

val

Ala

Ala

130

Met

Phe

Arg

Glu

Met

210

Gln

Trp

Met

Ser

35

Ala

Arg

Thr

Gln

val

115

Lys

Gly

Gly

Ser

Asn

195

Ala

Ala

Thr

Ser

20

Gly

Gly

Pro

Leu

Asn

100

Lys

Glu

Leu

Leu

His

180

Arg

Gly

Arg

Trp

Leu

Pro

lys

Ile

Thr

85

Ala

Leu

vVal

Ile

val

165

Arg

Met

Ser

Gln

ES 2706 501 T3

Ile

Leu

Leu

Asn

Leu

Val

Leu

Tyr

Ala

Tyr

150

Cys

Gln

Val

Ser

Met

Leu

Thr

Lys

Thr

35

Ser

Pro

Asn

Lys

Leu

135

Asn

Ala

Met

Leu

Glu

215

Val

Phe

Glu

Ala

40

Asp

Pro

Ser

Gly

lys

120

Sar

Arg

Thr

Ala

Ala

200

Gln

Gln

95

Leu

Val

25

Glu

Leu

Leu

Glu

Asn

105

Leu

Tyr

Met

Cys

Thr

185

Ser

Ala

Ala

Vval

10

Glu

Ile

Glu

Thr

Arg

90

Gly

Lys

Ser

Gly

Glu

170

Thr

Thr

Ala

Met

Ala

Thr

Ala

Ala

Lys

75

Gly

Asp

Thr

Thr

155

Gln

Thr

Thr

Glu

Arg

Ala

Tyr

Gln

Leu

60

Gly

Leu

Pro

Glu

Gly

140

Val

Ile

Asn

Ala

Ala

220

Thr

Ala

val

Arg

45

Met

Ile

Gln

Asn

Ile

125

Ala

Thr

Ala

Fro

Lys

205

Met

Ile

Thr

Leu

30

Leu

Glu

Leu

Arg

Asn

110

Thr

Leu

Thr

Asp

Leu

190

Ala

Glu

Gly

Arg

Ser

Glu

Trp

Gly

Arg

95

Met

Fhe

Ala

Glu

Ser

175

Ile

Met

Val

Thr

Val

Ile

Asp

Leu

Phe

Arg

Asp

His

Ser

Val

160

Gln

Arg

Glu

Ala

His
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225 230 235 240

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

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

Tyr Asp Val Pro Asp Tyr Ala
275

<210> 42

<211> 1700

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

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

<400> 42

96



ES 2706 501 T3

ggtaccgaat tcgccaccat ggactggacce tggatcctgt tecctggtege tgecgccacce 60
agggtgcaca gcagcctget gaccgaggtg gagaccccca cccggaacga gtggggetge 120
cggtgcagey acagcagcga coggggcagyg aagcggagaa gogcecagcoca gggcaccaag 180
cggagctacg agcagatgga aacaggogge gageoggcaga acgccaccga gatccgggceco 240
agcegtgggea gaatggtcegg cggcatcgge cggttctaca tcecagatgtg caccgagetg 300
aagctgtceog actacgaggg ccggetgatc cagaacageca tcaccatcga geggatggtg 360
ctgtececgeet tegacgageg gcggaacaga tacctggaag agcacceccag cgecggceaaqg 420
gaccccaaga aaaccggegg acccatctac cggeggaggg acggcaagtg ggtgegggag 480
ctgatcetgt acgacaaaga ggaaatccgg cggatctgge ggcaggcoccaa caacggegag 540
gacgccacag ccggcctgac ccacctgatg atctggcaca gcaacctgaa cgacgcecacc 600
taccagcgga caagggctct ggtccggacce ggcatggacc cccggatgtg cagectgatg 660
cagggcagca cactgcccag aagaagcgga goccegetggeg cageccgtgaa gggegtggge 720
accatggtga tggaactgat ccggatgatce aagoeggggea tcaacgaceg gaatttttgg 780
aggggcgaga acggcaggeg gaccceggate gectacgage ggatgtgcaa catcctgaag 840
ggecaagttee agacageege ccagegggoe atgatggacce aggtococggga gagocggaac 900
ccoggecaacy cogagatcga ggacctgate ttectggeca gaagegecct gatcectgegg 360
ggcagcgtgyg cccacaagag ctgcecctgecce goctgoegtgt acggactgge cgtggoccage 1020
ggctacgact tcgagcocggga gggctacage ctggtcggca tcgaccccett cocggetgetg 1080
cagaactcee aggtgtteag cctgatecgg cccaacgaga acceccgocea caagtcecocaq 1140
ctggtectgga tggectgeca cagegecegece ttegaggate tgagagtgag cagetteate 1200
cggggcacea gagtggtgee caggggecag ctgtccacca ggggegtgea gatcgecage 1260
aacgagaaca tggaagccat ggacagcaac accctggaac tgeggagecg gtactgggec 1320
atccggacea gaageggegyg caacaccaac cageageggyg ccagegeegy acagatecage 1380
gtgcagccca ccttectecogt gcagoggaac ctgeoectteg agagggocac catcatggec 144Q
gccttcaccg gcaacaccga gggoccggace agegacatge ggaccgagat catcaggatqg 1500
atggaaagcg ccaggcoccga ggacgtgage ttceccagggca ggggegtgtt cgagetgtec 15640
gatgagaagyg ccaccaaccee categtgece agettegaca tgaacaacga gggeagetac 1620
ttetteggeg acaacgecga ggaatacgac aactacecet acgacgtgee egactacgec 1680
tgatgagegg cegegagete 1700

<210> 43

<211> 554

<212> PRT

97



<213> Secuencia artificial

<220>

ES 2706 501 T3

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

<400> 43

Hisg

Gly

Ala

Glu

65

Gly

Ser

His

Asp

Ser

Cys

Ser

50

Arg

Gly

Asp

Val

Pro

Trp

Ser

Arg

Gln

Gln

Ile

Tyr

Leu

115

Ser

Thr

Leu

20

Cys

Gly

Asn

Gly

Glu

100

Ser

Ala

Leu

Ser

Thr

Ala

Arg

Gly

Ala

Gly

Ile

Thr

Asp

Lys

Thr

70

Phe

Arg

Phe

Lys

Leu

Glu

Ser

Arg

55

Glu

Tyr

Leu

Asp

Asp

Phe

Val

Ser

40

Ser

Ile

Ile

Ile

Glu

120

Pro

98

Leu

Glu

25

Asp

Tyr

Arg

Gln

Gln

105

Arg

Lys

Val

10

Thr

Arg

Glu

Ala

Met

90

Asn

Arg

Lys

Ala

Pro

Gly

Gln

Ser

75

Cys

Ser

Asn

Thr

Ala

Thr

Arg

Met

Val

Thr

Ile

Arg

Gly

Ala

Arg

Lys

45

Glu

Gly

Glu

Thr

Tyr

125

Gly

Thr

Asn

30

Arg

Thr

Arg

Leu

Ile

110

Leu

Pro

Arg

15

Glu

Arg

Gly

Met

Lys

95

Glu

Glu

Ile

Val

Trp

Ser

Gly

Val

80

Leu

Arg

Glu

Tyr



Arg

145

Glu

Thr

Ala

Arg

Ala

225

Ile

Glu

Leu

Val

Phe

305

Ser

Asp

Leu

Pro

130

Arg

Glu

Ala

Thr

Met

210

Ala

Arg

Asn

Lys

Arg

280

Leu

Cys

Phe

Leu

Ala
370

Arg

Ile

Gly

Tyr

195

Cys

Gly

Met

Gly

Gly

275

Glu

Ala

Leu

Glu

Gln

355

His

Asp

Arg

Leu

180

Gln

Ser

Ala

Ile

Arg

260

Lys

Ser

Arg

Pro

Arg

340

Asn

Lys

Gly

Arg

165

Thr

Arg

Leu

Ala

Lys

245

Arg

Phe

Arg

Ser

Ala

325

Glu

Ser

Ser

ES 2706 501 T3

Lys

150

Ile

His

Thr

Met

Val

230

Arqg

Thr

Gln

Asn

Ala

310

Cys

Gly

Gln

Gln

135

Trp

Trp

Leu

Arg

Gln

215

Lys

Gly

Arg

Thr

Pro

295

Leu

Val

Tyr

Val

Leu
375

val

Met

Ala

200

Gly

Gly

Ile

Ile

Ala

280

Gly

Ile

Tyr

Ser

Phe

360

Val

99

Arg

Gln

Ile

185

Leu

Ser

Val

Asn

Ala

265

Ala

Asn

Leu

Gly

Leu

345

Ser

Trp

Glu

Ala

170

Trp

vVal

Thr

Gly

Asp

250

Tyr

Gln

Ala

Arg

Leu

330

val

Leu

Met

Leu

155

Asn

His

Arg

Leu

Thr

235

Arg

Glu

Arg

Glu

Gly

315

Ala

Gly

Ile

Ala

140

Ile

Asn

Ser

Thr

Pro

220

Met

Asn

Arg

Ala

Ile

300

Ser

Val

Ile

aArg

Cys
380

Leu

Gly

Asn

Gly

205

Arg

Val

Phe

Met

Met

285

Glu

val

Ala

Asp

Pro

365

His

Tyr

Glu

Leu

130

Met

Arg

Mat

Trp

Cys

270

Met

Asp

Ala

Ser

Pro

350

Asn

Ser

Asp

Asp

175

Asn

Asp

Ser

Glu

Arg

255

Asn

Asp

Leu

His

Gly

335

Phe

Glu

Ala

Lys

160

Ala

Asp

Pro

Gly

Len

240

Gly

Ile

Gln

Ile

Lys

320

Tyr

Arg

Asn

Ala



Phe

385

Pro

Asn

Trp

Ser

Leu

465

Glu

Ser

Len

Asn

Asn
545

Glu

Arg

Met

Ala

Ala

450

Pro

Gly

Ala

Ser

Asn

530

Tyr

Asp

Gly

Glu

Ile

435

Gly

Phe

Arg

Arg

Asp

515

Glu

Pro

Leu

Gln

Ala

420

Arg

Gln

Glu

Thr

Pro

500

Glu

Gly

Tyr

Arg

Leu

405

Met

Thr

Ile

Arg

Ser

485

Glu

Lys

Ser

Asp

ES 2706 501 T3

Val

3390

Ser

Asp

Arg

Ser

Ala

470

Asp

Asp

Ala

Tyr

Val
550

Ser

Thr

Ser

Ser

Val

455

Thr

Met

Val

Thr

Phe

535

Pro

Ser

Arg

Asn

Gly

440

Gln

Ile

Arg

Ser

Asn

520

Phe

Asp

100

Phe

Gly

Thr

425

Gly

Pro

Met

Thr

Phe

505

Pro

Gly

Tyr

Ile

val

410

Leu

Asn

Thr

Ala

Glu

430

Gln

Ile

Asp

Ala

Arg

385

Gln

Glu

Thr

Phe

Ala

475

Ile

Gly

val

Asn

Gly

Ile

Leu

Asn

Ser

460

Phe

Ile

Arg

Pro

Ala
540

Thr

Ala

Arg

Gln

445

val

Thr

Arg

Gly

Ser

525

Glu

Arg

Ser

Ser

430

Gln

Gln

Gly

Met

Val

510

Phe

Glu

val

Asn

415

Arg

Arg

Arg

Asn

Met

495

Phe

Asp

Tyr

val

400

Glu

Tyr

Ala

Asn

Thr

480

Glu

Glu

Met

Asp
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REIVINDICACIONES

1. Una proteina que comprende una secuencia de aminoacidos seleccionada del grupo que consiste en: SEQ ID
NO:2 y fragmentos de la SEQ ID NO:2 que comprenden 600 o mas aminoacidos de la SEQ ID NO:2, en donde la
secuencia de aminoacidos induce una respuesta inmune frente al VIH.

2. La proteina de la reivindicacién 1, que comprende la secuencia de aminoacidos de la SEQ ID NO:16.

3. Una molécula de acido nucleico que codifica la proteina de la reivindicacion 1.

4. La molécula de acido nucleico de la reivindicacién 3 que comprende una secuencia de nucleétidos seleccionada
del grupo que consiste en: SEQ ID NO:1; fragmentos de la SEQ ID NO:1 que comprenden 1.890 o méas nucleétidos
de la SEQ ID NO:1; y secuencias que tienen al menos 90 % de similitud con la SEQ ID NO:1.

5. La molécula de acido nucleico de la reivindicacién 4 que comprende una secuencia de nucleétidos seleccionada
del grupo que consiste en: una secuencia de nucledtidos que tiene al menos 95 % de similitud con la SEQ ID NO:1;
una secuencia de nucledtidos que tiene al menos 98 % de similitud con la SEQ ID NO:1; y una secuencia de
nucledtidos que tiene al menos 99 % de similitud con la SEQ ID NO:1.

6. La molécula de acido nucleico de la reivindicacién 4 que comprende una secuencia de nucleétidos que codifica
una proteina que comprende la secuencia de aminoacidos de la SEQ ID NO:16.

7. La molécula de acido nucleico de cualquiera de las reivindicaciones 4 a 6, en donde dicha molécula es un
plasmido.

8. Una vacuna recombinante que comprende una proteina de la reivindicaciéon 1 o la reivindicaciéon 2 o una molécula
de &cido nucleico de cualquiera de las reivindicaciones 3 a 6.

9. Un patégeno atenuado vivo que comprende una proteina de la reivindicacion 1 o la reivindicacién 2 o una
molécula de acido nucleico de cualquiera de las reivindicaciones 3 a 6.

10. Una composicion farmacéutica que comprende una proteina de la reivindicacién 1 o la reivindicaciéon 2 o una
molécula de acido nucleico de cualquiera de las reivindicaciones 3 a 6.

11. Un compuesto farmacéutico inyectable que comprende una proteina de la reivindicacién 1 o la reivindicacion 2 o
una molécula de acido nucleico de cualquiera de las reivindicaciones 3 a 6.

12. Una composicién de la reivindicacion 10 o la reivindicacién 11 para su uso en un método de inducir una
respuesta inmune en un individuo frente al VIH.
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