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DESCRIPCION

Método para modificar la jerarquia de inmunodominio de gag del VIH mediante una vacuna de ADN que expresa
regiones conservadas

REFERENCIA CRUZADA CON SOLICITUDES RELACIONADAS

La presente solicitud reivindica el beneficio de la solicitud provisional de Estados Unidos n.° 61/606.265 presentada el
2 de marzo de 2012.

Antecedentes de lainvencion

Las cepas del VIH-1 son muy variables y esta diversidad representa un gran desafio para el disefio de vacunas. Una
vacuna candidata proporcionaria proteccién contra la mayoria de los clados del VIH. Para abordar este problema, se
estan explorando estrategias para maximizar la fuerza y la amplitud inmunoldgica, incluyendo estrategias que utilizan
secuencias consenso, de centro de arbol o ancestrales, cepas multiples o inmunégenos mosaico, inmunégenos que
consisten en epitopos conocidos de las bases de datos y moléculas quiméricas que expresan una seleccion de los
epitopos mas conservados de diferentes clados del VIH [1-17, 56, 96]. Se ha desarrollado un régimen de
sensibilizacion/refuerzo que utiliza vectores adenoviricos que expresan la proteina p55Gag del VIH-1 que proporciona
proteccién cruzada a clados [107].

Ademas de la diversidad de secuencias, la presencia de posibles epitopos inmunodominantes proporciona otro
obstaculo en el desarrollo de vacunas eficaces contra el VIH. La acumulacion de pruebas indica que existen epitopos
inmunodominantes, y que pueden constituir un impedimento para la produccién de vacunas universales eficaces
contra el VIH [18-31], ya que los epitopos subdominantes, dentro de las proteinas del VIH, se han asociado
generalmente al control virolégico [19, 22]. El uso de cualquier gen que, como inmundgeno, englobe una proteina
completa, contiene regiones variables y conservadas. Dado que las secuencias variables pueden mutar para escapar
de las respuestas inmunitarias al mismo tiempo que conservan la funcién, y que pueden contener epitopos de linfocitos
T inmunodominantes, argumentamos que los segmentos variables deben excluirse del disefio [32]. Por tanto, nuestra
estrategia de vacuna esta enfocada en la induccidon de respuestas inmunitarias en segmentos protedmicos casi
invariables, muchos de los cuales deberian ser esenciales para la funcién del virus y para la prevencion de respuestas
contra segmentos variables y epitopos "sefiuelo" posiblemente inmunodominantes [32-34].

La estrategia del elemento conservado esta respaldada por las siguientes observaciones: (i) las proteinas viricas
recuperan los estados de los aminoacidos (AA) ancestrales cuando se transfieren a un nuevo hospedador [35], y en
ausencia de las respuestas inmunitarias especificas encontradas en el hospedador anterior, pueden recuperar un
estado mas adecuado [36-38]; (ii) los cambios en los AA conservados de las proteinas viricas pueden destruir o
debilitar significativamente el VIH, lo que indica un papel critico en la biologia de los virus [39-42]; (iii) las respuestas
de CTL contra proteinas viricas especificas (por ejemplo, Gag) se asocian con el control relativo de la viremia [43-50],
y en el caso de individuos controladores y no progresores a largo plazo, se han identificado CTL de alta avidez que se
dirigen a regiones conservadas [34, 51]; (iv) la inmunodominancia de algunos epitopos puede oscurecer o impedir la
reactividad contra otros, epitopos posiblemente protectores [52]; (v) algunos segmentos de AA en las proteinas viricas
se conservan a lo largo de un subtipo determinado del VIH-1, de todo el grupo My, en algunos casos, en el VIH-2 y el
VIS (virus de la inmunodeficiencia en simios) [32,53]. En conjunto, estas cuestiones predijeron que una vacuna contra
el VIH que no contiene epitopos variables, y por tanto, carece de epitopos sefiuelo posiblemente inmunodominantes,
pero en su lugar consiste en elementos protedmicos estrictamente conservados, se ajusta mejor para inducir
respuestas inmunitarias capaces de impedir la adquisicion o la propagacion del virus [32,53]. Los elementos
conservados utilizados en nuestro trabajo difieren de los utilizados por otros [11,12,16,17,54-56] que se seleccionaron
utilizando diferentes criterios, ya que nos hemos centrado tanto en la conservacion como en las asociaciones de
secuencias particulares con control inmunolégico.

Se han realizado trabajos anteriores que utilizaban Gag como una vacuna prototipo, debido a que se descubri6 que
las respuestas de linfocitos T especificas de Gag se correlacionaban con el control de la viremia en individuos
infectados con los clados B y C [43,48-50]. En la p24929 del VIH-1, se identificaron siete elementos muy conservados
(CE, del inglés conserved elements) [32,34] (véase también la Fig. 1A). De hecho, un estudio transversal ex vivo
mostré un amplio reconocimiento de varios CE en el contexto de una amplia diversidad de HLA e identificé respuestas
de linfocitos T de alta avidez funcional y amplia reactividad de variante [34], predominantemente en individuos
controladores, lo que sugiere una asociacion entre estas respuestas de linfocitos T y el control del VIH.

La presente invencion aborda la necesidad de un protocolo mejorado para inducir una respuesta inmunitaria,
proporcionando una tactica que se basa en emplear construcciones de ADN que codifican elementos conservados
junto con construcciones que codifican la proteina de longitud sustancialmente completa de la que procede la vacuna
del elemento conservado.
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Breve sumario de lainvencion

Los regimenes inmunogénicos de la presente divulgacion se centran en respuestas inmunitarias a segmentos
proteémicos importantes para la funcién de una proteina, por ejemplo, una proteina virica, tal como una proteina gag
lentivirica, y excluye respuestas contra segmentos que absorben gran parte de la respuesta inmunitaria del
hospedador, pero que pueden mutar para escapar de las respuestas inmunitarias al mismo tiempo que conserva la
funciéon (a menudo referido en la técnica como "sefiuelos inmunodominantes") (32). Una vacuna de elementos
conservados (CEvac, del inglés conserved element vaccine), administrada de acuerdo con la presente divulgacion,
tiene las propiedades de una vacuna universal contra un virus, tal como un lentivirus, por ejemplo, el VIH, y es capaz
de inducir respuestas inmunitarias contra la mayoria de las cepas circulantes o contra todas las cepas circulantes. En
el presente documento se describe un método para generar una respuesta inmunitaria, en la que el método comprende
administrar una vacuna de ADN de p24998 que expresa elementos conservados, por ejemplo, de 3 a 7 elementos
conservados (CE), de p24929 del HIV-1 y excluye posibles regiones inmunodominantes o variables que actdan como
posibles epitopos sefiuelo (32); seguido de la administracién de una vacuna de ADN que codifica una gag de longitud
completa, por ejemplo, p55929.

Adicionalmente, en el presente documento se describe un método para inducir una amplia respuesta inmunitaria que
incluye aquellos que se dirigen a los elementos muy conservados, comprendiendo el método la vacunaciéon con ADN
de CEvac y ADN de gag de forma secuencial o0 mediante inmunizacién conjunta, en el que después de la vacunacion
con el inmundégeno p55gag de longitud completa no se producen respuestas. Esta estrategia de vacunacion supera el
problema de diversidad al generar respuestas inmunitarias especificas de clados cruzados de gag y amplia la
inmunidad humoral y de linfocitos T inducida por p55gag. Las vacunas pueden suministrarse como vacunas de ADN,
por ejemplo, vacunas de ADN plasmidico. En algunos casos, las vacunas se suministran como vacunas de adenovirus
0 como vacunas del virus de la variolovacuna, o se utiliza otra estrategia de vacunacién basada en vectores de virus.

La presente divulgacion proporciona ademas composiciones de vacuna que comprenden un acido nucleico que
codifica seis o siete elementos muy conservados de p24gag. En algunos casos, Los elementos codificados por el
acido nucleico se disponen colinealmente. En algunos casos, para una eficaz escision proteolitica, los siete elementos
estan separados por enlazadores de alanina. En algunos casos, los vectores de ADN estan disefiados para expresar
solamente proteinas de la nucleocapside (polipéptidos de elementos conservados que comprenden multiples
elementos conservados), para expresar proteinas de la nucleocapside (Core) secretadas que tienen el péptido sefial
de GM-CSF (PSNucleocapside) en el extremo N o para expresarse como una fusion de nucleocapside con la
quimiocina proteina 3 quimioatrayente de monocitos (MCP3) para estabilizar la expresion de la proteina y mejorar la
secrecion de las proteinas, o con la proteina 1 de membrana asociada al lisosoma (LAMP-1, del inglés lysosomal
associated membrane protein 1) para dirigir a las proteinas al compartimento lisosomal, incluido el acceso a la ruta del
MHC (complejo principal de histocompatibilidad, del inglés major histocompatibility complex) de clase Il.

Un método de la presente divulgacion puede comprender administrar un acido nucleico que codifique un elemento
conservado de una proteina, por ejemplo, una proteina virica, tal como Gag, y un &cido nucleico que codifique una
variante natural del elemento conservado, en el que la variante se diferencia del elemento conservado en 1
aminoacido, por ejemplo, en el que el elemento conservado tiene una longitud de 8 aminoacidos; o tiene una identidad
de secuencia de al menos 80 %, por lo general de al menos 90 %, o mayor, con el elemento conservado. En algunos
casos, la variante puede diferir del elemento conservado en 1, 2 o 3 aminoacidos. Los acidos nucleicos que codifican
el elemento conservado y la variante del elemento conservado pueden estar presentes en el mismo vector o estar
codificados por diferentes vectores. En algunos casos, el elemento conservado es de gag del VIH. En algunos casos
en los que se administran un acido nucleico que codifica un elemento conservado y un acido nucleico que codifica al
menos una variante del elemento conservado, las secuencias del elemento conservado y de la variante del elemento
conservado representan, en conjunto, al menos el 80 %, o al menos el 90 %, por lo general, al menos el 91 %, 92 %,
93 %, 94 %, 95 %, 96 %, 97 %, 98 % o el 99 % de las variantes naturales de la proteina. En algunas realizaciones, los
elementos inmunogénicos conservados se construyen basandose en el "enfoque regional", que representara> 80 %
del clado C del VIH-1 o del clado B del VIH-1. Dicha estrategia, por ejemplo, proporciona vacunas mas especificas.

Por tanto, la presente divulgacién describe un método para generar una amplia respuesta inmunitaria, comprendiendo
el método administrar a un individuo un acido nucleico que codifique al menos tres elementos conservados, por lo
general, al menos 4, 5 0 6, 0 mas elementos conservados, de una proteina de interés, y administrar al individuo un
acido nucleico que codifique la proteina de longitud completa. El elemento conservado puede proceder de proteinas
viricas muy diversas, por ejemplo, de una proteina del VIH, tal como gag o env.

Por tanto, en un aspecto, la presente invencion proporciona un primer y segundo acido nucleico de elemento
conservado de gag y un acido nucleico que codifica una proteina p55¢29 del VIH de longitud completa para su uso en
un método para inducir una respuesta inmunitaria en un sujeto, comprendiendo el método, administrar al sujeto el
primer acido nucleico de elemento conservado de gag, que codifica un primer polipéptido de elemento conservado de
p24%a3 del VIH-1 que comprende siete elementos conservados de p24©29 del VIH-1, en el que cada uno de los
elementos conservados tiene una secuencia expuesta en las SEQ ID NO: 1-7; y los elementos conservados no son
contiguos y estan unidos por secuencias peptidicas enlazadoras;

administrar el segundo acido nucleico de elemento conservado de gag, que codifica un segundo polipéptido de
elemento conservado de p24©29 del VIH-1 que comprende los elementos conservados expuestos en las SEC ID NO:
8-14;y
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administrar el acido nucleico que codifica la proteina p55©29 del VIH de longitud completa, en el que el acido nucleico
que codifica la proteina p55%29 del VIH de longitud completa se administra después del primer y el segundo acido
nucleico de elemento conservado de gag.
En una realizacion, el primer acido nucleico de elemento conservado de gagcodifica un polipéptido de elemento
conservado de p24©2 del VIH-1 que comprende la secuencia de SEC ID NO: 15 y el segundo acido nucleico de
elemento conservado de gag codifica un polipéptido de elemento conservado de p24©29 del VIH-1 que comprende la
secuencia de SEC ID NO: 16. En una realizacion, (a) el primer y segundo acido nucleico de elemento conservado de
gag se administran secuencialmente; o (b) el primer y segundo acido nucleico de elemento conservado de gag se
administran simultdneamente.
En algunas realizaciones, cada uno de los polipéptidos de elemento conservado codificado por el primer y segundo
acido nucleico de los acidos nucleicos de elemento conservado de gag, se fusionan con un péptido sefial GM-CSF.
En algunas realizaciones, (a) el primer y segundo acido nucleico de los acidos nucleicos de elemento conservado de
gag estan contenidos en el mismo vector; o (b) el primer y segundo acido nucleico de los acidos nucleicos de elemento
conservado de gag estan contenidos en vectores diferentes. En una realizacion, las construcciones de acido nucleico
se administran por via intramuscular mediante electroporacion in vivo. En una realizacion, cada elemento conservado
consiste en una secuencia de aminoacidos de 12-30 aminoacidos de longitud.
En otro aspecto, la presente invencién proporciona un agente seleccionado de:

(i) un &cido nucleico que codifica un polipéptido que comprende la SEC ID NO: 15 y un acido nucleico que codifica

un polipéptido que comprende la SEC ID NO: 16; o
(i) un acido nucleico que codifica un polipéptido que comprende la secuencia de

QOOMVHQAISPRTLNAWVKVLAKEEKAFSPEVIPMFSALSEGATPQDLNAAKVGGH
QAAMOQMLKETINEEAAEWDRAAAEPRGSDIAGTTSTLQEQIGWAAAKRWIILGLNKI
VRMYSPTSIAAKYVDRFYKTLRAEQA

y un acido nucleico que codifica un polipéptido que comprende la secuencia de

QOOMVHQALSPRTLNAWVKVLAKEEKGFNPEVIPMEFTALSEGATPOQDLNAAKVGG
HQAAMOQMLKDTINEEAAEWDRAAAEPRGSDIAGTTSTLOQEQIAWAAAKRWIILGLN
KIVRMYSPVSIAAKYVDRFFKTLRAEQA;

o
(iii) un acido nucleico que codifica un polipéptido que comprende la secuencia de

EEKAFSPEVIPMFSALSEGATPQDLNAAKVGGHQAAMQMLKETINEEAAEWDRAAA
EPRGSDIAGTTSTLQEQIGWAAAKRWILGLNKIVRMYSPTSIAAKYVDRFYKTLRAE
QAALQGQMVHQAISPRTLNAWVKYV

y un acido nucleico que codifica un polipéptido que comprende la secuencia de

EEKGFNPEVIPMFTALSEGATPQDLNAAKVGGHQAAMOQMLKDTINEEAAEWDRAA
AEPRGSDIAGTTSTLQEQIAWAAAKRWIILGLNKIVRMYSPVSIAAKY VDRFFKTLRA
EQAALOGOMVHOALSPRTLNAWVKY,

y un acido nucleico que codifica a p55%29 para su uso en un método para inducir una respuesta inmunitaria contra una
proteina Gag del VIH, comprendiendo el método

(a) administrar (i), (ii) o (iii) y
(b) administrar el acido nucleico que codifica la proteina p55%29 después de administrar (i), (Il) o (lIl).
En una realizacion, (a) el polipéptido de SEQ ID NO: 15y el polipéptido de SEQ ID NO: 16; o el polipéptido de
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QGOMVHQAISPRTLNAWVKVLAKEEKAFSPEVIPMFSALSEGATPQDLNAAKVGGH
QAAMOMLKETINEEAAEWDRAAAEPRGSDIAGTTSTLOEQIGWAAAKRWIILGLNKI
VRMYSPTSIAAKYVDRFYKTLRAEQA

y el polipéptido de
QGOMVHQALSPRTLNAWVKVLAKEEKGFNPEVIPMFTALSEGATPQDLNAAKVGG

HQAAMOMLKDTINEEAAEWDRAAAEPRGSDIAGTTSTLQEQIAWAAAKRWIILGLN
KIVRMYSPVSIAAKY VDRFFKTLRAEQA;

o el polipéptido de

EEKAFSPEVIPMFSALSEGATPQDLNAAKVGGHQAAMQMLKETINEEAAEWDRAAA
EPRGSDIAGTTSTLQEQIGWAAAKRWIILGLNKIVRMYSPTSIAAKY VDRFYKTLRAE
QAALQGQMVHQAISPRTLNAWVKY

y el polipéptido de

EEKGFNPEVIPMFTALSEGATPQDLNAAKVGGHQAAMQMLKDTINEEAAEWDRAA
AEPRGSDIAGTTSTLQEQIAWAAAKRWIILGLNKIVRMYSPVSIAAKYVDRFFKTLRA
EQAALQGQMVHQALSPRTLNAWVKY

estan codificados por el mismo vector; y/o

(b) el polipéptido de SEQ ID NO: 15 y el polipéptido de SEQ ID NO: 16; o el polipéptido de

QGOMVHQAISPRTLNAWVKVLAKEEKAFSPEVIPMFSALSEGATPQDLNAAKVGGH
QAAMQMLKETINEEAAEWDRAAAEPRGSDIAGTTSTLQEQIGWAAAKRWIILGLNKI
VRMYSPTSIAAKYVDRFYKTLRAEQA

y el polipéptido de
QGOMVHQALSPRTLNAWVKVLAKEEKGFNPEVIPMFTALSEGATPQDLNAAKVGG
HQAAMQMLKDTINEEAAEWDRAAAEPRGSDIAGTTSTLQEQIAWAAAKRWIILGLN
KIVRMYSPVSIAAKY VDRFFKTLRAEQA;

o el polipéptido de
EEKAFSPEVIPMFSALSEGATPQDLNAAKVGGHQAAMOMLKETINEEAAEWDRAAA

EPRGSDIAGTTSTLQEQIGWAAAKRWIILGLNKIVRMYSPTSIAAKYVDRFYKTLRAE
QAALQGOMVHQAISPRTLNAWVKV

y
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EEKGFNPEVIPMFTALSEGATPQDLNAAKVGGHQAAMQMLKDTINEEAAEWDRAA
AEPRGSDIAGTTSTLQEQIAWAAAKRWIILGLNKIVRMYSPVSIAAKY VDRFFKTLRA
EQAALQGQMVHQALSPRTLNAWVKY

estan fusionados con un péptido sefial GM-CSF.

En una realizacion, (a) los acidos nucleicos se administran por via intramuscular seguido de electroporacion in vivo;
y/o (b) el acido nucleico que codifica la proteina p55©29 se administra al menos dos semanas después de la etapa (a).

La presente divulgacion también desvela un método de induccion de una respuesta inmunitaria en un paciente,
comprendiendo el método administrar al sujeto un primer acido nucleico de elemento conservado de Gag, que
codifique un primer polipéptido de elemento conservado de Gag ("polipéptido CE1") que comprende seis elementos
conservados de Gag, en el que los elementos conservados son de diferentes regiones de Gag, y ademas, en el que
cada elemento conservado tiene una longitud de al menos 12 aminoéacidos, pero una longitud menor de 30
aminoacidos y los elementos conservados no son contiguos; y administrar un acido nucleico que codifique una proteina
Gag de longitud completa. En algunos casos, los elementos conservados son de p24gag del VIH-1. En algunos casos,
el primer polipéptido de elemento conservado comprende al menos un elemento conservado que tiene una secuencia
de aminoacidos expuesta en las SEC ID NO: 1-7, 32 o 33. En algunos casos, el primer polipéptido de elemento
conservado comprende al menos dos,

tres, cuatro, cinco o seis elementos conservados que tiene una secuencia de aminoacidos expuesta en las SEC ID
NO: 1-7, 32 0 33. En un caso, el primer polipéptido de elemento conservado comprende elementos conservados que
tienen, cada uno de ellos, una secuencia expuesta en las SEC ID NO: 1-7; o el primer polipéptido de elemento
conservado comprende elementos conservados que tienen, cada uno de ellos, una secuencia expuesta en las SEC
ID NO: 3-6, 32y 33.

Los métodos descritos en el presente documento pueden comprender ademas la administracion de un segundo acido
nucleico de elemento conservado de Gag que codifique un segundo polipéptido de elemento conservado de Gag
("polipéptido CE2") que comprende al menos una variante de un elemento conservado contenido en el primer
polipéptido de elemento conservado de Gag, en el que la variante en el 2° polipéptido se diferencia de la variante en
el primer polipéptido en 1, 2 o 3 aminoacidos. Por lo general, la variante del elemento conservado se diferencia del
elemento conservado solo en 1 aminoacido. En algunos casos, cada uno del elemento conservado y la variante del
elemento conservado, tiene una secuencia expuesta en la Figura 1; o en la Figura 13. En un caso, el primer polipéptido
de elemento conservado comprende la secuencia de SEC ID NO: 15 y el segundo polipéptido de elemento conservado
de Gag comprende la secuencia de SEC ID NO: 16. En algunos casos, el primer polipéptido de elemento conservado
comprende la secuencia de p24CE1c y el segundo elemento conservado comprende la secuencia de p24CE2c como
se muestra en la Figura 13. En algunos casos, el primer polipéptido de elemento conservado comprende la secuencia
de p24CE1d y el segundo elemento conservado comprende la secuencia de p24CE2d como se muestra en la Figura
13. El primer y segundo acido nucleico de elemento conservado de Gag, se administran secuencial o simultaneamente.
En algunos casos, uno o mas de los polipéptidos de elementos conservados comprenden un péptido sefial, tal como
GM-CSF o MCP-3. En algunos casos, uno o mas de los polipéptidos de elementos conservados comprenden una
secuencia que se dirige a la proteina para su degradacion, por ejemplo, una secuencia LAMP. El primer y segundo
acido nucleico de los polipéptidos de elemento conservado de Gag pueden estar codificados por el mismo vector.
Como alternativa, el primer y segundo acido nucleico de los polipéptidos de elemento conservado de Gag pueden
estar codificados por vectores diferentes. Los acidos nucleicos que codifican el primer y segundo polipéptido de
elemento conservado pueden administrarse multiples veces. En algunos casos, el acido nucleico que codifica la
proteina Gag de longitud completa se administra después de un acido nucleico que codifica un polipéptido de elemento
conservado, por ejemplo, al menos 2 semanas o 4 semanas, o mas, después de un acido nucleico que codifica un
polipéptido de elemento conservado.

Adicionalmente, en el presente documento se describe un método para inducir una respuesta inmunitaria contra una
proteina gag del VIH, comprendiendo el método

(a) administrar a un sujeto: (i) un acido nucleico que codifique un polipéptido que comprenda la SEC ID NO: 15y
un acido nucleico que codifique un polipéptido que comprenda la SEC ID NO: 16; o

(i) un acido nucleico que codifique un polipéptido que comprenda p24CE1c como se muestra en la Figura 13

y un acido nucleico que codifique un polipéptido que comprenda p24CE2c como se muestra en la Figura 13; o

(iii) un acido nucleico que codifique un polipéptido que comprenda p24CE1d como se muestra en la Figura 13

y un acido nucleico que codifique un polipéptido que comprenda p24CE2d como se muestra en la Figura 13;y
(b) administrar un acido nucleico que codifique p55gag.

Los pares de acidos nucleicos expuestos en (i), (ii) o (iii) de la etapa (a), pueden codificarse por el mismo vector. En



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2718 899 T3

algunos casos, los polipéptidos estan fusionados con un péptido sefial GM-CSF. En algunos casos, el acido nucleico
que codifica p55gag se administra al menos dos semanas después de la etapa (a).

Adicionalmente aun, en el presente documento se describe un método para inducir una respuesta inmunitaria contra
una proteina gag del VIH, comprendiendo el método administrar al paciente al menos un acido nucleico que codifique
un polipéptido de elemento conservado que comprenda una secuencia expuesta en SEC ID NO: 18, SEQ ID NO: 19,
SEQ ID NO: 21, SEQ ID NO: 23, SEQ ID NO: 25, SEQ ID NO: 27, SEQ ID NO: 29, SEQ ID NO: 31, SEQ ID NO: 35,
SEQ ID NO:37 o SEQ ID NO:39; y administrar un acido nucleico que codifique una proteina gag de longitud completa.
En algunos casos, la proteina gag de longitud completa se administra al menos 2 semanas después de administrar el
acido nucleico que codifica el polipéptido de elemento conservado.

En el presente documento también se describe un método de inducciéon de una respuesta inmunitaria contra una
proteina de interés, comprendiendo el método administrar un acido nucleico que codifique al menos un polipéptido
conservado, en el que los elementos conservados son de la proteina de interés y el polipéptido comprende al menos
tres elementos conservados, cada uno de una longitud menor de 30 aminoacidos en el que los elementos conservados
se unen mediante enlazadores; seguido de la administracion de un acido nucleico que codifique la proteina de longitud
completa, en el que el acido nucleico que codifica la proteina de longitud completa se administra al menos dos
semanas después del acido nucleico que codifica el polipéptido de elemento conservado.

En algunos casos, las construcciones de acido nucleico que codifican los polipéptidos de elementos conservados y el
polipéptido Gag de longitud completa se administran por via intramuscular mediante electroporacion in vivo.

Breve descripcion de los dibujos

Figura 1: Disefio de la vacuna de ADN p24CE. (A) Alineamiento de las secuencias de la proteina HXB2 p24939 con
los clados de consenso A, By C y el consenso del Grupo M, el Centro de Arbol del Grupo M (COT-M, del inglés
Center-of-Tree-M) y los 7 CE (elementos conservados) incluidos en p24CE1 y p24CE2. Entre las secuencias CE1
y CE2 se indican diferencias de aminoacidos ‘alternos’. (B) Localizacién del CE dentro de la estructura de p24939
hexamérica. La estructura de p24929 estd modificada de la de Pornillos et al. [97] y muestra la localizacion de CE1-
CEZ7 (rojo), del AA alterno (azul) y del AA no incluido en el CE (negro). La estructura cristalina del hexamero se
obtuvo en la direccion www http ebi.ac.uk/pdbsum (C) de graficos de hidrofobicidad de Kyte-Dolittle de dos
disposiciones colineales diferentes de los CE. (D) Las proteinas p24CE (p24CE1 y p24CE2) estan compuestas por
7 CE dispuestos colinealmente y unidos a través de enlazadores de aminoacidos. La proteina PS-p24CE secretada
contiene el péptido sefial GMCSF. MCP3-p24CE es una proteina de fusiéon con la quimiocina proteina 3
quimioatrayente de monocitos (MCP-3). LAMP-p24CE es una fusién con la proteina 1 de membrana asociada al
lisosoma (LAMP-1).

Figura 2: Expresion de los plasmidos p24CE después de transfeccién transitoria en células cultivadas. EI ADN
plasmidico (1 ug) que expresaba diferentes variantes de las proteinas p24CE1 (panel de la izquierda) o p24CE2
(panel de la derecha), se transfectd en células HEK293. Los cultivos se recogieron 24 horas mas tarde y las
proteinas de las mismas cantidades (1/250) de las fracciones asociadas a células (panel superior) y extracelulares
(panel inferior) se resolvieron en un gel Bis-Tris de NUPAGE al 12 % y se analizaron por inmunotransferencia de
Western utilizando un antisuero anti p249%9 de cabra y se visualizaron utilizando ECL (del inglés enhanced
chemiluminescence, quimioluminiscencia mejorada). La membrana que contenia las fracciones asociadas a
células también se exploré con un anticuerpo anti pan actina humana para controlar la misma carga de las
muestras.

Figura 3: Respuestas celulares en ratones C57BL/ 6 vacunados con ADN p24CE. Los ratones se vacunaron
utilizando EP in vivo con 20 pg de los plasmidos de ADN de p24CE1 (panel de la izquierda) o p24CE2 (panel de
la derecha) indicados (A, B) o con ADN de PS-p24CE1 (C). Los esplenocitos de animales individuales se
estimularon (A) con el grupo peptidico de consenso del Grupo M (péptidos de 15 oligdbmeros que se solapan con
11 AA), (B) con el conjunto de péptidos del COT-M (10 oligémeros que se solapan en 9 AA) que consiste en los
péptidos correspondientes de las proteinas p24CE1 y p24CE2, y (C) con conjuntos de péptidos que representan
las secuencias de p55%9 de los Clados A, B y C (péptidos de 15 oligdmeros que se solapan en 11 AA), como se
describe en Materiales y Métodos. La frecuencia de linfocitos T CD4* (barras blancas) y CD8" (barras nagras)
productores de IFN-y especificos de CE, se determind mediante citometria de flujo policromatica. Se muestra la
media y la desviacion tipica media (DTM). Se realizaron tres experimentos y se muestran los datos de un
experimento representativo.

Figura 4: Mapeo de las respuestas inmunitarias celulares inducidas por p24CE. Los esplenocitos agrupados de
ratones C57BL/6 (N=5) vacunados con los ADN indicados de p24CE1 (paneles de la izquierda) o p24CE2 (paneles
de la derecha), se estimularon con los conjuntos de péptidos de consenso del Grupo M (15 oligbmeros que se
solapan en 11 AA) que abarcan los CE individuales. Se midié la frecuencia de los linfocitos T productores de IFN-
y especificos de CE. Se muestran los linfocitos T CD4* (barras blancas) y CD8* (barras negras) especificos de
Gag.
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Figura 5: Analisis fenotipico y funcional de las respuestas de linfocitos T generadas mediante la vacunacion de
ADN de p55%9 y p24CE. (A) Los ratones (N=5/grupo) se vacunaron 3 veces (semana 0, 3 y 6) con 20 ug de un
plasmido que expresaba HXB2 p5599 (clado B) o con 20 pug de una mezcla de plasmidos que expresaban PS-
p24CE1 y PS-p24CEZ2. Los ratones se sacrificaron 2 semanas después de la ultima inmunizacion. Se realizaron
tres experimentos independientes y se muestra un experimento representativo. (B) Los esplenocitos agrupados se
estimularon con conjuntos de péptidos de los clados A, B o C (15 oligémeros) que abarcan la region p249%9 (panel
de la izquierda) y con el conjunto de péptidos de consenso del Grupo M (panel de la derecha). Se determind la
frecuencia de los linfocitos T CD4* (barras blancas) y CD8* (barras negras) productores de IFN-y especificos de
p24929. (C) Los esplenocitos de los ratones vacunados con ADN de PS-24CE (panel de la izquierda) y de
p559%9(panel de la derecha) se estimularon con conjuntos de péptidos especificos de CE individuales. Se determiné
la frecuencia de los linfocitos T CD4* (barras blancas) y CD8* (barras negras) productores de IFN-y especificos de
CE. D) Los solapamientos de la grafica muestran la caracterizacion fenotipica y funcional de los linfocitos T
especificos de antigeno inducida por las vacunas de ADN de las proteinas PS-p24CE (paneles de la izquierda) y
p55929 (paneles de la derecha) después de la estimulacién con el grupo peptidico especifico de p24929. EL total de
linfocitos T recuperado del bazo se muestra como contornos grises, y los linfocitos T productores de IFN-y*
especificos de antigeno, se solapan como puntos rojos (linfocitos T CD4*) o negros (linfocitos T CD8"). Las graficas
muestran la distribucién de CD4/CD8 (panel superior), el fenotipo de memoria determinado por tincién de
CD44/CD62L (panel central) y la expresion de TNFa/CD107a (panel inferior) entre los linfocitos T de ratones
vacunados. Se muestra la frecuencia de linfocitos T CD4 (rojo) y CD8 (negro) productores de IFN-y*.

Figura 6: Respuestas inmunitarias humorales en ratones vacunados con ADN de p24CE. (A) Los anticuerpos anti
p24929 del VIH-1 se midideron en plasma de ratones C57BL/6 vacunados con ADN de p24CE y p559¢ mediante
un ensayo ELISA convencional de p2499 clado B. Los graficos muestran la absorbancia (densidad 6ptica, DO) y
las diluciones de muestras de plasma agrupadas de ratones vacunados con los diferentes ADN plasmidicos de
p24CE1 (panel superior), p24CE2 (panel central) o p5599 (panel inferior). (B) Las respuestas humorales inducidas
después de la vacunacion con ADN de las proteinas PS-p24CE o p5599 en los ratones, se analizaron mediante
ensayos de inmunotransferencia de Western. Las membranas contienen proteina p2499 recogida de
sobrenadantes de células HEK293 transfectadas con 5 ug del clon molecular infeccioso pNL4-3 (carril 1) o las
proteinas p24CE recogidas de las fracciones asociadas a células de células transfectadas con los plasmidos PS-
p24CE1 y PS-p24CE2 (carriles 2 y 3, respectivamente). Las membranas se exploraron con plasma (dilucion
1:5000) de ratones vacunados con una mezcla de los ADN de PS-p24CE1 y 2 (panel superior) o ADN de p55929
(panel inferior) seguido de anticuerpo anti IgG de ratén marcado con HRP y se visualizaron con ECL. C) Deteccion
de respuestas humorales contra p5599 de longitud completa en ratones vacunados con ADN de p24CE o p55939
mediante ensayo de inmunotransferencia de Western. Las proteinas p559¢ se obtuvieron de células HEK293
transfectadas con 0,5 pug de plasmidos de ARN/ optimizados con codones, que expresaban la proteina p5599 no
procesada de los clados A, B y C o COT-M, respectivamente. Las proteinas se resolvieron en geles Bis-Tris de
NuPAGE al 10 % y las membranas se exploraron con plasma (dilucién 1: 200) de ratones inmunizados con los
ADN que expresaban las proteinas p24CE secretadas PS-p24CE1 (panel superior), PS-p24CE2 (panel central) y
p55929 (panel inferior).

Figura 7: La vacunacion de macacos con ADN de p5599 induce respuestas inmunitarias celulares pobres
especificas de CE. (A) Alineamiento de la secuencia de aminoacidos (AA) de los 7 CE representados en las
proteinas p24CE1 y p24CE2 con la proteina HXB2 p24929. En cada CE se muestra el AA alterno. La numeracion
del AA en la proteina HXB2 p24929 es conforme a la base de datos del VIH en el sitio www hiv.lanl.gov/. (B) Tanto
las respuestas de linfocitos T especificas de p24929 como las de CE se midieron 2 semanas después de la ultima
vacunacién de 11 macacos, que se inmunizaron con ADN plasmidico que codificaba la Gag del VIH. (C) Mapeo
de las respuestas individuales especificas de CE en 5 (de 11) macacos que tuvieron respuestas a CE (panel B).
Se muestra la frecuencia de linfocitos T IFN-y* especificos para cada uno de los 7 CE. Barras blancas: linfocitos T
CD4*; barras negras: linfocitos T CD8". (D). Diagramas de puntos que muestran la produccion de IFN-y* y granzima
B (GzmB) de los linfocitos T CD4* (rojo) y CD8* (negro) especificos de CE de los 5 macacos que se muestran en
el panel C.

Figura 8: Respuestas inmunitarias celulares especificas de CE después de la vacunacién de macacos con los ADN
de p24CE. (A) Los macacos se vacunaron con ADN de p24CE vy la frecuencia de los linfocitos T especificos de CE
se midi6é 2 semanas después de la 22 vacunacion (EP2sem?2). Se muestran los linfocitos T CD4* (barras blancas)
y CD8" (barras negras) productores de IFN-y*. B) Mapeo de respuestas individuales especificas de CE en los 6
macacos inmunizados del panel A. Se muestra la frecuencia de linfocitos T CD4* (barras blancas) y CD8* (barras
negras) productores de IFN-y*. (C) En el panel superior se muestra la caracterizacion fenotipica de los linfocitos T
CD4* (rojo) y CD8* (negro) especificos de CE con CD28* CD95* (fenotipo de memoria central) o CD28-CD95*
(fenotipo de memoria efectora); En el panel inferior se muestra la expresion de IFN-y* y de la granzima B.

Figura 9: Induccion de respuestas de linfocitos T amplias y polifuncionales en macacos vacunados con p24CE. A)
Se muestra el niumero de CE reconocido por animal en macacos vacunados con ADN de p24CE y ADN de p55929.
(B) Se evaluo la frecuencia de linfocitos T polifuncionales especificos de CE por su capacidad para producir IFN-
Y, TNF-a, CD107a y granzima B (GzmB). Se muestran los datos de un macaco representativo de cada grupo:
M437 (panel superior) vacunado con ADN de p24CE; P574 (panel central) vacunado con ADN de p5599. Los
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graficos circulares (derecha) muestran la proporcion de respuestas polifuncionales en estos macacos. Se muestra
(panel inferior) la frecuencia de linfocitos T polifuncionales (4 funciones) especificos de CE productores de IFN-y*,
TNF-a*, CD107a* y GzmB* como % del total de linfocitos T en macacos vacunados con ADN de p24CE y ADN
p55gag, respectivamente. Se indican valores medianos.

Figura 10: El refuerzo con ADN de p559%9 de los macacos sensibilizados con ADN de p24CE, aumenta las
respuestas celulares especificas de CE. (A) Programa de vacunacién del grupo 1 con ADN plasmidicos de p24CE
(EP1, EP2) seguido del refuerzo de ADN de p55929 heterdlogo (EP3) y del grupo 2 con ADN de p559%9 (EP1, EP2)
seguido del refuerzo de ADN de p24CE heterdlogo (EP3). (B) Frecuencia de linfocitos T especificos de CE
productores de IFN-y+ en ambos grupos antes (EP2sem2) y después (EP3sem2) del refuerzo con ADN heterélogo.
(C) Frecuencia de linfocitos T polifuncionales especificos de CE productores de IFN-y*TNF-a* CD107a*GzmB* (4
funciones) en los grupos 1y 2 antes y después del refuerzo de ADN heterdlogo.

Figura 11: Mapeo de respuestas de linfocitos T especificos de CE antes y después del refuerzo de ADN heterélogo.
Las respuestas especificas de CE se mapearon como se describe en la Fig. 2B. Las graficas muestran
comparaciones de las respuestas sobre la vacunacién con ADN de p24CE seguida por refuerzo con ADN de p5599
(grupo 1, A) y sobre la vacunacion con ADN de p55929 seguido de refuerzo con p24CE (grupo 2, B). Se muestra el
porcentaje de linfocitos T CD4* (barras blancas) y CD8* (barras negras) productores de IFN-y*.

Figura 12: Después de la vacunacion con ADN de p24CE, las respuestas inmunitarias humorales se refuerzan con
la vacunacion con ADN de p5599- (A) Titulos de criterios de valoracién de anticuerpos de unién a p2499 reciprocos
(log) medidos en plasma por ELISA en los puntos de tiempo indicados para los macacos en el grupo 1y el grupo
2 antes y después de los refuerzos con ADN heterdlogo. (B) Para ensayar la reactividad de los anticuerpos
inducidos por la vacuna en los macacos de los grupos 1y 2 contra las proteinas p2499 y p24CE, se utilizé analisis
de inmunotransferencia de Western. Las membranas contienen las proteinas p2499 (carriles 1 y 4), p24CE1
(carriles 2 y 5) 0 p24CE2 (carriles 3 y 6) y se exploraron con plasma de macacos del grupo 1 (dilucién 1:2000) y
del grupo 2 (dilucion 1:500) recogido antes (EP2sem2; carriles 1-3) y después (EP3sem2, carriles 4-6) del refuerzo
con ADN heterdlogo.

Figura 13: Secuencias y configuraciones de los polipéptidos p24CEc y p24CEd.

Figura 14: Mapa plasmidico (A) y secuencia (B) del plasmido 306H que codifica los polipéptidos p24 CE1+p24
CE2.

Figura 15: Mapa plasmidico (A) y secuencia (B) del plasmido 202H que codifica a LAMP-p24CE2.
Figura 16: Mapa plasmidico (A) y secuencia (B) del plasmido 191H que codifica a LAMP-p24CE1.
Figura 17: Mapa plasmidico (A) y secuencia (B) del plasmido 230H que codifica a MCP3-p24CE1.
Figura 18: Mapa plasmidico (A) y secuencia (B) del plasmido 231H que codifica a MCP3-p24CE2.
Figura 19: Mapa plasmidico (A) y secuencia (B) del plasmido 235H que codifica a PS-p24CE?2.

Figura 20: Regimenes ilustrativos para la administracion de vacunas Gag con elementos conservados y vacunas
p55gag de longitud completa.

Figura 21: Datos ilustrativos que muestran las respuestas inmunitarias celulares antes de después del refuerzo.
Las respuestas inmunitarias celulares se midieron con péptidos (solapamiento de 15 oligdbmeros en 11
aminoacidos) que abarcaban toda la proteina p24gag.

Figura 22: Andlisis de las respuestas a CE individuales. Las respuestas a cada CE se mapearon en todos los
animales utilizando péptidos especificos de CE (mezcla de péptido de 10 oligbmeros que se solapa en 9
aminoacidos y de 15 oligdbmeros que se solapa en 11 aminoacidos) para cada CE. Se muestra el nimero de CE
que mostro respuestas positivas por animal.

Figura 23: Diferentes estrategias de vacunacion indujeron niveles similares de respuestas de anticuerpos contra
p27gag. Los titulos de anticuerpos de unién se midieron en el plasma mediante ELISA.

Descripcion detallada de la invencién
Definiciones
Un "elemento conservado”, como se usa en el presente documento, se refiere a una secuencia de proteina que se

conserva en toda una proteina que tiene una alta diversidad de secuencias en la naturaleza, por ejemplo, una proteina
virica, tal como una proteina gag. El elemento conservado no precisa tener una identidad de secuencia del 100 % en
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toda la diversidad de secuencias naturales de la proteina, pero la variabilidad de secuencia en las secuencias naturales
es baja, por ejemplo, inferior al 20 %. En algunas realizaciones, la variabilidad de secuencia es inferior al 10 %. Un
elemento conservado suele tener una longitud de ocho aminoacidos, o mayor, por ejemplo, de 9, 10, 11, 12, 13, 14,
15, 16, 17, 18, 19 o 20 aminoacidos. Por lo general, un elemento conservado tiene una longitud menor de 50
aminoacidos y, a menudo, menor de 40 o menor de 30 aminoacidos. En algunas realizaciones, un elemento
conservado tiene una longitud menor de 25 aminoacidos.

Una "vacuna de acido nucleico", como se usa en este documento, incluye ambas vacunas de ADN desnudo, por
ejemplo, una vacuna de plasmidos y vacunas de acidos nucleicos basadas en vectores viricos que estan comprendidas
por un vector virico y/o suministradas como particulas viricas.

A menos que se indique de otro modo, una secuencia de acido nucleico particular también engloba implicitamente
variantes de la misma modificadas de manera conservativa (por ejemplo, sustituciones de codones degenerados) y
secuencias complementarias, asi como la secuencia explicitamente indicada. Pueden obtenerse sustituciones de
codones degenerados generando secuencias en las que la tercera posicion de uno o mas codones seleccionados (o
todos) esta sustituida con restos de base mixta y/o de desoxiinosina (Batzer et al., Nucleic Acid Res. 19:5081 (1991);
Ohtsuka et al., J. Biol. Chem. 260:2605-2608 (1985); Rossolini et al., Mol. Cell. Probes 8:91-98 (1994)). La expresién
"acido nucleico" se utiliza indistintamente con gen, ADNc, oligonucleétido y polinucleétido. Un "acido nucleico” engloba
ARN asi como ADN.

Los términos "idéntico(a)" o porcentaje de "identidad", en el contexto de dos o mas secuencias de acidos nucleicos o
de polipéptidos, se refieren a dos 0 mas secuencias o subsecuencias que son iguales o que tienen un porcentaje
especifico de restos de aminoacidos o de nucleétidos que son iguales (por ejemplo, aproximadamente un 80 %, 85 %,
90 %, 91 %, 92 %, 93 %, 94 %, 95 %, 96 %, 97 %, 98 %, 99 %, o una identidad mas alta en una regién especifica (una
secuencia de polipéptidos que comprende elementos conservados), cuando se comparan y se alinean para obtener
una correspondencia maxima en una ventana de comparacion o regioén designada) tal como se mide utilizando
algoritmos de comparacion de secuencias como BLAST o BLAST 2.0 con los parametros predeterminados descritos
a continuacién, o mediante alineaciéon manual e inspeccion visual (véase, por ejemplo, el sitio web de la NCBI o
similares). por tanto, se dice que dichas secuencias son "sustancialmente idénticas". Esta definicion también se refiere,
0 puede aplicarse, al complemento de una secuencia de ensayo. La definicién también incluye secuencias que tienen
deleciones y/o adiciones, asi como aquellas que tienen sustituciones. Como se describe a continuacion, los algoritmos
preferidos pueden explicar huecos y similares. Preferentemente, existe identidad en una region que tiene una longitud
de al menos aproximadamente 25, 50, 75, 100, 150, 200 aminoacidos o nucleétidos, y muchas veces en una regién
que tiene una longitud de 225, 250, 300, 350, 400, 450, 500 aminoacidos o nucledtidos o en toda la longitud de un
aminodcido o secuencias de acido nucleico.

Para establecer comparaciones de secuencias, por lo general, una secuencia actia como secuencia de referencia,
con la que se comparan las secuencias de ensayo. Cuando se usa un algoritmo de comparacién de secuencias, las
secuencias de ensayo y referencia se introducen en un ordenador, se especifican las coordenadas de la subsecuencia,
si fuera necesario, y se especifican los parametros del programa del algoritmo de secuencias. Preferentemente,
pueden utilizarse los parametros predeterminados del programa, o pueden especificarse parametros alternativos.
Después, el algoritmo de comparacién de secuencias calcula el porcentaje de identidad de secuencia para las
secuencias de ensayo respecto a la secuencia de referencia, basandose en los parametros del programa.

Un ejemplo preferido de un algoritmo que es adecuado para determinar el porcentaje de identidad de secuencia y la
similitud de secuencias, es el algoritmo BLAST, que se describe en Altschul et al., Nuc. Acids Res. 25:3389-3402
(1977) and Altschul et al., J. Mol. Biol. 215:403-410 (1990), respectivamente. El programa informatico BLAST esta
disponible al publico a través del National Center for Biotechnology Information en la red mundial en ncbi.nlm.nih.gov/.
Pueden utilizarse parametros predeterminados u otros parametros no predeterminados. El programa BLASTN (para
secuencias de nucledtidos) utiliza por defecto una longitud de palabra (W) de 11, una expectativa (E) de 10, M=5, N=-
4 y una comparacién de ambas cadenas. Para las secuencias de aminoacidos, el programa BLAST utiliza por defecto
una longitud de palabra (W) de 3 y una expectativa (E) de 10, y la matriz de puntuacion BLOSUMG62 (véase Henikoff
y Henikoff, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 89:10915 (1989)) alineaciones (B) de 50, expectativa (E) de 10, M=5, N=-4, y
una comparacion de ambas cadenas.

La expresion "unido operativamente" se refiere a un enlace funcional entre una primera secuencia de acido nucleico y
una segunda secuencia de acido nucleico, de tal manera que la primera y la segunda secuencia de acido nucleico se
transcriben en una sola secuencia de acido nucleico. Las secuencias de acido nucleico unidas operativamente no
necesitan ser fisicamente adyacentes entre si. La expresion "unido operativamente" también se refiere a un enlace
funcional entre una secuencia de control de la expresion del acido nucleico (tal como un promotor, o una matriz de
sitios de unioén del factor de transcripcién) y una secuencia de acido nucleico transcribible, en el que la secuencia de
control de la expresion dirige la transcripcion del acido nucleico correspondiente a la secuencia transcribible.

En el presente documento, los aminoacidos pueden citarse bien por sus simbolos habitualmente conocidos de tres

letras, o mediante los simbolos de una letra recomendados por la Comision de Nomenclatura bioquimica de la IUPAC-
IUB. Asimismo, los nucleétidos pueden citarse por sus codigos de una letra habitualmente aceptados.
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Las "variantes modificadas de manera conservativa", como se usa en el presente documento, se aplican a las
secuencias de aminoacidos. Un experto reconocera que las sustituciones, deleciones o adiciones individuales en un
acido nucleico, péptido, polipéptido o secuencia proteica que modifica, afiade o deleciona un solo aminoacido o un
pequefio porcentaje de aminoacidos en la secuencia codificada, es una "variante modificada de manera conservativa"
donde la alteracion da como resultado la sustitucion de un aminoacido por un aminoacido quimicamente similar. En la
técnica se conocen bien tablas de sustituciones conservativas que proporcionan aminoacidos funcionalmente
similares. Dichas variantes modificadas de manera conservativa son adicionales, y no excluyen variantes polimoérficas,
homalogos interespecificos, y alelos de la invencién. Cada uno de los ocho grupos siguientes contiene aminoacidos
que son sustituciones conservativas entre si:

1) Alanina (A), Glicina (G);

2) Acido aspartico (D), Acido glutamico (E);

3) Asparagina (N), Glutamina (Q);

4) Arginina (R), Lisina (K);

5) Isoleucina (1), Leucina (L), Metionina (M), Valina (V);

6) Fenilalanina (F), Tirosina (Y), Triptéfano (W);

7) Serina (S), Treonina (T); y

8) Cisteina (C), Metionina (M)(véase, por ejemplo, Creighton, Proteins (1984)).

Los términos "mamifero” o "animales mamiferos", se refieren a cualquier animal dentro de la clasificacion taxonémica
de mamiferos. Un mamifero puede referirse a un ser humano o a un primate no humano. Un mamifero puede referirse
a un animal doméstico, incluyendo, por ejemplo, un canino, un felino, un roedor, incluyendo un lagomorfo, un murino,
una rata, un cricetino (hamster), etc. Un mamifero puede referirse a un animal de uso agricola, incluyendo, por ejemplo,
un bovino, un ovino, un porcino, un equino, etc.

Las expresiones "respuesta inmunitaria mejorada" o "respuesta inmunitaria aumentada", como se usan en el presente
documento, se refieren a una respuesta inmunitaria contra el acido nucleico del elemento conservado y contra la
proteina de longitud completa o de longitud sustancialmente completa, que se administran, en la que la respuesta
inmunitaria aumenta en comparacion con cuando solo se administra la vacuna de elementos conservados o la proteina
de longitud completa. Una "respuesta inmunitaria mejorada" puede incluir aumentos en el nivel de activacion de células
inmunitarias y/o un aumento en la duracién de la respuesta y/o memoria inmunolégica, asi como una mejora en la
cinética de la respuesta inmunitaria. El aumento puede demostrarse mediante un aumento numeérico, por ejemplo, un
aumento en los niveles de anticuerpos en un marco de tiempo particular, segun lo evaluado en un analisis para medir
el analisis de respuesta o por la longevidad prolongada de la respuesta.

Los términos "tratar" y "tratamiento" se refieren a retrasar la aparicion de, retardar o invertir el progreso de, o aliviar o
prevenir la enfermedad o la afeccion a la que se aplica el término, o uno o mas sintomas de dicha enfermedad o
afeccion.

Un "antigeno" se refiere a una molécula, por lo general, una molécula de proteina en la presente invencién, que
contiene uno o mas epitopos (lineales, conformacionales o de ambos tipos) que estimulara una respuesta inmunitaria
del hospedador para crear una respuesta humoral y/o celular especifica de antigeno. El término se utiliza
indistintamente con el término "inmunégeno”. Normalmente, un epitopo comprendera entre aproximadamente 7 y 15
aminoacidos, tal como, 9, 10, 12 o 15 aminoacidos. El término "antigeno" incluye ambos antigenos subunitarios, (es
decir, antigenos que estan separados y que son distintos de un organismo completo con el que el antigeno esta
asociado en la naturaleza), asi como organismos inactivados, tales como virus.

Introduccion

La invencién se basa, en parte, en el descubrimiento de que la administracion a un sujeto, de uno o mas acidos
nucleicos que codifican un polipéptido que comprende elementos conservados de una proteina, junto con la
administracion de un acido nucleico que codifica la proteina de longitud completa, o proteina de longitud
sustancialmente completa, mejora la respuesta inmunitaria a las secuencias de elementos conservados. La proteina
puede ser cualquier proteina, pero por lo general es una proteina virica que exhibe diversidad de secuencia en
variantes naturales. En algunos casos, la proteina virica es una proteina retrovirica, tal como una proteina lentivirica.
En algunos casos, la proteina virica es una proteina gag o env retrovirica. Segun la presente invencion, la proteina
virica es una proteina gag del HIV.

La administracién del acido nucleico que codifica la proteina de longitud completa, o proteina de longitud
sustancialmente completa, sigue a la administracion de una construccién de acido nucleico de elemento conservado.
Por tanto, en el presente documento se describen métodos para inducir una respuesta inmunitaria, que comprenden
la administracion secuencial de al menos una construccion de acido nucleico de elemento conservado, seguido de la
administracion de una construccién de acido nucleico que comprende una proteina de longitud sustancialmente
completa de la cual proceden los elementos conservados.
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Construcciones de acido nucleico de elementos conservados

Los elementos conservados de una secuencia de proteinas pueden determinarse utilizando métodos conocidos. Por
ejemplo, la publicacion de solicitud de patente de Estados Unidos n.° 20110269937, describe métodos para evaluar
secuencias de proteinas que muestran una variabilidad natural para identificar regiones que estan conservadas
utilizando métodos informaticos.

Por lo general, una construcciéon de acido nucleico de elemento conservado se genera uniendo secuencias de acido
nucleico que codifican multiples elementos conservados que se dirigen a la secuencia conservada que esta presente
dentro de todas, o de un alto porcentaje, por ejemplo, al menos el 80 %, al menos el 90 % o al menos el 95 %, o
mayor, de las variantes naturales de la proteina en una poblacién. En realizaciones tipicas, un elemento conservado
es de una regién de una proteina que, cuando muta, tiene efectos nocivos sobre la funcidon de la proteina. En
realizaciones tipicas, un elemento conservado no comprende ninguna secuencia de aminoacidos que no aparezca en
una variante natural, es decir, el elemento conservado no contiene sustituciones de aminoacidos que darian lugar a
una secuencia que no se haya identificado en una variante natural.

Las composiciones inmunogénicas descritas en el presente documento pueden relacionarse con una proteina virica,
por ejemplo, una proteina retrovirica tal como Gag. Se han identificado elementos conservados de Gag (véase, por
ejemplo, la publicacién de solicitud de patente de Estados Unidos n.° 20110269937; Rolland et al., PLoS Pathog 3:
e157, 2007; Mothe et al., PLoS One 7: €29717, 2012).

La construcciéon de acido nucleico que codifica el polipéptido del elemento conservado codifica un polipéptido que
comprende al menos uno, dos, tres, cuatro, cinco, seis o siete elementos conservados expuestos en la Figura 1. En
algunas realizaciones, la construccion de acido nucleico codifica un polipéptido que comprende al menos 8, por lo
general, al menos 9, 10, 11, 12, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20 o mas, aminoacidos consecutivos de los elementos
conservados expuestos en la Figura 1; o en las SEQ ID NO:1-14, 32, 33. 40 y 41.

Por lo general, se utiliza mas de una construccion de acido nucleico que codifica los elementos conservados cuando
una construccion codifica un primer conjunto de elementos conservados y la segunda construccion codifica un
segundo conjunto de elementos conservados donde uno o méas elementos, a menudo cada uno de los elementos
conservados, del segundo conjunto de elementos conservados difiere del primer conjunto en 3 0 menos aminoacidos.
Sin embargo, los restos donde las secuencias difieren, estan en sitios de variacion natural, de modo que cada uno de
los elementos conservados en el primer y segundo conjunto corresponde a una secuencia de proteina natural. Por
ejemplo, cada elemento del segundo conjunto es al menos 80 % o al menos 90 % idéntico al elemento correspondiente
en el primer conjunto de secuencias conservadas. La construccion de acido nucleico que codifica el primer conjunto
de elementos conservados y la construccion de acido nucleico que codifica el segundo conjunto de elementos
conservados, pueden estar presentes en el mismo vector o en vectores diferentes.

Por lo general, cada elemento conservado util para un acido nucleico inmunogénico administrado de acuerdo con los
métodos de la invencién, tiene una longitud menor de 30 aminoacidos. El elemento conservado puede tener una
longitud que es menor de 25, 24, 23, 22, 21, 20 o 15 aminoacidos. En algunos casos, en elemento conservado puede
tener una longitud de 8, 9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 21, 22, 23, 24 o0 25 aminoacidos.

En la presente invencién, los elementos conservados contenidos en los elementos conservados no son contiguos en
la secuencia de la proteina nativa. Por lo general, en la construccidon de acido nucleico, los elementos individuales
conservados se unen entre si mediante un enlazador peptidico, tal como un enlazador de alanina. En la técnica se
conocen bien secuencias enlazadoras. Las secuencias peptidicas enlazadoras tipicas contienen restos de Gly, Ser,
Alay Thr. Como enlazadores utiles se incluyen polimeros de glicina-serina; polimeros de glicina-alanina; polimeros de
alanina-serina. En algunas realizaciones, el enlazador de AA, AAAE, AAAA, AAK, AG, AA, LAK, AAK, AAAAL y
similares.

Los elementos conservados pueden estar presentes en cualquier orden en la construccion, no siendo necesario que
aparezcan en el orden de la secuencia natural. Por ejemplo, un elemento conservado que se produce contra el extremo
N de una proteina puede codificarse en la regién de la construccion que codifica el extremo C terminal.

En algunas realizaciones, un acido nucleico que codifica un polipéptido de elemento conservado para su uso en la
invencion, codifica un polipéptido que comprende los elementos conservados expuestos en las SEC ID N°: 1-7. En
algunas realizaciones, dicha construcciéon de acido nucleico codifica un polipéptido que comprende la secuencia de
aminoacidos de SEC ID NO: 15 ("Nucleocapside1"). En algunas realizaciones, un acido nucleico que codifica un
elemento conservado codifica un polipéptido que comprende los elementos conservados expuestos en las SEC ID
NO: 8-14. En algunas realizaciones, dicha construccién de acido nucleico codifica un polipéptido que comprende la
secuencia de aminoacidos de SEC ID NO:16 ("Nucleocapside2"). En algunas realizaciones, una construccion de acido
nucleico que codifica un polipéptido que comprende la SEC ID NO: 15 se administra con una construccion de acido
nucleico que codifica un polipéptido que comprende la SEC ID NO: 16.

En el presente documento también se describe un acido nucleico que codifica un elemento conservado que codifica
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los elementos conservados expuestos en las SEQ ID NO: 3, 4, 5, 6, 32, 33, 40 0 41, o una variante de los mismos que
difiere en 1 aminoacido. Una variante de SEC ID NO: 33 puede diferir en 1, 2 o 3 aminoacidos. El polipéptido del
elemento conservado puede comprender una secuencia expuesta en la Figura 13.

En la presente divulgacion, una construccion de acido nucleico de elemento conservado se administra junto con la
proteina de longitud completa, o proteina de longitud sustancialmente completa, de la cual se obtienen los elementos
conservados. En el contexto de la presente divulgacion, "longitud sustancialmente completa" se refiere a la region de
la proteina que incluye todos los elementos conservados, es decir, se proporciona una longitud suficiente de la proteina
natural que incluye todos los elementos conservados que se utilizan en la construccién del elemento conservado.

El acido nucleico que codifica la proteina de longitud completa puede administrarse simultaneamente con la vacuna
de elementos conservados. Antes de la administracion de una o mas construcciones de elementos conservados, como
vacuna de sensibilizacion, puede administrarse una proteina de longitud completa, que se administra como un
refuerzo. Uno o mas &acidos nucleicos que codifican elementos conservados pueden administrarse como una
sensibilizacion y el acido nucleico que codifica la proteina de longitud completa se administra como un refuerzo. Por
lo general, el refuerzo se administra en cualquier lugar de dos semanas a uno, dos, tres 0 cuatro meses, 0 mas,
después de la administracion de la vacuna inicial.

A menudo, las construcciones de acido nucleico que codifican los elementos conservados y/o la proteina de longitud
completa son una o mas moléculas de acido nucleico purificadas, por ejemplo, uno o mas vectores basados en
plasmidos (ADN "desnudo".

El componente de acido nucleico puede comprender vectores que codifican el antigeno de interés cuando el vector
esta contenido dentro de un virus. Los sistemas de suministro de virus incluyen vectores de adenovirus, vectores de
virus adenoasociados (AAV, del inglés adeno-associated viral vectors), vectores de herpesvirus, vectores retroviricos,
vectores poxviricos o lentiviricos. En la técnica se conocen bien métodos de construccién y uso de dichos vectores.

Para suministrar las moléculas de acido nucleico que codifican los antigenos de interés, pueden usarse virus
recombinantes de la familia de poxvirus (virus de la viruela). Estos incluyen virus de la variolovacuna y poxvirus de
aves, tales como los virus de la viruela aviar y viruela del canario. En la técnica se conocen métodos para producir
poxvirus recombinantes y emplean recombinacion genética. Véanse, por ejemplo, los documentos WO 91/12882, WO
89/03429 y WO 92/03545. En la patente de Estados Unidos n.° 5.863.542 hay una revision detallada de esta
tecnologia. Como ejemplos representativos de poxvirus recombinantes se incluyen ALVAC, TROVAC y NYVAC.

También se han descrito diversos vectores de adenovirus que pueden utilizarse para suministrar uno o mas de los
componentes de acido nucleico de la vacuna. (Haj-Ahmad y Graham, J. Virol. (1986) 57:267-274; Bett et al., J. Virol.
(1993) 67:5911-5921; Mittereder et al., Human Gene Therapy (1994) 5:717-729; Seth et al., J. Virol. (1994) 68:933-
940; Barr et al., Gene Therapy (1994) 1:51-58; Berkner, K. L. BioTechniques (1988) 6:616-629; y Rich et al., Human
Gene Therapy (1993) 4:461-476). Adicionalmente, se han desarrollado varios sistemas de vectores de virus
adenoasociados (AAV) para el suministro de genes. Los vectores de AAV pueden construirse facilmente utilizando
técnicas muy conocidas en la materia. Véanse, por ejemplo, las patentes de Estados Unidos n.°5.173.414 y 5.139.941;
las publicaciones internacionales n.° WO 92/01070 (publicada el 23 de enero de 1992) y WO 93/03769 (publicada el
4 de marzo de 1993); Lebkowski et al., Molec. Cell. Biol. (1988) 8:3988-3996; Vincent et al., Vaccines 90 (1990) (Cold
Spring Harbor Laboratory Press); Carter, B. J. Current Opinion in Biotechnology (1992) 3:533-539; Muzyczka, N.
Current Topics in Microbiol. and Immunol. (1992) 158:97-129; Kotin, R. M. Human Gene Therapy (1994) 5:793-801;
Shelling y Smith, Gene Therapy (1994) 1:165-169; y Zhou et al., J. Exp. Med. (1994) 179:1867-1875.

Los retrovirus también proporcionan una plataforma para los sistemas de suministro de genes. Se han descrito
diversos sistemas retroviricos (patente de Estados Unidos n.° 5.219.740; Miller y Rosman, BioTechniques (1989)
7:980-990; Miller, A. D., Human Gene Therapy (1990) 1:5-14; Scarpa et al., Virology (1991) 180:849-852; Burns et al.,
Proc. Natl. Acad. Sci. USA (1993) 90:8033-8037; y Boris-Lawrie y Temin, Cur. Opin. Genet. Develop. (1993) 3:102-
109.

Para el suministro de genes también pueden utilizarse vectores moleculares conjugados, tales como los vectores
quiméricos de adenovirus descritos en Michael et al., J. Biol. Chem. (1993) 268:6866-6869 y en Wagner et al., Proc.
Natl. Acad. Sci. USA (1992) 89:6099-6103.

Como vectores viricos para suministrar uno o mas componentes de acido nucleico de las vacunas de combinacion de
acido nucleico/proteina descritas en el presente documento, también pueden utilizarse miembros del género
Alphavirus, tales como sin limitacién, vectores procedentes del virus Sindbis, del virus del bosque Semliki y del virus
de la encefalitis equina venezolana. Para una descripcién de vectores procedentes del virus Sindbis Utiles para la
practica de los presentes métodos, véanse, Dubensky et al., J. Virol. (1996) 70:508-519; y las publicaciones
internacionales n.° WO 95/07995 y WO 96/17072; asi como, Dubensky, Jr., T. W., et al., la patente de Estados Unidos
n.° 5.843.723, publicada el 1 de diciembre de 1998 y Dubensky, Jr., T. W., la patente de Estados Unidos n.° 5.789.245,
publicada el 4 de agosto de 1998).
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Construcciéon de expresién que codifica polipéptidos de fusion que comprenden una sefial de degradaciéon o una
secuencia de péptido sefial

Los acidos nucleicos que codifican una vacuna de elementos conservados codifican una forma en la que el elemento
conservado puede fusionarse con una secuencia para mejorar la respuesta inmunitaria, tal como una secuencia de
péptido sefial o una secuencia que se dirige a la proteina para la degradacion lisosomal. Por lo general, esto produce
respuestas inmunitarias mejoradas en comparacion con las realizaciones en las que la vacuna de elementos
conservados no esta fusionada con un péptido sefial o sefial de degradacion.

Secuencias de direccionamiento al lisosoma

También pueden emplearse sefales que dirigen las proteinas al lisosoma. Por ejemplo, las proteinas 1 y 2 de
membrana asociadas al lisosoma (LAMP, del inglés lysosome associated membrane proteins 1 y 2) incluyen una
region que dirige las proteinas al lisosoma. Se proporcionan ejemplos de secuencias de direccionamiento al lisosoma,
por ejemplo, en las patentes de Estados Unidos n.° 5.633.234, 6.248.565 y 6.294.378.

En la técnica se conocen bien secuencias desestabilizadoras presentes en proteinas particulares. Como ejemplos de
secuencias desestabilizantes se incluyen c-myc aa 2-120; ciclina A aa 13-91; ciclina B aa 13-91; |kBa aa 20-45; B-
Catenina aa 19-44; B-Catenina aa 18-47, c-Jun aa1-67; y c-Mos aa1-35; y fragmentos y variantes, de aquellos
segmentos que actian como mediadores en la desestabilizacion. Dichos fragmentos pueden identificarse faciimente
utilizando metodologia muy conocida en la materia. Por ejemplo, la semivida del polipéptido puede determinarse
mediante un analisis de pulso y caza que detecta la cantidad de polipéptido que esta presente durante una evolucion
temporal utilizando un anticuerpo contra el polipéptido, o contra una etiqueta unida al polipéptido. Por ejemplo, en el
documento WO02/36806, se describen ejemplos de analisis.

Pueden emplearse variantes de dichas secuencias, por ejemplo, que tengan una identidad de al menos 90 %,
normalmente una identidad de al menos 91 %, 92 %, 93 %, 94 %, 95 %, 96 %, 97 %, 98 %, 99 %, o mayor, con las
secuencias indicadas anteriormente, por ejemplo, una secuencia de degradacién de LAMP, por ejemplo, para la fusién
con un polipéptido del elemento conservado de gag del VIH.

Sefales de degradacion adicionales que pueden utilizarse para modificar los antigenos retroviricos, por ejemplo,
antigenos del VIH segun la invencion, incluyen la sefial de degradacion de F-box, tal como la sefial de F-BOX de 47aa
(182-228) de la proteina beta TrCP (Liu, et al., Biochem Biophys Res Comm. 313:1023-1029, 2004). Por consiguiente,
un vector de expresion para su uso segun la presente divulgacion puede codificar una proteina de fusién en la que
una sefial de degradacion de F-box esta unida a un antigeno del VIH, por ejemplo, gag.

Direccionamiento al proteasoma y a otras sefiales de degradacion

En la técnica se conocen muchas secuencias de polipéptidos que se dirigen a una proteina para su degradacion. Un
ejemplo de secuencias desestabilizadoras son las denominadas secuencias PEST, que abundan en los aminoacidos
Pro, Asp, Glu, Ser, Thr (no es necesario seguir un orden particular), y pueden aparecer en posiciones internas en una
secuencia de proteinas. Diversas proteinas en las que se dice que tienen elementos de secuencias PEST se dirigen
rapidamente al proteasoma 26S. Por lo general, una secuencia PEST se correlaciona con a) bucles o giros previstos
expuestos a la superficie y b) sitios de fosforilacion de serina, por ejemplo, el motivo S/TP es el sitio diana de las
cinasas dependientes de ciclina.

Otras secuencias desestabilizadoras se relacionan con secuencias presentes en la region N-terminal. En particular la
tasa de ubiquitinacion, que se dirige a las proteinas para su degradacion en el proteasoma 26S, puede estar
influenciada por la identidad del resto N-terminal de la proteina. Por tanto, las secuencias desestabilizadoras también
pueden comprender dichos restos N-terminales, de direccionamiento siguiendo la "regla N-end" (véase, por ejemplo,
Tobery et al., J. Exp. Med. 185: 909-920).

Otras sefiales de direccionamiento incluyen la secuencia de destruccion de box que esta presente, por ejemplo, en
ciclinas. Dicha secuencia de destruccion de box tiene un motivo de 9 aminoacidos,
R1(A/T)2(A)3L4(G)SX6(I/V)7(G/T)8(N)9, en el que los unicos restos invariables son Ry L en las posiciones 1y 4,
respectivamente. Los restos mostrados entre paréntesis aparecen en la mayoria de las secuencias de destruccion.
(véase, por ejemplo, Hershko & Ciechanover, Annu. Rev. Biochem. 67:425-79, 1998). En otros casos, las secuencias
desestabilizadoras conducen a la fosforilaciéon de una proteina en un resto de serina (por ejemplo, Ikba).

Un polipéptido de elemento conservado descrito en el presente documento puede fusionarse con una secuencia de
degradacion de LAMP. Por ejemplo, los métodos de la presente divulgacion pueden emplear un polipéptido en el que
la SEQ ID NO: 15 o la SEQ ID NO: 16 se fusiona con una secuencia de degradacion de LAMP.

Construcciones de expresién que codifican proteinas de fusion secretadas

Un polipéptido secretor en el contexto de esta divulgacién, es una secuencia sefal polipeptidica que da como resultado
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la secrecion de la proteina con la que esta unida. El polipéptido secretor puede ser una quimiocina, citocina o linfocina,
o un fragmento de la quimiocina, citocina o linfocina, que conserva la actividad inmunoestimuladora. Los ejemplos de
polipéptidos secretores de quimiocinas incluyen MCP-3 e IP-10. Como alternativa, el polipéptido secretor puede ser
una secuencia sefial polipeptidica de una proteina secretada, tal como la proteina activadora de plasminégeno tisular
(tPA, del inglés tissue plasminogen activator), la hormona de crecimiento, GM-CSF, una citocina, o una proteina de
inmunoglobulina. Por ejemplo, en el documento WO02/36806, se desvelan construcciones que codifican proteinas de
fusion secretoras.

En algunas realizaciones de la presente invencion, el péptido sefial es una secuencia de GM-CSF, por ejemplo, una
secuencia de GM-CSF de mamifero, tal como una secuencia de péptido sefial de GM-CSF humano.

En algunos casos, una sefial secretora para su uso como se describe en el presente documento es MCP-3
aminoacidos 33-109, por ejemplo, unida al péptido secretor de IP-10.

En algunas realizaciones, un polipéptido de elemento conservado esta unido a una secuencia de péptido sefial de
GM-CSF. Por ejemplo, en algunas realizaciones, los métodos de la invencién pueden emplear un polipéptido que
comprende la SEC ID NO: 15 fusionada con un péptido sefial GM-CSF y/o un polipéptido que comprende la SEQ ID
NO: 16 fusionada con un péptido sefial GM-CSF.

De manera similar, una construccién de expresion que codifica un polipéptido de longitud completa, por ejemplo, una
construccion que codifica la proteina p55 gag, también puede modificarse con una secuencia de degradacion y/o una
secuencia secretora. Por otra parte, puede administrarse mas de una construccion que codifica el polipéptido de
longitud completa, por ejemplo, p55gag. Por ejemplo, puede utilizarse una construccion en la que p55 gag se fusiona
con un polipéptido sefial, tal como GM-CSF, junto con una construccion en la que p55gag se fusiona con una secuencia
de degradacion, tal como LAMP.

Propiedades adicionales de las construcciones de expresion

Dentro de cada casete de expresion, las secuencias que codifican un antigeno para su uso en las vacunas de acido
nucleico de la invencién, estaran unidas operativamente a secuencias reguladoras de la expresion. Las secuencias
"unidas operativamente" incluyen tanto secuencias de control de expresion que son contiguas con al acido nucleico
de interés, como secuencias de control de expresion que actian en trans o a distancia para controlar el gen de interés.
Las secuencias de control de expresion incluyen secuencias apropiadas de inicio y terminacién de la transcripcion,
secuencias promotoras y potenciadoras; sefiales de procesamiento de ARN eficaces, tales como sefiales de corte y
empalme y de poliadenilacion; secuencias que estabilizan el ARNm citoplasmatico; secuencias que promueven la
exportacion de ARN (por ejemplo, un elemento de transporte constitutivo (CTE, del inglés constitutive transport
element), un elemento de transporte de ARN (RTE, del inglés RNA transport element (RTE), o sus combinaciones;
secuencias que mejoran la eficacia de la traduccion (es decir, secuencias de consenso Kozak); secuencias que
mejoran la estabilidad de las proteinas; y cuando se desea, secuencias que mejoran la secrecion de las proteinas.

Para introducir directamente acidos nucleicos en el tejido puede utilizarse cualquiera de los vectores convencionales
utilizados para la expresion en células eucariotas. Los vectores de expresion que contienen elementos reguladores de
virus eucariotas se utilizan a menudo en vectores de expresion eucariotas. Dichos elementos reguladores incluyen,
por ejemplo, el CMV de ser humano, el CMV de simio, LTR viricos y similares. Los vectores tipicos pueden
comprender, por ejemplo, los que tienen un promotor de CMV de ser humano, un sitio de poliA de la hormona del
crecimiento bovino y un gen de resistencia a antibiético para el crecimiento selectivo en bacterias.

En la técnica se conocen bien otros componentes de vectores de expresion, incluyendo, aunque sin limitacion, los
siguientes: elementos potenciadores de la transcripcion, sefiales de terminacion de la transcripcién, secuencias de
poliadenilacién, sitios de corte y empalme, secuencias para la optimizacién del inicio de la traduccién, y secuencias
de terminacion de la traduccion.

En algunas realizaciones, el componente de acido nucleico puede comprender una o mas moléculas de ARN, tales
como moléculas de ARN viricas 0 moléculas de ARNm que codifican el antigeno de interés.

En realizaciones tipicas, las construcciones de acido nucleico estan optimizadas con codones para la expresion.

En la presente invencién, una molécula de "acido nucleico" puede incluir secuencias de ADNc y de ADN genémico,
secuencias de ARN y secuencias sintéticas de acidos nucleicos. Por tanto, un "acido nucleico" también engloba
realizaciones en las que se emplean analogos de ADN y ARN.

Una composicion inmunogénica de la invencion puede administrarse como una o mas construcciones. Por ejemplo,
cuando se emplean dos conjuntos de elementos conservados, por ejemplo, los polipéptidos de elementos conservados
Nucleocapside1 y Nucleocapside2, o los polipéptidos de elementos conservados p2CE1cy p24CE2c o los polipéptidos
de elementos conservados p2CE1d y p24CE2d, una construccion de acido nucleico puede codificar ambos conjuntos,
0 cada conjunto puede estar codificado por un vector de expresion distinto. Por tanto, las construcciones de expresion
administradas segun la invencion, pueden administrarse como vectores de expresion multiples, 0 como uno o mas
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vectores de expresion que codifican unidades de expresién mdltiples, por ejemplo, un vector bicistrénico, o de otra
manera, vectores de expresion multicistrénicos. Por ejemplo, puede emplearse un vector de expresion que codifique
tanto la SEC ID NO: 15 como la SEC ID NO: 16 o pueden emplearse vectores de expresion multiples donde un vector
codifica la SEC ID NO: 15 y otro vector codifica la SEC ID NO: 16.

Preparacion de composiciones inmunogénicas

En los métodos descritos en el presente documento, el componente de acido nucleico a menudo se introduce
directamente en las células del individuo que recibe la composiciéon inmunogénica. Esta estrategia se describe, por
ejemplo, en Wolff et. al., Science 247:1465 (1990) asi como en las patentes de Estados Unidos n.° 5.580.859;
5.589.466, 5.804.566, 5.739.118, 5.736.524, 5.679.647 y en el documento WO 98/04720. Como ejemplos de
tecnologias de suministro basadas en ADN se incluyen, "ADN desnudo", suministro facilitado (bupivacaina, polimeros,
mediado por péptidos) y complejos lipidicos catidénicos o liposomas. Los acidos nucleicos pueden administrarse
utilizando suministro balistico como se describe, por ejemplo, en la patente de Estados Unidos n.° 5.204.253 o presion
(véase, por ejemplo, la patente de Estados Unidos n.° 5,922,687). Utilizando esta técnica, se administran particulas
que comprenden unicamente ADN, o en una realizacién alternativa, el ADN puede adherirse a particulas, tales como
particulas de oro, para administracion.

Por ejemplo, cuando un componente de acido nucleico de la invencion esta codificado por un vector virico, el
componente de acido nucleico puede suministrarse infectando las células con el virus que contiene el vector. Esto
puede realizarse utilizando cualquier tecnologia de suministro, por ejemplo, como la que se describe en el parrafo
anterior.

Las composiciones inmunogénicas de la invencion pueden administrarse mediante inyeccion o electroporacion, o
mediante una combinacién de inyecciodn y electroporacion.

Valoracién de respuestas inmunogénicas

Para valorar el sistema inmunoldogico de un paciente durante y después de un tratamiento y para evaluar
adicionalmente el régimen de tratamiento, pueden medirse varios parametros. Las mediciones para evaluar la
respuesta de la vacuna incluyen: mediciones de anticuerpos en plasma, suero u otros liquidos corporales; y analisis
de la proliferacion celular in vitro en respuesta a un antigeno especifico, indicando la funcién de los linfocitos CD4+.
Dichos analisis son muy conocidos en la técnica. Por ejemplo, para medir los linfocitos T CD4+, muchos laboratorios
miden los niveles absolutos de linfocitos T CD4+, en sangre entera mediante un proceso multiplataforma de tres fases.
El nimero linfocitos T CD4+, es el producto de tres técnicas de laboratorio: recuento de leucocitos (o glébulos blancos);
porcentaje de leucocitos que son linfocitos (diferencial); y porcentaje de linfocitos que son linfocitos T CD4+. La ultima
fase en el proceso de medicion del porcentaje de linfocitos T CD4+ en la muestra de sangre entera se conoce como
"inmunofenotipificacién por citometria de flujo". En el comercio se dispone de sistemas para medir linfocitos CD4+. Por
ejemplo, el sistema FACSCount de Becton Dickenson mide automaticamente linfocitos T CD4+, CD8+ y CD3+.

Otras mediciones de la respuesta inmunitaria incluyen valorar respuestas de CD8+. Estas técnicas son muy conocidas.
Pueden medirse respuestas de linfocitos T CD8+, por ejemplo, utilizando tincion de tetramero de PBMC recientes o
cultivadas (véase, por ejemplo, Altman, et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA 90:10330, 1993; Altman, et al., Science
274:94, 1996), o analisis de liberacién de interferdn vy, tales como analisis ELISPOT (véase, por ejemplo, Lalvani, et
al., J. Exp. Med. 186:859, 1997; Dunbar, et al., Curr. Biol. 8:413, 1998; Murali-Krishna, et al., Immunity 8:177, 1998) o
utilizando ensayos de citotoxicidad.

Titulo virico

La viremia se mide evaluando el titulo virico en un paciente. Existen diversos métodos para realizar esto. Por ejemplo,
las concentraciones plasmaticas de ARN del VIH pueden cuantificarse mediante métodos de amplificacidn especificos
(por ejemplo, reaccion en cadena de la polimerasa cuantitativa con RT (transcriptasa inversa) [RT-PCR], ensayo de
Amplicor para el control del VIH, Roche Molecular Systems; o amplificacion basada en secuencias de acido nucleico,
[NASBA®], ensayo NucliSensTM HIV-1 QT, Organon Teknika) o métodos de amplificacion de sefial (por ejemplo ADN
ramificado [ADNr], ensayo QuantiplexTM de ADNr ARN del VIH, Chiron Diagnostics). El método de amplificacion de
sefial de ADRr amplifica la sefial obtenida de una diana de ARN del VIH capturado utilizando etapas de hibridacion de
oligonucledtidos secuenciales, mientras que los analisis de RT-PCR y NASBA® utilizan métodos enzimaticos para
amplificar el ARN del VIH diana en cantidades medibles de producto de acido nucleico. Las secuencias de ARN del
VIH diana se cuantifican por comparacién con patrones de referencia internos o externos, dependiendo del analisis
utilizado.

Administracién de construcciones de ADN
Los vectores de ADN se formulan para su administracion farmacéutica. Aunque en las composiciones farmacéuticas

descritas en el presente documento puede emplearse cualquier vehiculo adecuado conocido por los expertos en la
técnica, el tipo de vehiculo variara dependiendo del modo de administracion. Para la administracion parenteral, incluida
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la administracion intranasal, la inyeccioén intradérmica, subcutanea o intramuscular o la electroporacion, el vehiculo
comprende, preferentemente, agua, solucion salida y, opcionalmente, un alcohol, una grasa, un polimero, una cera,
uno o mas aminoacidos estabilizantes o un tampén. Los expertos en la técnica conocen tecnologias de formulacion
general (véase, por ejemplo, Remington: The Science and Practice of Pharmacy (20? edicion), Gennaro, ed., 2000,
Lippincott Williams & Wilkins; Injectable Dispersed Systems: Formulation, Processing And Performance, Burgess, ed.,
2005, CRC Press; and Pharmaceutical Formulation Development of Peptides and Proteins, Frkjr et al., eds., 2000,
Taylor & Francis).

El ADN desnudo puede administrarse en solucion (por ejemplo, en una soluciéon salina tamponada con fosfato)
mediante inyeccion, generalmente por via intraarterial, intravenosa, subcutanea o intramuscular. En general, la dosis
de una composicion de acido nucleico desnudo es de aproximadamente 10 pg a 10 mg para un paciente tipico de 70
kilogramos. La dosis subcutanea o intramuscular de acido nucleico desnudo (por lo general, ADN que codifica una
proteina de fusion) variara de 0,1 mg a 50 mg para un paciente de 70 kg que goza de buena salud en general.

Las composiciones inmunogénicas de ADN pueden administrarse una o mas veces. La vacunacion con ADN se realiza
mas de una vez, por ejemplo, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 10, 15, 20 0 mas veces segun sea necesario para inducir la respuesta
deseada (por ejemplo, una respuesta antigénica especifica o proliferacion de células inmunitarias). Pueden
administrarse varias administraciones, por ejemplo, dos veces a la semana, semanalmente, dos veces al mes,
mensualmente, o con mayor o menor frecuencia, seguin sea necesario, durante un periodo de tiempo suficiente hasta
obtener la respuesta deseada.

Las construcciones de acido nucleico descritas en el presente documento pueden administrarse a un hospedador
mamifero. El hospedador mamifero suele ser un ser humano o un primate. El hospedador mamifero puede ser un
animal doméstico, por ejemplo, un canino, un felino, un lagomorfo, un roedor, una rata, un hamster, un murino. Como
alternativa, el hospedador mamifero puede ser un animal de uso agricola, por ejemplo, un bovino, un ovino, un porcino,
un equino, etc.

Las composiciones inmunogénicas que contienen las construcciones de expresion de ADN pueden formularse de
acuerdo con técnicas estandar bien conocidas por los expertos en la técnica farmacéutica. Dichas composiciones
pueden administrarse en dosis y mediante técnicas bien conocidas por los expertos en la técnica médica teniendo en
cuenta factores tales como la edad, el sexo, el peso, la afeccién del paciente particular y la via de administracion.

En aplicaciones terapéuticas, las vacunas se administran a un paciente en una cantidad suficiente para suscitar un
efecto terapéutico, por ejemplo, una respuesta de CD8+, CD4+ y/o de anticuerpos contra los antigenos del VIH-1
codificados por las vacunas, que detienen o retrasan al menos parcialmente, los sintomas y/o las complicaciones de
la infeccion por VIH. Una cantidad adecuada para lograr esto se define como "dosis terapéuticamente eficaz". Las
cantidades eficaces para este uso dependeran de, por ejemplo, la composicion particular del régimen de vacunacion
administrado, la forma de administracion, la fase y gravedad de la enfermedad, el estado de salud general del paciente
y de criterio del médico que prescribe.

Las cantidades adecuadas de ADN, por ejemplo, de ADN plasmidico o desnudo, pueden ser de aproximadamente
1 ug a aproximadamente 100 mg, preferentemente de 0,1 a 10 mg, pero pueden emplearse niveles mas bajos, tales
como de 1-10 pg. Por ejemplo, en el tejido puede inyectarse una vacuna de ADN contra el VIH, por ejemplo, ADN
desnudo o polinucleétido, en un vehiculo acuoso, por ejemplo, por via intramuscular o intradérmica, en cantidades de
10 pl por sitio a aproximadamente 1 ml por sitio. La concentraciéon de polinucleétido en la formulacién suele ser de
aproximadamente 0,1 pyg/ml a aproximadamente 4 mg/ml.

La vacuna puede suministrarse en una solucion fisioldgicamente compatible, tal como PBS estéril en un volumen de,
por ejemplo, un mililitro. Antes de suministrarlas, las vacunas también pueden liofilizarse. Como bien saben los
expertos en la materia, la dosis puede ser proporcional al peso.

Las composiciones incluidas en el régimen descrito en el presente documento, para inducir una respuesta inmunitaria,
pueden administrarse solas, o pueden administrarse conjunta o secuencialmente con otras composiciones
inmunolégicas, antigénicas, de vacunas o terapéuticas.

Las composiciones que también pueden administrarse con las vacunas incluyen otros agentes para potenciar o
aumentar la respuesta inmunitaria, por ejemplo, IL-15, IL-12, IL-2 o ligando de CD40, que pueden administrarse a
intervalos de tiempo especificos, o administrarse sin interrupcion.

Adicionalmente, para su suministro, las vacunas pueden formar complejos con otros componentes, tales como
péptidos, polipéptidos e hidratos de carbono. Por ejemplo, vectores de expresion, es decir, vectores de 4cido nucleico
que no estan contenidos dentro de una particula virica, pueden formar complejos con particulas o perlas que pueden
administrarse a un individuo, por ejemplo, utilizando una pistola de vacunacion.

Las vacunas de acido nucleico se administran mediante métodos muy conocidos en la técnica como los descritos en
Donnelly et al. (Ann. Rev. Immunol. 15:617-648 (1997)); Felgner et al. (patente de Estados Unidos n.° 5.580.859,
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publicada el 3 de diciembre de 1996); Felgner (patente de Estados Unidos n.° 5.703.055, publicada el 30 de diciembre
de 1997); y Carson et al. (patente de Estados Unidos n.° 5.679.647, publicada el 21 de octubre de 1997). Un experto
en la materia sabria que la eleccion de un vehiculo farmacéuticamente aceptable, incluyendo un compuesto
fisiolégicamente aceptable, depende, por ejemplo, de la via de administracién del vector de expresion.

Como se ha sefalado anteriormente, las composiciones de ADN inmunogénico pueden suministrarse a través de
diversas vias. Las vias de suministro habituales incluyen la administracion parenteral, por ejemplo, la via intradérmica,
intramuscular o subcutanea. La administracion de los vectores de expresion descritos en el presente documento al
musculo y por electroporacion, puede ser un método de administracion particularmente eficaz, que incluye inyecciones
intradérmicas y subcutaneas y la administraciéon transdérmica. La administracion transdérmica, tal como por
iontoforesis, es también un método eficaz para suministrar al musculo los vectores de expresion de la invencion.
También puede emplearse la administracion epidérmica de los vectores de expresion de la invencién. La
administracion epidérmica implica la irritacion mecanica o quimica de la capa mas externa de la epidermis para
estimular una respuesta inmunitaria contra el irritante (Carson et al., patente de Estados Unidos n.° 5.679.647).

Las composiciones inmunogénicas también pueden formularse para la administracion a través de las fosas nasales.
Las formulaciones adecuadas para la administracion nasal, en las que el vehiculo es un sdélido, incluyen un polvo
grueso que tiene un tamafio de particula, por ejemplo, en el intervalo de aproximadamente 10 a aproximadamente 500
micrometros que se administra de la manera en la que se toma el rapé, es decir, mediante inhalacion rapida a través
de las fosas nasales a partir de un envase con el polvo sujetado cerca de la nariz. Las formulaciones adecuadas en
las que el vehiculo es un liquido para la administracion, tal como, por ejemplo, un aerosol nasal, gotas nasales, o por
administracion de un aerosol mediante un nebulizador, incluyen soluciones acuosas u oleaginosas del principio activo.
Para argumentos adicionales sobre la administracion nasal de vacunas relacionadas con el SIDA, se hace referencia
a las siguientes patentes, US 5.846.978, 5.663.169, 5.578.597, 5.502,060, 5.476.874, 5.413.999, 5.308.854, 5.192.668
y 5.187.074.

Las vacunas pueden incorporarse, si se desea, en liposomas, microesferas o en otras matrices poliméricas (véase,
por ejemplo, Felgner et al., patente de Estados Unidos n.° 5.703.055; Gregoriadis, Liposome Technology, Véls. | a lll
(22 ed. 1993). Los liposomas, por ejemplo, que consisten en fosfolipidos u otros lipidos, son vehiculos no téxicos,
fisiolégicamente aceptables y metabolizables, que son relativamente sencillos de preparar y de administrar. Los
liposomas incluyen emulsiones, espumas, micelas, monocapas insolubles, cristales liquidos, dispersiones
fosfolipidicas, capas laminares y similares.

Ejemplos que ilustran lainvencion

Ejemplo 1. La vacunacién con ADN de nucleocapside induce respuestas inmunitarias celulares cruzadas especificas
de clados en ratones

Resultados
Vacunas de ADN de elementos conservados

Se identificéd un conjunto de elementos conservados (CE) en p24929 compuesto de aminoacidos (AA) muy conservados
en todo el grupo M del VIH-1, segun lo determinado utilizando la base de datos de VIH de Los Alamos (sitio en la red
www.hiv.lanl.gov/) [32]. Se selecciond un listado excelente de 7 CE basandose en diversos criterios (Figura 1A, véase
Materiales y Métodos): una longitud minima de 8 AA; inclusién de epitopos especificos que se habian correlacionado
con control virico (bajas cargas viricas) in vivo; y exclusién de epitopos asociados a altas cargas viricas. EI CE
seleccionado abarca 12-24 aminoacidos cada uno y, en conjunto, un total de 124 AA, representando asi el 54 % de la
secuencia de p249%9. L os CE se resaltan en la estructura de cinta de la capside de p24929 [97], revelando que engloban
la mayor parte de las regiones enrolladas extendidas de la proteina p24929 (Figura 1B).

Se generaron multiples vacunas basadas en ADN en las que los 7 CE se dispusieron en forma colineal (Figura 1C) y
se conectaron mediante secuencias enlazadoras cortas (Figura 1D), disefiadas para una escision proteolitica eficaz
[91, 92]. El procesamiento proteolitico in vitro de los péptidos de CE revel6 la producciéon de epitopos 6ptimos o de
epitopos 6ptimos ligeramente extendidos de 6 de los 7 segmentos de CE (S. Le Gall, en preparacién). Por lo tanto, se
espera que, después de la expresion, el inmunégeno de CE pueda presentar un numero significativo de epitopos de
linfocitos T nativos. Para una disposicion 6ptima de los diferentes segmentos dentro de los inmundgenos de p24CE,
se tuvo en cuenta la hidrofobicidad del CE individual (Figura 1C). Para evitar el extremo N fuertemente hidroéfobo en
la disposicién CE1-2-3-4-5-6-7 (panel izquierdo), lo que podria influir en el transito intracelular de la proteina, el péptido
CE1 se colocé en el extremo C (panel derecho).

La mayoria de los AA incluidos en los inmunégenos de p24CE son esencialmente invariables, ya que se encuentran
en > 98 % de los aislados del VIH. La longitud de p24CE se expandio al incluir algunos AA menos conservados (sitios
‘alternos'), expresando de este modo regiones adicionales posiblemente inmunogénicas. Esto permitio la extension
del CE 7 a la longitud de 12-24 AA, como se menciond anteriormente, y condujo a dos secuencias de p24CE que
diferian en 7 AA, una en cada CE (Figura 1A), denominadas p24CE1 y p24CE2. Estas dos secuencias cubren >99 %
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de todas las secuencias conocidas del grupo M del VIH-1. Las secuencias de p24CE1 y p24CE2 se optimizaron con
ARN/codones [73-75] para maximizar el procesamiento, el transporte y la estabilidad y traduccién de ARNm (véase
Materiales y Métodos). Las regiones codificantes de p24CE se clonaron en el vector de vacuna pCMVkan (p24CE;
Figura 1D). Para maodificar el transito y el procesamiento intracelular de las proteinas p24CE, se generaron plasmidos
de expresion adicionales. Los pldsmidos PS-p24CE1 y PS-p24CE2 contienen el péptido sefial de GM-CSF en el
extremo N de p24CE para promover la secrecion de las proteinas p24CE. Los plasmidos MCP3-p24CE1 y MCP3-
p24CE2 expresan proteinas de fusiéon con la quimiocina proteina 3 quimioatrayente de monocitos (MCP-3), que
anteriormente se demostré que estabilizaba la proteina codificada y que mejoraba el transito a las células
presentadoras de antigeno [80,81. Los plasmidos LAMP-p24CE1 y LAMP-p24CE2 expresan proteinas de fusion con
la proteina de membrana 1 humana asociada al lisosoma (LAMP-1). Se demostré previamente que la fusion de Gag
con LAMP la dirige al compartimento lisosomal y facilita el acceso a la ruta del MHC de clase I, asi como al
compartimento extracelular [98-102].

Expresion de las proteinas p24CE en células humanas

La expresion de los vectores p24CE mostrada en la Figura ID se evalu6 mediante inmunotransferencias de Western
utilizando extractos celulares y sobrenadantes de células HEK293 transfectadas de manera transitoria (Figura 2). Para
controlar la misma carga, la membrana que contenia las muestras asociadas a las células se exploré con un anticuerpo
contra la beta actina humana como control interno (panel central), lo que demostraba que en cada carril se cargaron
cantidades similares de proteinas, lo que validaba nuestras conclusiones con respecto a la estabilidad y a la
distribucién diferente de las proteinas codificadas por los diferentes plasmidos transfectados (véase mas adelante).
Se detectaron niveles muy bajos de las proteinas p24CE1 y p24CEZ2 en las fracciones asociadas a las células (carriles
1y 5, respectivamente), y no se encontraron proteinas en el compartimento extracelular, lo que indica que las proteinas
p24CE eran inestables. También se observo que la proteina p24CE2, que solo se diferenciaba de la proteina p24CE1
en 7 de los 124 AA, producia un antigeno ain menos estable. La presencia del péptido seial (PS) GM-CSF aumenté
considerablemente los niveles de ambas proteinas p24CE (carriles 2 y 6) tanto en las fracciones asociadas a las
células como en las fracciones extracelulares. Estos datos indican que el péptido sefial modificd el transito de las
proteinas p24CE y promovio el aumento de la estabilidad y la secrecion. Destacé la presencia de bandas adicionales
de las proteinas p24CE secretadas, probablemente debido a modificaciones postraduccionales relacionadas con el
transito celular modificado (comparense los carriles 2 y 1; y los carriles 6 a 5). Las proteinas de fusion MCP3-p24CE
(carriles 3y 7) y LAMP-p24CE (carriles 4 y 8) también pudieron detectarse facilmente, y por lo tanto, estas fusiones
estabilizaron considerablemente las proteinas p24CE. La localizacion de MCP3-p24CE en la fraccidon extracelular
(carriles 3 y 7) como varias bandas, fue similar a nuestro informe anterior sobre una proteina de fusion MCP3-Gag
[81]. Las proteinas LAMP-p24CE se acumularon principalmente en la fraccién asociada a células (carriles 4 y 8),
aunque también pudo encontrarse alguna proteina en la fraccién extracelular, como se observé anteriormente en la
proteina LAMP-p55gag [101]. Estos datos mostraron que modificando el transito de las proteinas p24CE, afiadiendo
el péptido sefial GM-CSF o después de la fusion a las moléculas MCP3 o LAMP, mejoraba la estabilidad y se modulaba
el transito de las proteinas p24CE.

La vacunacién con p24CE induce respuestas inmunitarias celulares especificas de CE en ratones C57BL/6

A continuacién, evaluamos la inmunogenicidad de diferentes proteinas p24CE después de la vacunacion con ADN de
ratones C57BL/6. Se vacunaron grupos de ratones (N=5) dos veces (0 y 4 semanas) con los plasmidos p24CE
indicados o con ADN plasmidico simulado, como control negativo, por inyeccion intramuscular seguido de
electroporacion (EP) in vivo. Dos semanas después de la ultima vacunacién (semana 6), se sacrificaron los ratones y
se determind la presencia de respuestas celulares especificas de CE mediante citometria de flujo policromatica. Los
esplenocitos de los animales individuales de cada uno de los grupos de vacunas y del grupo de control negativo
inoculado con ADN simulado, se estimularon con un conjunto de péptidos de Gag de consenso del Grupo M (péptidos
de 15 oligébmeros que se solapan en 11 AA) (Figura 3A) o con un conjunto de péptidos de COT-M (10 oligémeros que
se solapan en 9 AA) que consta de las secuencias de p24CE1 y p24CE2 (Figura 3B). El uso del conjunto de péptidos
de 15 oligdmeros permitid detectar respuestas de linfocitos T tanto CD4* como CD8* mientras que el conjunto de
péptidos de 10 oligdmeros favorece principalmente respuestas de linfocitos T CD8*. La vacunacion con plasmidos que
expresan p24CE o las proteinas secretadas p24CE (PS-p24CE) indujo respuestas inmunitarias de linfocitos T CD4+
y CD8+ especificas de CE (Figura 3A). Por el contrario, la vacunacién con las proteinas de fusién p24CE, MCP3-
p24CE o LAMP-p24CE, suscité respuestas especificas de CE que estaban casi exclusivamente mediadas por
linfocitos T CD4*. De conformidad con estos resultados, la estimulacion de esplenocitos con conjuntos de péptidos de
10 oligébmeros, que estan principalmente asociados a antigenos de MHC de clase |, indujo respuestas muy bajas en
ratones vacunados con ADN de MCP3-p24CE y ninguna respuesta en ratones inmunizados con LAMP-p24CE, que
verificod las conclusiones anteriores (Figura 3B). Nuestra hipotesis es que el transito intracelular modificado de los
antigenos de fusion p24CE podria ser responsable de la clara preferencia por las respuestas de los linfocitos T CD4*
o CD8* Las respuestas suscitadas por las proteinas p24CE1 fueron en general mas altas que las inducidas por
p24CE2 (Figura 3A y 3B, tenga en cuenta las diferentes escalas de p24CE1 y p24CE2), probablemente reflejando la
mayor expresion de p24CE como se indica en los experimentos de transfeccion transitoria (véase la Figura 2). Como
se esperaba, en los esplenocitos de ratones vacunados con ADN simulado no se encontraron respuestas celulares.

La reactividad cruzada de las respuestas inducidas se analizé utilizando conjuntos de péptidos que representaban
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diferentes clados del VIH-1 (A, B y C; véase también la Figura 1A). La vacunaciéon con ADN de PS-p24CE1 indujo
respuestas celulares de CD4* y CD8* con reactividad cruzada a clados, que fueron similares en magnitud a las
obtenidas con el conjunto de péptidos del Grupo M (Figura 3C). También se obtuvo reactividad cruzada a clados
después de la vacunacion con los otros plasmidos p24CE (datos no mostrados). Por el contrario, los esplenocitos de
ratones inmunizados con ADN simulado no pudieron reconocer los péptidos de ninguno de los tres conjuntos de
péptidos especificos de clado.

Especificidad excelente de respuestas de linfocitos T especificos de CE de ratones C57BL/6 vacunados

A continuacién, se evalué la distribucion de las respuestas celulares inducidas por p24CE entre los diferentes CE
(Figura 4). Se estimularon esplenocitos agrupados de los ratones C57BL/6 vacunados con ADN (N = 5/ grupo) con
grupos de péptidos de consenso del Grupo M (15 oligdmeros) que engloban los 7 CE individuales. Se utilizé citometria
de flujo policromatica para determinar la frecuencia de los linfocitos T productores de IFN-y especificos de CE y para
discriminar entre las respuestas de los linfocitos T CD4* y CD8". La inmunizacion con los diferentes plasmidos p24CE1
(paneles de la izquierda) y p24CEZ2 (paneles de la derecha) indujo respuestas celulares contra CE1 y CE6, que fueron
mediadas casi exclusivamente por linfocitos T CD4*. Curiosamente, los ratones inmunizados con plasmidos que
codifican la proteina p24CE nativa (p24CE y PS-p24CE) también desarrollaron respuestas celulares altas mediadas
por CD8* contra CE2. Estos datos coinciden con la localizacion celular de las proteinas codificadas: la proteina p24CE
nativa permanece principalmente intracelular, mientras que las fusiones PS-p24CE y MCP3-p24CE se secretan
activamente y la fusiéon LAMP-p24CE se asocia con el compartimiento del MHC de clase |l. También se identificaron
niveles bajos de respuestas de linfocitos T CD8* contra CE3 después de la inmunizacién con la proteina p24CE y los
plasmidos MCP3-p24CE. En conclusion, las proteinas p24CE indujeron respuestas contra 4 de los 7 CE (CE1, CE2,
CE3 y CEB6) en los ratones, aunque estas respuestas fueron generalmente mas bajas en los animales inmunizados
con los plasmidos p24CE2, lo que demuestra que la vacunacion indujo respuestas amplias de linfocitos T CD4* y
CD8*.

p24CE induce respuestas inmunitarias mas amplias que p55gag de longitud completa

Comparamos las respuestas inmunitarias contra el CE individual después de la vacunacion con un ADN plasmidico
p5599 o con una mezcla de ADN de PS-p24CE1 y PS-p24CE2. Los ratones (N=5/grupo) recibieron 3 vacunaciones
(semanas 0, 3 y 6) y se sacrificaron en la semana 8 (Figura 5A). Las respuestas de los linfocitos T inducidas por la
vacuna se analizaron a partir de esplenocitos agrupados (Figura 5B) estimulados con conjuntos de péptidos de 15
oligémeros especificos para p24929 de clado A, B o C (panel de la izquierda) y el consenso del grupo M (panel de la
derecha). Las respuestas globales inducidas por el inmundgeno p559%9 fueron mas bajas que las obtenidas por el
inmunogeno p24CE, y notablemente, carecian de linfocitos T especificos de CD8*. El uso de conjuntos de péptidos
que abarcan el CE individual (Figura 5C) mostré que el ADN de p5599 suscitaba respuestas bajas solamente contra
CE1 y CEG6 (panel de la derecha), mediada exclusivamente por linfocitos T CD4*. Por el contrario, la vacunacion con
la mezcla de ADN de PS-p24CE suscitd respuestas mas altas hacia varios CE (CE1, CE2 CE3 y CE6), como también
se espera de los datos mostrados en la Figura 4.

También evaluamos la calidad de las respuestas inmunitarias celulares suscitadas por los diferentes inmunégenos
(Figura 5D) utilizando el conjunto de péptidos p2499 seguido de tincion intracelular de citocinas y citometria de flujo
policromatica. La vacunacion con ADN de p559%9 indujo principalmente respuestas de linfocitos T CD4* (rojo), mientras
que la vacunacion con p24CE indujo respuestas de linfocitos T tanto CD4* (rojo) (CE1 y CE6) como CD8* (negro)
(CE2y CE3) (Figuras 5B y 5C, panel superior). Ambos inmundgenos indujeron linfocitos T de memoria efectora (CD44"
y CD62L"9) (Figura 5C, panel central), que fueron principalmente CD4* (0,28 % del total de linfocitos T) en ratones
vacunados con ADN de p559¢, y tanto CD4* (0,72 % del total de linfocitos T) como CD8* (0,37 % del total de
linfocitosT) en ratones vacunados con el ADN de PS-p24CE. Analisis adicionales revelaron que los linfocitos T IFN-y*
especificos de antigeno, produjeron TNF-a y expresaron CD107a en la superficie después de la estimulacion con
antigeno, lo que indicaba la induccién de linfocitos T citotdxicos (Figura 5D, panel inferior). También se observé que
los linfocitos T CD8* (negro), inducidos solo por la vacunaciéon con ADN de PS-p24CE, expresaron niveles mas altos
de CD107a y niveles mas bajos de TNFa que los linfocitos T CD4* (rojo), un fenotipo acorde con la desgranulacion
asociada a la actividad de CTL. En conjunto, nuestros resultados muestran que la vacuna de p24CE aumento la
amplitud y la magnitud de las respuestas celulares contra la regién de p24929 en ratones vacunados con ADN, al inducir
respuestas contundentes contra varios de los elementos muy conservados, y que las respuestas son multifuncionales,
una caracteristica deseada para una vacuna eficaz contra el VIH.

La vacunacién con p24CE induce respuestas inmunitarias humorales con reactividad cruzada a clados

A continuacién, examinamos la induccion de respuestas inmunitarias humorales utilizando muestras de plasma
agrupadas de ratones vacunados con ADN de p24CE (N=5/grupo) mediante un ELISA que mide respuestas de p2499
del clado B (Figura 6A). Los diferentes antigenos de p24CE indujeron facilmente altos niveles de respuestas humorales
con titulos similares o superiores a los obtenidos en ratones vacunados con ADN de p55%99 (excepto p24CE2, panel
central). La vacunaciéon con ADN de p24CE indujo anticuerpos contra las proteinas p24CE (Figura 6B, panel superior,
carriles 2 y 3) asi como contra la proteina p24929 procesada (carril 1). Por el contrario, los anticuerpos inducidos por la
vacunacion con ADN de p55929 detectaron facilmente a la proteina p2499 (Figura 6B, panel inferior, carril 1), pero no

20



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2718 899 T3

pudieron reconocer a las proteinas p24CE (carriles 2 y 3). Por tanto, de manera similar a las respuestas inmunitarias
celulares (véase la Figura 5), los anticuerpos suscitados después de la vacunacién con ADN de p5599 de longitud
completa, no pudieron reconocer los elementos conservados.

También examinamos la reactividad cruzada a clados de estas respuestas mediante analisis de inmunotransferencia
de Western (Figura 6C). Las membranas que contenian las proteinas p5599 de los clados A y C de consenso, clado
B (HXB2) y COT-M, obtenidas de células transfectadas de manera transitoria, se exploraron con muestras de plasma
agrupadas de ratones vacunados con plasmidos que expresaban PS-p24CE1, PS-p24CE2 o p55%9. Los analisis de
inmunotransferencia de Western mostraron que los anticuerpos inducidos por los ratones vacunados con ADN de
p24CE y p55939 detectaban las diferentes proteinas p5599. Estos datos sugieren que, de manera similar a p5599 los
ratones vacunados con p24CE, indujeron anticuerpos con reactividad cruzada a clados.

En conjunto, estos datos muestran que la vacunacion con ADN de p24CE indujo fuertes respuestas inmunitarias
humorales (Figura 6) y celulares (Figura 4) contra a los elementos muy conservados en p24929, y que los segmentos
de CE no son o son poco inmunogénicos cuando se expresan como parte de la proteina p559%9 completa en ratones
C57BL/6 vacunados con ADN.

Argumento

Los experimentos realizados en ratones demostraron que puede producirse una vacuna de ADN que exprese 7
elementos muy conservados seleccionados dentro de p24929 del VIH-1 y que esta vacuna de ADN es inmunogénica
en comparacién con la p559%9 nativa de longitud completa codificada por el ADN. Anteriormente, se demostr6 que los
individuos con infeccion crénica por VIH-1 desarrollaban respuestas inmunitarias celulares especificas para los
péptidos codificados por los 7 elementos conservados descritos en este trabajo [34]. Asimismo, encontramos que la
amplitud, la magnitud y la avidez de estas respuestas celulares a algunos CE fueron significativamente mas altas entre
los pacientes que eran capaces de controlar la infeccion por VIH-1, lo que sugiere que las respuestas contra estas
regiones conservadas son clinicamente relevantes [34].

Partiendo de nuestro entendimiento acerca de las reglas para la expresion contundente de genes y para evitar el
potencial de escape del VIH, construimos vectores de ADN optimizados que expresaban niveles maximos de nuevos
inmundgenos artificiales basados en elementos muy conservados de la region p24929, Este disefio de vacuna se baso
en dos principios, (i) el inmundgeno debia incluir elementos criticos y muy conservados del virus que no podian mutar
sin una pérdida grave de la viabilidad, y (ii) el inmunégeno debia excluir los epitopos del VIH que fuesen capaces de
mutar sin afectar significativamente a la capacidad replicativa del virus. El primero puede inducir respuestas contra un
gran numero de aislados del VIH, y el segundo evita la competencia inmunodominante de regiones variables, lo que
puede hacer que la respuesta inmunitaria inducida por la vacuna sea ineficaz. No solo se optimizé la expresion, sino
también la estabilidad y presentacion de los antigenos artificiales codificados por los vectores de ADN. Para esta
finalidad, se disefaron diferentes construcciones de fusiéon. Anteriormente, observamos que la adicién de un péptido
sefial o la fusién con MCP3 o LAMP eran beneficiosas para la expresion de las proteinas [81,80,94], y encontramos
que estas modificaciones también estabilizan las proteinas p24CE.

Para maximizar la estimulacion de los linfocitos CD4*, ademas de la de los linfocitos T CD8+, disefiamos inmundgenos
segregados. El antigeno p24CE unido al péptido sefial de GM-CSF se expresé a niveles altos y también produjo
linfocitos T especificos de antigeno tanto CD4* como CD8*, asi como buenos titulos de anticuerpos. Por el contrario,
las proteinas p24CE fusionadas con MCP-3 o LAMP dirigieron el desarrollo de la mayoria de las respuestas de los
linfocitos T CD4+. Estos estudios muestran que es posible manipular muchas propiedades de un antigeno, modificando
la respuesta inmunitaria de manera predecible. Aunque las respuestas de los linfocitos T CD8* se han relacionado con
el control de la viremia, también hemos informado que las respuestas de los linfocitos T CD4* citotdxicos contribuyen
al control virico [103]. La vacuna de p24CE indujo respuestas de linfocitos T especificas tanto para CD4* (CE1 y CE6)
como para CD8* (CE2 y CE3) en ratones C57BL/6; estos linfocitos T CD8* tenian el fenotipo funcional de CTL maduros
y no estaban presentes en ratones inmunizados con el ADN que codifica a p55929. Las moléculas generadas permiten
la seleccion de las combinaciones mas 6ptimas para obtener la mejor respuesta protectora para la profilaxis del VIH.
Hemos encontrado que las proteinas p24CE son mas inmunogénicas que la proteina Gag de longitud completa,
expandiendo la calidad de las respuestas celulares para reunir linfocitos T CD8+ con las propiedades funcionales de
los CTL candnicos en ratones C57BL/6. Estos hallazgos sugieren que los linfocitos T no reconocieron de manera
eficaz a los péptidos que contenian las regiones de elementos conservados (CE) producidas a partir del antigeno
p55%9 de longitud completa. Esto podria deberse a un mal procesamiento antigénico o a una mala presentacion del
antigeno, o como alternativa, a la interferencia por péptidos inmunodominantes de otras regiones dentro de p55929,
que son capaces de desviar o inhibir la respuesta inmunitaria. Ademas, como se muestra en las Figuras 3 y 4, el
transito de la proteina afectd considerablemente a su inmunogenicidad, suscitando p24CE y SP-p24CE las respuestas
mas altas y mas equilibradas de CD4 y CD8. La seleccion de la proteina p24CE mas optima indujo una
inmunogenicidad mas alta y mas amplia que p5599. Recientemente, también hemos demostrado que las células
dendriticas cargadas in vitro con ARN que codifica la proteina p24CE descrito en este trabajo, podian estimular
respuestas de linfocitos T cuando se mezclaban con PBMC autélogas de pacientes con VIH o podian inducir
respuestas de linfocitos T de novo en las PBMC de donantes sanos. Las respuestas suscitadas por p24CE fueron
generalmente tan altas como las de Gag [33].
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Todos los estudios de inmunogenicidad descritos en el presente trabajo se realizaron en ratones C57BL/6. Desde la
experiencia de autores de la presente invencién, la inmunizacion con ADN de p5599 utilizando el modelo de ratén
Balb/c induce respuestas mas altas de linfocitosT, pero esas respuestas estan dirigidas casi exclusivamente hacia un
unico epitopo inmunodominante, AMQMLKETI, que esta presente en nuestra construccion p24CE. Por lo tanto, para
evitar las restricciones impuestas por este repertorio limitado, elegimos el modelo de ratén C57BL/6 para el trabajo
descrito en el este documento. Encontramos respuestas inmunitarias primarias muy bajas en las regiones de CE
después de la vacunacién con ADN utilizando p5592¢ de longitud completa. Sera interesante examinar mas a fondo si
otras modalidades de vacuna, es decir, vectores viricos recombinantes, que expresan p559%9, son capaces de inducir
respuestas inmunitarias superiores a las de los elementos conservados. Hasta donde alcanza el conocimiento de los
inventores, este estudio es la primera evaluacion comparativa de la inmunidad inducida por un inmundgeno de longitud
completa y la inducida por elementos muy conservados dentro de la misma proteina. Nuestro analisis apunta al efecto
negativo de las regiones fuera de los elementos conservados definidos, que, es importante tener en cuenta, estan
presentes en el tipo silvestre de longitud completa, asi como en las moléculas de consenso y en mosaico, asi como
en los inmunoégenos de epitopo a los que se hace referencia. Por tanto, el uso de la plataforma de elementos muy
conservados ofrece la ventaja de enfocar las respuestas inmunitarias a los epitopos invariables presentes en el
proteoma virico. De manera similar al trabajo descrito en el presente documento, anteriormente Letourneau et al. [11]
demostraron que una proteina quimérica que contenia una cadena de varias regiones invariables del proteoma del
VIH-1 era inmunogénica, pero no se realizé6 ninguna comparacion directa con las mismas secuencias expresadas
dentro de las proteinas naturales. En nuestro estudio, aplicamos criterios mas estrictos para definir los elementos
conservados que dan como resultado secuencias peptidicas mas cortas (12-24 AA) que excluyen segmentos
adyacentes mas variables. Ademas, nuestro analisis de las respuestas inmunitarias se realizé utilizando, como
inmundgenos, conjuntos de péptidos estrictamente confinados en los segmentos conservados definidos y, por lo tanto,
la contribucién a las respuestas de los linfocitos T de supuestos nuevos epitopos artificiales creados por los limites fue
completamente excluida. En conclusion, demostramos que en los ratones vacunados, la vacuna con ADN de p24CE
indujo amplias respuestas celulares y humorales con reactividad cruzada a clados. Se detectaron respuestas
inmunitarias contundentes, incluyendo linfocitos T CD8*, contra varios CE después de la vacunacién con ADN de
p24CE ADN en ratones, mientras que solo se obtuvieron respuestas muy malas (solo CD4*) o ninguna respuesta
contra los CE mediante la vacunacién de ADN con vectores que expresan la proteina p559¢ de longitud completa. Por
tanto, la inclusién de vectores de ADN que expresan los elementos conservados es una tactica de vacuna prometedora
para inducir una inmunidad mas amplia en comparacion con la vacunacion con el ADN de p559%9 solo. Estos resultados
sugieren una evaluacion adicional de los antigenos de p24CE en macacos.

Materiales y métodos
Seleccion de elementos conservados de p24929

Utilizando todas las secuencias codificantes de p2499 del grupo M del VIH-1 disponibles en la base de datos de Los
Alamos de 2009, se identificaron secuencias de al menos 8 AA de longitud, en las que todos los AA se conservaron
en al menos el 98 % de todas las secuencias. Después, este requisito se suavizdé de dos maneras: En primer lugar,
utilizando datos disponibles que correlacionaban el reconocimiento de epitopos con la carga virica clinica, se intentoé
incluir epitopos completos que se asociaron con una carga virica baja y excluir epitopos que se asociaron con una
carga virica alta. En segundo lugar, se permitié 1 sitio alterno (variable)/segmento CE si los 2 AA mas comunes en
ese sitio se encontraban juntos en> 99 % de todas las secuencias conocidas [32]. Para incorporar esta variacion, se
crearon dos plasmidos, cada uno con 7 segmentos CE de 12-24 AA de longitud, separados por 2-4 AA espaciadores
(por lo general, Ala-Ala-X) y diferenciandose solo por el unico AA alterno. La longitud y la secuencia de los
espaciadores se establecieron en funcion del conocimiento existente sobre especificidades de escision y disponibilidad
de péptidos [104], asi como para evitar homologias de unién fortuitas con el VIH y el proteoma humano,
determinandose esto Ultimo a través de la busqueda contra las bases de datos de secuencias de proteinas humanas
y del VIH.

Plasmidos de ADN

Las secuencias codificantes de los genes p24CE y gag se disefiaron mediante optimizacion de ARN/codones para
una expresion eficaz en células de mamifero [73-75] y se sintetizaron quimicamente (GeneArt, Life Technologies,
Grand Island, NY). Los genes se clonaron en el vector pCMVkan [81] optimizado para alta expresion génica. pCMVkan
contiene el promotor de citomegalovirus humano, y los transcritos expresados contienen un entorno éptimo para el
codon iniciador AUG de la proteina tat del VIH-1 que impide el inicio de la traduccion de los AUG internos [105], el sitio
de poliadenilacién de la hormona del crecimiento bovino (BGH, bovine growth hormone) y el gen de resistencia a
kanamicina. Este vector no contiene ningun sito de corte y empalme o intrones. Las proteinas p24CE1 y p24CE2 se
produjeron a partir de vectores independientes (plasmidos 164H y 182H, respectivamente). Las formas secretadas
PS-p24CE1 y PS-p24CE2 contienen el péptido sefial de GM-CSF (1-17 AA; nimero de registro NP_000749 del
Genbank) en el extremo N (plasmidos 234H y 235H). Los plasmidos MCP3-p24CE1 y MCP3-p24CE2 (plasmidos 167H
y 201H) son proteinas de fusién con la proteina 3 quimioatrayente de monocitos (MCP-3) [80-81]. Los plasmidos
LAMP-p24CE1 y LAMP-p24CE2 (plasmidos 191H y 202H) son proteinas de fusién con la proteina de membrana 1
asociada al lisosoma (LAMP-1) [98-101]. Se produjeron proteinas p5599 de longitud completa a partir de genes de
ARN/optimizados con codones clonados en el plasmido pCMVkan, que expresa Gag del clado A (plasmido 187H,
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ndmero de registro AAQ98129 del Genbank), del clado B (plasmidos 114H, HXB2, numero de registro AAB50258 del
Genbank), del clado C (plasmido 160H, niumero de registro AAD12096 del Genbank ) y el centro de arbol COT (del
inglés center-of-tree)-M (222H) [106]. Para las inmunizaciones se utilizé p55%9 de HXB2. Los ADN exentos de
endotoxina se prepararon utilizando el kit de Qiagen segun el protocolo del fabricante (Qiagen, Valencia, CA)

Transfeccién y analisis de proteinas

Los plasmidos de ADN se transfectaron en 1x10° células HEK-293 utilizando la técnica de co-precipitacion con fosfato
de calcio. Los sobrenadantes de cultivo y las células se recogieron 24 o 48 horas mas tarde, y la expresion de la
proteina se visualiz6 mediante analisis de inmunotransferencia de Western. Las proteinas se resolvieron en geles Bis-
Tris de NUPAGE al 10 % o al 12 % (Invitrogen, Carlsbad, CA), se transfirieron a membranas de nitrocelulosa
(Invitrogen), que se exploraron con un anticuerpo de cabra anti p24929 (dilucién 1: 3.000, proporcionado por L. Arthur,
SAIC, NCI, Frederick) seguido de anticuerpo anti IgG de cabra marcado con HRP (diluciéon 1:10.000; Calbiochem,
EMD chemicals, Gibbstown, NJ) o con plasma (dilucion 1: 200) de ratones vacunados con ADN seguido de anticuerpo
anti IgG de raton marcado con HRP (dilucion 1: 10.000, GE Healthcare, Piscataway, NJ). Como control, las membranas
se exploraron con anticuerpo anti pan actina de ser humano (clon C4, EMD Millipore, Billerica, MA) a una dilucion de
1:10.000. Las bandas se visualizaron utilizando el sistema de deteccion de quimioluminiscencia mejorada (ECL) y
transferencia de Western (GE HealthCare, Piscataway, NJ).

Estudios de vacunacion de ADN en ratones

Se obtuvieron ratones hembra C57BL/6N (de 6 a 8 semanas de vida) en Charles River Laboratories, Inc. (Frederick,
MD) y se alojaron en el National Cancer Institute, Frederick, MD, en una instalacion con temperatura y ciclo de luz
controlados. Los ratones se inmunizaron con 20 ug de los ADN de la vacuna mediante inyeccion intramuscular seguido
de electroporacion in vivo mediante el dispositivo de electroporacion de corriente constante ELGEN® (Inovio
Pharmaceuticals, Inc, Blue Bell, PA). Como controles negativos, un grupo de ratones recibié la misma cantidad de
ADN simulado siguiendo el mismo protocolo de inmunizacién. Los animales se vacunaron dos (0 y 4 semanas) o tres
veces (0, 3 y 6 semanas), y se sacrificaron 2 semanas después de la ultima vacunaciéon cuando se extrajeron los
bazos y la sangre para el andlisis de las respuestas celulares y humorales.

Tincion intracelular de citocinas

La frecuencia de linfocitos T productores de citocina* especificos de antigeno, se midié utilizando citometria de flujo
policromatica, como se ha descrito anteriormente[80]. Para estimular las respuestas celulares inducidas por la vacuna
se utilizé el siguiente grupo de conjuntos de péptidos de Gag de 15 oligdbmeros, que se solapan en 11 AA: VIH-1
consenso de clado A (Cat n.° 8116), consenso de clado C (Cat n.° 8118) y consenso del Grupo M (Cat n.° 11057),
obtenidos del Programa AIDS Research and Reference Reagent (Germantown, MD); Gag de 15 oligébmeros de
HXB2/Clado B (Infinity Biotech Research & Resource, Inc, Aston, PA). Se generaron conjuntos de péptidos que
abarcaban p5599, p24949 o solo CE. Ademas, utilizamos conjuntos de péptidos de 10 oligdmeros que se solapaban
en 9 AA desde el COT-M que abarcaba los CE1-CE7 individuales, sin incluir las secuencias enlazadoras, de p24CE1
y p24CE2 (instalacion de sintesis de péptidos del Hospital General de Massachusetts, Boston). Los esplenocitos se
cultivaron a 37 °C y con CO2 al 5 % a una densidad de 2x108 células/ml en medio RPMI-1640 completo que contenia
grupos de péptidos Gag a una concentracion final de 1 pg/ml de cada péptido. En todos los experimentos, se utilizaron
esplenocitos cultivados en medio sin conjuntos de péptidos o estimulados con forbol miristato acetato (PMA, phorbol
myristate acetate) e ionoforo de calcio (Sigma, St.Louis, MO) como control negativo y positivo, respectivamente. La
secrecion de proteinas se bloque6 mediante la adicion de monensina (GolgiStop, BD Biosciences) 1 hora después de
la estimulacion. Después de 12 horas de incubacion, las células se recogieron y la tincidon de la superficie celular se
realizé utilizando el siguiente coctel de anticuerpos: CD3- APCCy7, CD4-PerCP y CD8-Azul Pacifico (BD Pharmingen,
San Diego, CA). Los esplenocitos se lavaron dos veces, se fijaron, se permeabilizaron con Cytofix / Cytoperm (BD
Pharmingen) y para la deteccion intracelular de citocinas se realizé tincion utilizando IFN-y-FITC (BD Pharmingen). En
otro conjunto de experimentos, el coctel de anticuerpos para la tincion de la superficie incluia: CD3-AF700, CD4-
PerCP, CD8-Azul Pacifico, CD44-V500, CD62L-PE, CD107a-PE Cy7 (BD Pharmingen). Durante el cultivo de los
esplenocitos con los péptidos se afadié anticuerpo anti CD107a. Para la tincién intracelular de citocinas se utilizé IFN-
y-APC y TNF-a-APC Cy7 (BD Pharmingen). Después de la tincién intracelular, las células se lavaron dos veces y las
muestras se analizaron en un citometro de flujo LSR Il (BD Pharmingen). El analisis de los datos se realiz6 utilizando
la plataforma FlowJo,(Tree Star, Inc., Ashland, OR). Todas las respuestas especificas de antigeno se dan después de
restar los valores obtenidos de las muestras sin estimulacion con péptidos. Solo los esplenocitos que dieron una
respuesta mas de dos veces mayor que la del valor de la muestra sin péptidos (solo medio) se consideraron positivos.

Ensayos con anticuerpos

Las diluciones en serie de las muestras de plasma se analizaron mediante ELISA estandar de p2492 del VIH-1 del
clado B (Advanced Bioscience Lab, Rockville, MD), midiendo la absorbancia éptica a 450 nm.

Ejemplo 2. La vacunacion con ADN de nucleocapside induce respuestas inmunitarias celulares cruzadas especificas
de clados en macacos
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Resultados

La vacunacion con ADN de gag induce respuestas inmunitarias celulares especificas de elementos conservados (CE)
p2499 en macacos

Primero se investigo si la vacunacion de los macacos con un plasmido que expresaba p5599 era capaz de suscitar
respuestas inmunitarias contra los 7 CE [32,34] identificados dentro de la secuencia de p24929 (Figura 7). Cuatro
animales se vacunaron dos veces (0, 2 meses) con ADN de p5599 del COT-M mediante inyeccion IM seguido de
electroporacion (EP) in vivo. En el analisis se incluyeron siete animales previamente vacunados con un plasmido que
expresaba la proteina p559%9 de longitud completa suministrada por via intramuscular (N=4) [82] o con un plasmido
que expresaba la proteina p3799 suministrada mediante IM/EP (N=3) [67]. La induccion de respuestas especificas de
Gag se evaluo después de la estimulacién de PBMC con un conjunto de péptidos especifico de p2499, asi como con
un conjunto de péptidos especifico de CE (véase Material y Métodos). Los 11 macacos desarrollaron respuestas
facilmente detectables en la regién p24939, sin embargo, solo 5 de los 11 macacos (45 %) desarrollaron respuestas
contra CE (Figura 7B). A continuacion, se analizé la especificidad de las respuestas hacia los elementos conservados
individuales en los 5 macacos que mostraron reconocimiento del CE (Figura 7C). Se encontré que 3 macacos (L985,
P574, R288) reconocieron solo 1 CE (CE3 o CES5), mientras que 2 macacos (R067 y M121) desarrollaron respuestas
contra 2 CE (CE4, CE5 y CE5, CEB6, respectivamente). Por otra parte, solo el animal L985 desarrollé respuestas
significativas de linfocitos T CD8* contra el CE, mientras que los 4 animales restantes mostraron respuestas mediadas
casi exclusivamente por linfocitos T CD4*. Estas respuestas de linfocitos T especificas de CE incluyeron linfocitos T
CD4* y CD8* con potencial citotoxico, a juzgar por la presencia de linfocitos T productores de granzima B* especificos
de antigeno en los 5 animales (Figura 7D).

La falta de reconocimiento de CE en la mayoria de los animales vacunados planted la preocupacién de que la
inmunogenicidad de los epitopos de CE dentro de la proteina Gag puede estar deteriorada debido a un procesamiento
y presentacion subdptimos de los péptidos que contienen CE, o a la inmunodominancia ejercida por regiones variables
dentro de Gag dirigiendo las respuestas de CTL lejos de CE.

La vacunacion con ADN de p24CE induce respuestas inmunitarias celulares en macacos

Para analizar si en macacos podian suscitarse respuestas inmunitarias mas amplias contra CE, los animales se
vacunaron con una mezcla de los dos vectores de ADN p24CE que se disefiaron para expresar los 7 CE dispuestos
colinealmente. (Véase el Ejemplo 1). Las dos proteinas diferian en 1 AA (‘alterno') por CE, (PS-p24CE1 y PS-p24CE2)
(Figura 7A). Se vacunaron cuatro animales dos veces (0, 2 meses) con ADN de p24CE utilizando suministro IM/EP.
Las respuestas inmunitarias celulares se midieron en muestras de sangre recogidas 2 semanas después de la 22
vacunacion (EP2sem?2). También se incluyeron en este andlisis dos macacos mas (M437, P314), previamente
inmunizados con plasmidos p24CE. Los 6 macacos desarrollaron respuestas celulares especificas de CE (Figura 8A),
medida por la produccién de IFN-y con una frecuencia que variaba de 0,1 % a 0,6 % del total de linfocitos T. Los
niveles de respuestas globales no fueron significativamente mas bajos en comparacion con los de los animales
vacunados con ADN de p5599 (datos no mostrados). Estas respuestas incluyeron linfocitos T CD4* y CD8*, aunque
las respuestas de linfocitos T CD8* fueron dominantes en 4 de los 6 animales vacunados (Figura 8A). Estos resultados
contrastan con los obtenidos después de la vacunacion con ADN de p5599, donde solo 5 de 11 animales inmunizados
desarrollaron respuestas contra CE, mediadas principalmente por linfocitos T CD4* (Figura 7). Utilizando animales
exogamicos con diferentes haplotipos del MHC de clase |, el mapeo de las respuestas especificas de CE (Figura 8B)
reveld el reconocimiento de todos los CE excepto el CE1 y CE7. La comparacion de animales vacunados con ADN de
p24CE o Gag muestra que no hubo ninguna correlacion aparente entre el haplotipo y la capacidad para desarrollar
respuestas contra CE, asi pues, las diferencias podrian atribuirse al inmunégeno. Cinco de los 6 macacos vacunados
con CE desarrollaron respuestas a 3 CE y solo un animal (M437) mostré respuestas a 1 CE. El analisis fenotipico de
los linfocitos T especificos de antigeno, revelé6 memoria tanto central (CD28*CD95*) como efectora (CD28-CD95%)
(Figura 8C, paneles superiores). Un subconjunto de linfocitos T productores de IFN-y+ especificos de CE también
expresaron granzima B, lo que indica un fenotipo citotéxico (Figura 8C, paneles inferiores), suscitando por tanto
respuestas citotdxicas especificas de CE. Estos resultados indican que, de manera similar a nuestra observacion de
ratones vacunados (Ejemplo 1), los vectores de ADN con CE son inmunogénicos en los 6 macacos y la mayoria (5 de
7) de los CE fueron inmunogénicos. Estos datos también demuestran que los péptidos que contienen CE se procesan
y presentan correctamente y sugieren que el hecho de no inducir respuestas especificas de CE de p55%9 o p37939 es
probablemente el resultado de la inmunodominancia ejercida por los epitopos ubicados en las regiones variables.

La vacunacion con ADN de p24CE induce niveles mas amplios y mas altos de respuestas de linfocitos T polifuncionales
especificos de CE que la vacunacién con ADN de p559%29

Adicionalmente, diseccionamos la inmunogenicidad de CE comparando las respuestas celulares inducidas por la
vacunacion con ADN de p24CE y p5599. En primer lugar, comparamos el numero de CE reconocidos en los macacos
vacunados con ADN que expresaba las proteinas p24CE (N=6) o p55929 o0 p37949 de longitud completa (N=11) (Figura
9A). La inmunizacién con p24CE indujo respuestas significativas contra mas CE (p = 0,0006; intervalo de 1-3 CE,
mediana 3) que la vacunacion con ADN de Gag (intervalo de 0-2 CE) (Figura 9A). Estos datos demuestran que el ADN
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de p24CE indujo respuestas contra mas CE, lo que indica una mayor amplitud de respuestas en comparacioén con la
vacunacion con el ADN de p55929,

También comparamos la polifuncionalidad (produccion de IFN-y, TNF-a, CD107a y granzima B) de las respuestas de
linfocitos T después de la estimulacién con péptidos especificos de CE. La Figura 9B muestra la distribucion de
linfocitos T polifuncionales especificos de CE de macacos representativos que recibieron ADN de p24CE (panel
superior) o ADN de p559%9 (panel central). La proporcion de linfocitos T polifuncionales (de 1 a 4 funciones) también
se muestra como graficos circulares (paneles de la derecha). Estos resultados demuestran que la vacunacién con
ADN de p24CE suscité mayores niveles de linfocitos T citotdxicos especificos de CE que la vacunacién con ADN de
p559%9. La frecuencia de linfocitos T especificos de CE que secretan dos citocinas, que expresan granzima B y que
son capaces de desgranularse después del reconocimiento del antigeno (funcién 4) también fue significativamente
mayor (p = 0,03) en macacos inmunizados con ADN de p24CE (panel inferior). En conjunto, estos datos muestran que
el inmundgeno p24CE suscitd respuestas significativamente mas altas, incluyendo a mas CE, y que estas respuestas
son multifuncionales y tienen propiedades citotoxicas.

La vacunacién con ADN de p559%9 refuerza las respuestas de linfocitos T preexistentes especificos de CE

Dado que la vacunacion repetida con ADN de p5599 no produjo o solo produjo malas respuestas de linfocitos T
especificos de CE de novo (Figura 7), investigamos si la vacunacion con ADN de gag de longitud completa podria
reforzar y/o ampliar la inmunidad preexistente especifica de CE. Los macacos vacunados con p24CE recibieron una
vacunacion adicional con un plasmido que expresaba ADN de p55%9 del COT-M (Figura 10A; grupo 1). Esto condujo
a un aumento significativo (p = 0,002) en las respuestas especificas de CE, alcanzando en algunos animales mas del
1-2 % de la poblacion total de linfocitos T (Figura 10B). El analisis de la polifuncionalidad de estas respuestas mostré
que la frecuencia de los linfocitos T especificos de CE con 4 funciones también se reforzaba significativamente (p =
0,002; Figura 10C). El refuerzo con ADN de p5599 también indujo respuestas de novo contra las regiones de p1799y
Gag en el extremo C, aumentando asi las respuestas a Gag totales a niveles similares a los obtenidos con la vacuna
de ADN gag/p24CE. Adicionalmente, practicamente el todo el conjunto de respuestas preexistentes contra CE
individuales se reforzd en los 6 macacos (Figura 11A, panel de la izquierda). El nimero de CE que se encontré que
era inmunogénico después de la vacunacion con p24CE (1-3 CE/animal), aument6 a 2-4 CE/animal con el refuerzo
de ADN de Gag. Estos hallazgos confirmaron que las respuestas subdptimas inducidas por la sensibilizacion con Gag
de longitud completa no estaban relacionadas con la ausencia de procesamiento o presentacion de péptidos que
contienen CE, sino con su incapacidad para inducir respuestas de novo en presencia de otros, epitopos de Gag,
probablemente mas dominantes, fuera de CE. Por tanto, la inmunodominancia ejercida por epitopos de Gag fuera de
CE se perdio en presencia de respuestas especificas contra CE preexistentes.

También investigamos si la vacunacién con ADN de p24CE podria alterar la inmunidad especifica de CE en macacos
vacunados previamente con ADN de p55%¢ (Figura 10A; grupo 2). La vacunacién con ADN de p24CE aumenté
minimamente las respuestas especificas contra CE preexistentes en 3 de 4 macacos, (Figura 10B, grupo 2) y aumento
moderadamente las respuestas contra CE polifuncionales en dos de los animales vacunados (Figura 10C, grupo 2),
aunque este aumento no fue estadisticamente significativo. El analisis del CE individual (Figura 11B) no mostr6 nuevas
respuestas contra CE después del refuerzo con p24CE. El refuerzo con ADN de p24CE heterélogo no modifico la
distribucién de los linfocitos T CD4* o CD8"* preexistentes. Por tanto, la inmunodominancia ejercida por epitopos fuera
de CE no pudo superarse por la vacunacién con p24CE, ya que este régimen de vacuna no modificé la magnitud ni la
amplitud de las respuestas de Gag.

La vacunacion con ADN de p24CE induce respuestas inmunitarias humorales que reconocen a p2499

El desarrollo de respuestas inmunitarias humorales especificas de Gag también se monitorizé durante el transcurso
del estudio (Fig. 12A) utilizando un ELISA especifico de p2499. Después de la vacunacion con los ADN de p24CE
(grupo 1) los anticuerpos que reconocian a p2499 fueron facilmente detectables y alcanzaron su punto maximo 2
semanas después de EP2 (valor medio reciproco del titulo de dilucién del punto final 5,2 log). De manera similar, los
titulos de anticuerpos p24929 después de la vacunacién con ADN de p55929 del COT-M también alcanzaron su punto
maximo 2 semanas después de EP2 (valor medio reciproco del titulo de dilucién del punto final 5,3 log). Por tanto,
ambas vacunas produjeron titulos de anticuerpos p2499 similares.

Ademas, mediante inmunotransferencias de Western, evaluamos la capacidad de estos anticuerpos para reconocer
las proteinas p24CE, asi como la proteina p2499 procesada. Se muestran los datos de dos macacos representativos
de cada grupo (grupo 1: L862 y M166, y grupo 2: P574 y R288) obteniéndose datos similares de todos los animales
de ambos grupos de vacunas. El plasma de macacos vacunados con p24CE (Grupo 1) reconocié a la proteina p24gag
procesada naturalmente producida a partir de un clon molecular de clado B del VIH-1 (Figura 12B, carril 1), asi como
a las proteinas p24CE1 (carril 2) y p24CE2 (carril 3). Por el contrario, la vacunacion con ADN de p5599 (grupo 2)
indujo anticuerpos que reaccionaban fuertemente con p24929 (carril 1), pero que no reconocian a las proteinas p24CE
(Figura 12B, carriles 2 y 3). Se lleg6 a la conclusién de que solo la vacunacion con ADN de p24CE induce respuestas
celulares y humorales contundentes contra los elementos conservados.

Finalmente, se ensay?d si el refuerzo con el ADN heterdlogo (EP3) influia en las respuestas inmunitarias humorales
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preexistentes. Los analisis ELISA mostraron un aumento similar en los niveles de anticuerpos de p24929 en ambos
grupos (Figura 12A). Todos los analisis de inmunotransferencia de Western (Figura 12B) se realizaron en paralelo
utilizando la misma dilucion de muestra de plasma y el mismo tiempo de exposicién de la membrana para permitir
comparar el antes y el después de los refuerzos respectivos. Tras el refuerzo con ADN de p559%9 de los animales
vacunados con ADN de p24CE (grupo 1), se encontraron reactividades mas fuertes tanto para la proteina p24929 (carril
4) como para las proteinas p24CE (carriles 5 y 6). Estos datos demuestran que la vacunacion con ADN de p559%¢9 fue
capaz de reforzar sustancialmente las respuestas inmunitarias humorales sensibilizadas con CE a pesar de su
incapacidad para inducir respuestas de anticuerpos de novo capaces de reconocer a la proteina CE. La vacunacion
de los animales sensibilizados con ADN de p55929 con ADN de p24CE (grupo 2, paneles inferiores) mostro la induccién
de anticuerpos contra proteinas p24CE (carriles 5 y 6) y una mayor reactividad contra p24929 (carril 4). Nota, se utilizé
una cantidad significativamente mas alta de plasma para detectar las proteinas p24CE de los animales en el grupo 2
(dilucién 1: 500) en comparacién con el grupo 1 (dilucion 1: 2000). Por tanto, estos datos indican que el refuerzo con
ADN heterdlogo de p24CE indujo respuestas especificas de CE de bajo nivel, en lugar de inducir respuestas
anamnésicas (grupo 2). En conjunto, estos datos muestran que la inmunizacion de sensibilizacién con ADN de p24CE
puede modificar la inmunodominancia de las respuestas inmunitarias tanto celulares como humorales y que la
inmunodominancia de los epitopos fuera de CE no se supera mediante el refuerzo con CE si la vacunacion del animal
implicé la sensibilizacion con p5599. Por lo tanto, la sensibilizacién con ADN de p24CE seguido del refuerzo con ADN
de p5599 heterdlogo es una estrategia preferida para obtener respuestas inmunitarias humorales y celulares amplias
y altas contra los elementos muy conservados de la proteina p2499 del VIH-1.

Argumento

Hemos descrito vectores de ADN que codifican colinealmente 7 elementos muy conservados de la proteina p24929 del
Grupo M del VIH-1, y hemos informado que la vacunacion de ratones con estos ADN indujo respuestas tanto celulares
como humorales [57]. En este caso, demostramos que la vacunacion de macacos Rhesus con estos vectores de ADN
indujo respuestas inmunitarias celulares y humorales especificas de CE. El andlisis detallado de las respuestas
inmunitarias celulares mostré que la vacunacion con ADN de p24CE indujo linfocitos T CD4* y CD8" citotdxicos contra
CE y que las respuestas de linfocitos T suscitadas eran polifuncionales. Por lo tanto, nuestros vectores de ADN de
elementos conservados muestran las caracteristicas deseadas para una vacuna eficaz. Nuestro régimen de vacunas
también muestra una estrategia prometedora para superar un problema en el campo de las vacunas contra el VIH,
donde los intentos de inducir respuestas de linfocitos T CD4* y CD8* especificas del antigeno y de ampliar la inmunidad
inducida por la vacuna para incluir epitopos subdominantes han sido menos satisfactorios, incluso con una tactica de
inmunizacion de refuerzo con ADN/Ad mediante EP descrita [83].

Cabe destacar que, encontramos que la vacuna de p5599 no suscitaba o solo suscitaba malas respuestas contra CE.
También analizamos las respuestas de un informe anterior [4], donde los macacos se vacunaron con ADN de p55939
de consenso o de mosaico como sensibilizacion seguido de refuerzo con Adenovirus recombinante. Encontramos que
5 de los 12 animales que recibieron la molécula de consenso y 6 de 12 que recibieron las moléculas en mosaico,
desarrollaron respuestas contra CE que variaron de 0-2 (consenso) y de 0-4 (mosaico) respuestas contra CE/animal,
mientras que varios epitopos fuera del CE fueron inmunogénicos en todos los animales. En el estudio descrito en el
presente documento, encontramos que 5 de los 11 macacos vacunados con ADN de p5599 del COT-M o HXB2 de
longitud completa desarrollaron respuestas especificas contra CE (0-2 CE/animal), mientras que los epitopos fuera
del CE fueron inmunogénicos en todos los macacos. Por tanto, los datos de los dos estudios coinciden en gran medida,
aunque los métodos de analisis no fueron idénticos [mapeo peptidico [4] frente a anadlisis con una mezcla especifica
de CE de péptidos de 15y 10 oligémeros (en este informe)]. Independientemente de la naturaleza de la vacuna Gag
(consenso, mosaico o tipo silvestre), encontramos respuestas contra CE en solo el 42-50 % de los animales, y las
respuestas fueron contra algunos CE/animal, lo que sugiere que los epitopos inmunodominantes dentro de Gag
enfocan la respuesta de CTL lejos de estas dianas conservadas. En este informe, analizamos experimentalmente esta
hipétesis y demostramos que la inmunodominancia de las regiones variables es, de hecho, responsable de la mala
inmunogenicidad del CE.

Aunque la vacunacién con p559%9 o p3799 indujo respuestas humorales fuertes, encontramos que estos anticuerpos
no reaccionan de forma cruzada con la proteina CE. Por el contrario, nuestra vacuna con ADN de p24CE disefiada
facilmente indujo tanto anticuerpos como respuestas mediadas por células contra a varios CE, evadiendo la restriccion
asociada a la vacunacion con Gag de longitud completa. Cabe destacar que, la inmunizacion con una Gag de longitud
completa reforzé considerablemente las respuestas preexistentes contra CE. Asi pues, la exposicion al virus también
podria tener el efecto de reforzar las respuestas contra CE en individuos vacunados con CE.

En un articulo reciente, Stephenson et al. [17] compararon las respuestas de las moléculas de longitud completa con
las de sus elementos conservados (Gag, Pol y Env) y llegaron a la conclusién de que la vacuna de elementos
conservados no proporcionaba ningun beneficio (amplitud o magnitud). Por el contrario, demostramos un claro
beneficio de la vacuna de CE, mostrando un aumento en la amplitud y magnitud de las respuestas. La diferencia entre
los estudios puede deberse sustancialmente a nuestra definicién y seleccién mas estrictas de CE, que, a diferencia
de otros, se seleccionaron en parte por su asociacion con el control de virus [34], lo que adicionalmente respalda su
relevancia inmunoldgica.
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Andlisis previos de personas infectadas con VIH-1 con diferentes haplotipos de HLA demostraron la presencia de
linfocitos T especificos de CE durante la fase cronica de infeccion [20,34]. Las respuestas de CTL de mayor avidez en
estas regiones se identificaron en controladores de VIH y el analisis detallado de las respuestas demostré que, en la
mayoria de los epitopos analizados, los controladores pudieron reconocer mas variantes peptidicas [34]. Esto indica
que la promiscuidad del TCR (receptor de linfocitos T), podria ser beneficiosa para el reconocimiento de epitopos con
aminoacidos discordantes produciendo un mejor control de la replicacion virica y de la prevencion de mutantes de
escape. Estos datos también sugieren que las respuestas especificas de CE de alta avidez se correlacionan
posiblemente con el control del VIH. No esta claro por qué la vacunacién con Gag de longitud completa genera malas
respuestas contra CE (en ratones o macacos), mientras que estas respuestas se detectan en la infeccién crénica por
VIH. Seria interesante estudiar diferentes regimenes de vacunacién y también examinar el tiempo de desarrollo de las
respuestas de CE durante la infeccidén natural. La diferencia en la respuesta inmunitaria suscitada recuerda a un
informe anterior de Ferrari et al. [84], quienes demostraron que no pudo inducirse una respuesta inmunodominante de
p17929 SL9 identificada en personas infectadas con HLA-A*0201 después de la vacunacion con ALVAC-gag en estos
voluntarios de haplotipo seleccionado, aunque este epitopo se ha implicado en el efecto tamiz observado en el ensayo
clinico STEP de vacuna contra el VIH [85]. Ambos estudios sugieren que puede haber diferencias entre las respuestas
celulares inducidas por la vacuna y las inducidas por la infeccién que deben tenerse en cuenta en el disefio satisfactorio
de una vacuna; también resaltan el posible efecto de sefiuelo inmunodominante de un disefio de inmunégeno de
longitud completa.

La inmunogenicidad deteriorada de los elementos conservados en el contexto de la secuencia de la proteina natural
podria deberse a la presencia de regiones variables, que pueden ejercer un efecto de sefiuelo inmunodominante que
impide el reconocimiento de los epitopos conservados. Esta posibilidad esta respaldada por un estudio reciente en el
que se encontrd un sesgo hacia regiones menos conservadas en voluntarios humanos vacunados con gag/pol/nef del
Ad5 contra el VIH-1 [86]. La generacion de respuestas principalmente fuera de los elementos conservados por Gag
de longitud completa sugirié un efecto de sefiuelo inmunodominante. En este contexto, el éxito de nuestra tactica de
vacuna de sensibilizacién con ADN de p24CE y de refuerzo con ADN de p5599 es muy importante, porque mostré un
fuerte refuerzo de las respuestas celulares y humorales preexistentes especificas contra CE en macacos. Al aumentar
el refuerzo con ADN de gag, informamos acerca de un aumento contundente de las respuestas preexistentes
especificas de CE como del desarrollo de respuestas de novo en regiones fuera de los elementos conservados. Estos
datos insinan que la inmunodominancia ejercida por epitopos de Gag fuera de CE se perdié en el contexto de
respuestas preexistentes especificas contra CE.

La inmunogenicidad deteriorada de los elementos conservados cuando se expresa en el contexto de la proteina Gag
completa podria estar, en principio, relacionada con el procesamiento y la presentacion subdptimos de los péptidos
CE, previniendo una sensibilizacion eficaz de respuestas inmunoadaptativas. Sin embargo, nuestro estudio de
sensibilizacion con p24CE y refuerzo con Gag, demuestra claramente que el procesamiento de la proteina Gag de
longitud completa produce una colecciéon de péptidos que contienen CE que son reconocidos por los linfocitos T.
Especulamos que el reconocimiento de complejos peptidicos del MHC es menos estricto para reforzar clones de
linfocitos T de memoria que para sensibilizar linfocitos T virgenes. Similar a las observaciones sobre inmunidad celular,
las respuestas de linfocitos B preexistentes reforzadas con Gag de longitud completa, aunque no logran sensibilizar
el desarrollo de anticuerpos de novo son capaces de reconocer a la proteina CE. Estos hallazgos respaldan el
concepto de que se realiza un procesamiento adecuado de péptidos que contienen CE de la proteina Gag nativa, y
que estos conjuntos de péptidos que contienen CE pueden aumentar posiblemente las respuestas preexistentes a
diferentes grados. En conjunto, estos hallazgos apuntan a una diferencia critica en el reconocimiento de linfocitos T
de estos péptidos donde se observa una clara distincidn entre linfocitos T virgenes y con experiencia antigénica.

Entonces surge la pregunta de si una vacuna de linfocitos T puede beneficiarse de las respuestas suscitadas por
epitopos de linfocitos T seleccionados. Un informe anterior [87] demostro la fuerza de la inmunidad de linfocitos T en
ausencia de la proteina Env. En efecto, un articulo reciente de Mudd et al. [88] mostré que una vacuna de linfocitos T
que indujo respuestas de linfocitos T CD8* restringidas a Mamu-B*08 dirigidas a 3 epitopos viricos diferentes, suscitd
respuestas capaces de controlar la replicacion del VISmac239. Dado que nuestra vacuna de ADN CE se selecciond para
secuencias muy restringidas y haplotipos independientes, es plausible que ellos también puedan inducir respuestas
tan fuertes, que se abordaran en futuros estudios.

Los resultados presentados contribuyen significativamente al desarrollo de vacunas candidatas mejoradas contra el
VIH dirigidas a las respuestas inmunitarias en regiones esenciales muy conservadas para el virus. Nuestra hipotesis
es que las respuestas inmunitarias celulares dirigidas a regiones conservadas del VIH y a otros patégenos muy
variables, que no permiten mutaciones de escape rapido sin pérdida significativa de capacidad replicativa del virus,
son mas propensas a ser protectoras [32-34]. Dado que existen pruebas de que las respuestas inducidas por la vacuna
pueden cambiar después de una infeccién por VIH, lo que da como resultado el escape de virus en seres humanos
[89], una seleccion de elementos estrictamente conservados es de gran importancia para el disefio de una vacuna
eficaz. Dicha seleccion también debe evitar epitopos que puedan actuar como sefiuelos inmunodominantes. Por tanto,
una vacuna satisfactoria debe ser capaz de generar fuertes respuestas humorales y celulares especificas de clados
cruzados contra regiones conservadas del virus. Nuestros resultados proporcionan una tactica eficaz para superar las
restricciones asociadas a lainmunodominancia, mejorando al mismo tiempo la magnitud y la amplitud de las repuestas,
especialmente aquellas contra regiones conservadas, minimizando la posibilidad de escape virico al mismo tiempo
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que aumenta el reconocimiento de cepas del VIH divergentes de origen natural. Estos resultados indican que para
ampliar este concepto a todo el proteoma del VIH debe disefiarse una vacuna candidata. Dado que en general se
demostré que el modelo con macacos proporciona una jerarquia de respuesta similar a la obtenida sobre la vacunacién
de seres humanos comparando diferentes plataformas de vacunas [90], nuestro estudio en macacos respalda la
evaluacion de las nuevas estrategias de vacunas con EC en seres humanos.

Materiales y métodos
Vectores de ADN

Los plasmidos de p24CE, pPS-p24CE1 (plasmido 234H) y pPS-p24CE2 (plasmido 235H) se han descrito [57] y
contienen el péptido sefial de GM-CSF humano en el extremo N del marco abierto de lectura de p24CE con expresion
optimizada. En resumen, los 7 CE se ensamblaron colinealmente en el orden CE2-3-4-5-6-7-1 para evitar un CE1 N-
terminal fuertemente hidréfobo, y se conectaron mediante secuencias enlazadoras cortas disefiadas para una escision
proteolitica eficaz [91,92]. EI ADN de p5599 del COT-M [93] (plasmido 222H) expresa la Gag de longitud completa de
un gen de ARN/optimizado con codones. EI ADN de IL-12 (plasmido AG157) produce la citocina IL-12 del macaco
Rhesus a partir de un vector de expresion optimizado [94,95]. El vector de vacuna CMVkan [81] esta compuesto por
un esqueleto plasmidico optimizado para el crecimiento en bacterias, el promotor de citomegalovirus (CMV) humano
sin intrones, los genes de p24CE o gag optimizados, el sitio de poliadenilaciéon de la hormona del crecimiento bovino
(BGH) y el gen de resistencia a kanamicina. Los ADN sin endotoxina (Qiagen, Valencia, CA) se prepararon segun el
protocolo del fabricante.

Ejemplo 3-polipéptidos de elementos conservados adicionales

Se disefiaron elementos conservados alternativos (Figura 13). En resumen, CE1 se extendié para proporcionar CES.
CE2 se extendioé para proporcionar CE9. En esta construccion se elimind CE7. Por consiguiente, en el polipéptido CE
hay seis elementos conservados. Hubo dos variantes del polipéptido del elemento conservado en las que se cambid
un aminoacido en CE8 y CE9. Se disefiaron dos versiones que tenian diferentes disposiciones de los CE. En la version
denominada "p24CEc" (p24CE1c y p24Ce2c), el orden es CE8-9-2-3-4-6. En la versién denominada "p24CEd"
(p24CE1d y p24CE2d), el orden es CE9-3-4-5-6-8.

Ejemplo 4. Datos ilustrativos de 3 programas de sensibilizacion y refuerzo diferentes de la vacunacion.

Se ensayaron tres tacticas de vacunacion diferentes en las que se modificé el orden de las vacunas de elementos
conservados y el de la vacuna de gag de longitud completa. En la Figura 20 se muestran los tres protocolos:

1. sensibilizacion con p24CE seguido de refuerzo con p55gag
2. sensibilizacion con p55gag seguido de refuerzo con p24CE
3. combinacion de p24CE y p55gag en todas las vacunaciones.

Los animales recibieron 1 mg de cada ADN. En el caso de p24CE, se utilizaron PS-p24CE1 y PSp24CE2. El ADN se
administrd por via intramuscular seguido de electroporacion in vivo. La Figura 21 muestra las respuestas inmunitarias
celulares antes y después del refuerzo. Las respuestas inmunitarias celulares se midieron con péptidos (solapamiento
de 15 oligébmeros en 11 aminoacidos) que abarcaban toda la proteina p24gag. Este andlisis mostro respuestas en
todos los animales vacunados.

Los animales también se analizaron en busca de respuestas especificas de CE utilizando un conjunto de péptidos
(mezcla de péptidos de 10 oligdbmeros que se solapan en 9 aminoacidos y de 15 oligémeros que se solapan en 11
aminoacidos) que abarcaban los 7 CE. Todos los animales vacunados con p24CE mostraron respuestas positivas.
Por el contrario, solo 5 de los 11 animales vacunados con ADN de gag mostraron respuestas (datos mostrados). Tres
de los 4 animales vacunados con la vacuna de combinacion (p24CE+p55929) mostraron respuestas positivas. Después
del refuerzo con ADN de p55gag, los animales sensibilizados con p24CE aumentaron significativamente las
respuestas especificas de CE. El refuerzo con ADN de p24CE aumentd las respuestas de los animales vacunados
con gag (aumento no significativo). Una tercera vacunacién de los animales vacunados con la combinacion
(p24CE+p55gag) no aumento las respuestas de manera consistente.

La Figura 22 muestra el analisis de las respuestas contra CE individuales. Las respuestas a cada CE se mapearon en
todos los animales utilizando péptidos especificos de CE (mezcla de péptidos de 10 oligédmeros que se solapan en 9
aminoacidos y de péptidos de 15 oligdmeros que se solapan en 11 aminoacidos) para cada CE. Se muestra el nimero
de CE que mostré respuestas positivas por animal. Los animales sensibilizados con p24CE tuvieron tasas de respuesta
del 100 % con un intervalo de 1-3 CE/animal y una mediana de 3 CE por animal. Los animales sensibilizados con ADN
de gag tuvieron una tasa de respuesta del 45 % con un intervalo de 0-2 CE/animal. Los animales que recibieron la
vacuna de combinacién son mas similares a los animales sensibilizados con CE.

La Figura 23 muestra que las diferentes tacticas de vacunacion indujeron niveles similares de respuestas de
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anticuerpos contra p27gag. Los titulos de los anticuerpos de unién se midieron en el plasma de los macacos mediante
un ensayo ELISA.
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Tabla de secuencias ilustrativas de elementos conservados
Elementos conservados p24 Gag para la vacuna p24CE1 ("también conocida como "Nucleocapsidel"): SEQ
ID NO:1 elemento conservado 1 (CE1)
ISPRTLNAWVKV

SEQ ID NO:2 elemento conservado 2 (CE2)
VIPMFSALSEGATPQDLN

SEQ ID NO:3 elemento conservado 3 (CE3)
VGGHQAAMQMLKDTINEEAAEWDR

SEQ ID NO:4 elemento conservado 4 (CE4)
PRGSDIAGTTSTLQEQIGW

SEQ ID NO:5 elemento conservado 5 (CE5)
KRWIILGLNKIVRMYSPTSI

SEQ ID NO:6 elemento conservado 6 (CE6)
YVDRFYKTLRAEQA

SEQ ID NO:7 elemento conservado 7 (CE7)
LEEMMTACQGVGGPGHK

Elementos conservados p24 Gag para la vacuna p24CE2 ("también conocida como "Nucleocapside2"): SEQ
ID NO:8 elemento conservado 1 (CE1)
LSPRTLNAWVKV

SEQ ID NO:9 elemento conservado 2 (CE2)
VIPMFTALSEGATPQDLN

SEQ ID NO:10 elemento conservado 3 (CE3)
VGGHQAAMQMLKETINEEAAEWDR

SEQ ID NO:11 elemento conservado 4 (CE4)
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PRGSDIAGTTSTLQEQIAW

SEQ ID NO:12 elemento conservado 5 (CE5)
KRWIILGLNKIVRMYSPVSI

SEQ ID NO:13 elemento conservado 6 (CE6)
YVDRFFKTLRAEQA

SEQ ID NO:14 elemento conservado 7 (CE7)
LEEMMTACQGVGGPSHK

SEQ ID NO: 15 elementos conservados p24 Gag para la vacuna p24CEl ("también conocida como
"Nucleocapsidel"):

VIPMFSALSEGATPQDLNAAVGGHQAAMQMLKDTINEEAAEWDRAAAEPRGSDIAC
TTSTLQEQIGWAAAKRWIILGLNKIVRMYSPTSIAAKY VDRFYKTLRAEQAAGLEEM
MTACOGVGGPGHKAAISPRTLNAWVKY

SEQ ID NO: 16 elementos conservados p24 Gag para la vacuna p24CE2 ("también conocida como
"Nucleocapside2"):

VIPMFTALSEGATPQDLNAAVGGHQAAMOMLKETINEEAAEWDRAAAEPRGSDIAC
TTSTLQEQIAWAAAKRWIILGLNKIVRMYSPVSIAAKYVDRFFKTLRAEQAAGLEEM
MTACQGVGGPSHKAALSPRTLNAWVKY

SEQ ID NO: 17 construccién de acido nucleico que codifica la Nucleocapsidel y la Nucleocapside2
(p24CE1+p24CE2) (306H) (genes subrayados)

CCTGOUCATTOCATACGTTOTATCCATATCATAATATCTACATTTATATTGGCTCA
TOGTCCAACATTACCGOCCATOTTGACATTOATTATTGACTAGTTATTAATAGTAATC
AATTACGOOOTCATTAGTTCATAGCCCATATATGGAGTTCCGOGTTACATAACTT
ACCGTAAATOGUCCGCCTOOCTCACCGUCCAACGACCCCCGUCCATTCGACGTCA
ATAATCACGTATGTTCCCATAGTAACGCCAATAGCGCACTTTCCATTGACGTCAAT
GOOTGOAGTATTTACGGTAAACTGCCCACTTGGUAGTACATCAAGTGTATCATAT
GUCAAGTACGOCUUUTATTGALGTCAATGATUGULTAAATGLUCUGUCTGLUATTAT
GOCCAGTACATCACCTTATGOCACTTTCCTACTTOGCAGTACATCTACGTATTAG

35



ES 2718899 T3

GOGCGTTTOACTCACGGGOATTTCCAAGTCTOCACCOCCATTOACGTCAATGGGAGT
TTGTTTTGOCACCAAAATCAACGGOACTTTCCAAAATGTOCOTAACAACTCCGCCC
CATTGACGCAAATGGGCGOTAGGCGTOTACGUTGOGOAGGTCTATATAAGC AGAG
CTCGTTTAGTGAACCGTCAGATCGUCTGGAGACGCCATCCACGCTGTTTTIGACCT

CCATAGAAGACACCOGGACCGATCCAGCCTCCGOGGGegepeptegacaagaa ATGTGGC
TCCAGAGCCTGCTACTCCTGGGGACGGTGGCCTGCAGCATCTCGGTCATCCCGAT
GTTCTCGOCGCTCAGCGAGGGAGCGACGCCGCAGGACCTGAACGCGGCCGTCGE

AGGTCACCAGGCAGCGATGCAGATGCTGAAGGACACGATCAACGAGGA GGOGH
AL

CCTCGACGCTCCAGGAGCAGATCGGGTGGGCCGCAGCTAAGCGCTGGATCATCC
TCGOGCTOAACAAGATCGTCCGOGATGTACAGCCCGACGTCGATCGCTGC TAAGT
ACGTTGACCGGTTCTACAAGACCCTGAGGGCCGAGCAGGCGGCCGGACTGGAGG
AGATGATGACCGCGTGCCAGGGGGTCGGTGGACCAGGGCACAAGGCCGCGATCT
CGCOGCGCACGCTGAACGCGTGGGTGAAGGTCTGATAA gaaticgetageggegegeeagatol
gatateggatctGCTGTGOCTTCTAGT TGCCAGCCATCTGTTGTTTGCCCCTCCCCCGTGO
CTTCCTTIGACCCTGGAAGGTGOCACTCCCACTGTCCTTTCCTAATAAAATGAGGA
AATTGCATCGCATTGTCTGAGTAGGTGTCATTCTATTCTGGGGGGTGGGGTGGGG
CAGGACAGCAAGGGGGAGGATTGGGAAGACAATAGCAGGCATGCTGGGGATGC
GGTGGGCTCTATGGGTACCCAGGTGCTGAAGAATTGACCCGGTTCCTCCTGGGCC
AGAAAGAAGCAGGCACATCCCCTTCTCTGTGACACACCCTGTCCACGCCCCTGGT
TCTTAGTTCCAGCCCCACTCATAGGACACTCATAGCTCAGGAGGGCTCCGCCTTC
AATCCCACCCGCTAAAGTACTTGGAGCGGTCTCTCCCTCCCTCATCAGCCCACCA
AACCAAACCTAGCCTCCAAGAGTGGGAAGAAATTAAAGCAAGATAGGCTATTAA
GTGCAGAGGGAGAGAAAATGCCTCCAACATGTGAGGAAGTAATGAGAGAAATC
ATAGAATTTCTTCCGCTTCCTCGCTCACTGACTCGCTGCGCTCGGTCGTTCGGCTG
CGGCGAGCGGTATCAGCTCACTCAAAGGCGGTAATACGGTTATCCACAGAATCA
GGGGATAACGCAGGAAAGAACATGTGAGCAAAAGGCCAGCAAAAGGCCAGGAA
CCGTAAAAAGGCCGCGTTGCTGGCGTTTTTCCATAGGCTCCGCCCCCCTGACGAG
CATCACAAAAATCGACGCTCAAGTCAGAGGTGGCGAAACCCGACAGGACTATAA
AGATACCAGGCGTTTCCCCCTGGAAGCTCCCTCGTGCGCTCTCCTGTTCCGACCCT
GCOCGCTTACCGGATACCTGTCCGCCTTTCTCCCTTCGGGAAGCGTGGCGCTTTCTC
ATAGCTCACGCTGTAGGTATCTCAGTTCGGTGTAGGTCGTTCGCTCCAAGCTGGG
CTGTGTGCACGAACCCCOCGTTCAGCCCGACCGCTGOGCCTTATCCGGTAACTAT
CGTCTTGAGTCCAACCCGGTAAGACACGACTTATCGCCACTGGCAGCAGCCACTG
GTAACAGGATTAGCAGAGCGAGGTATGTAGGCGGTGCTACAGAGTTCTTGAAGT
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GOTGGCCTAACTACGGCTACACTAGAAGAACAGTATTTGOTATCTGCGCTCTGCT
GAAGCCAGTTACCTTCGGAAAAAGAGTTGGTAGCTCTTGATCCGGCAAACAAAL
CACCGCTGGTAGCGGTGGTTTTTTTGTITGCAAGCAGCAGATTACGCGCAGAAAA
AMAGGATCTCAAGAAGATCCTTTOGATCTTTTCTACGGUOGTCTGACGCTCAGTGGA
ACGAAAACTCACGTTAAGGGATTTTGGTCATGAGATTATCAAAAAGGATCTTCAC
CTAGATCCTTTTAAATTAAAAATGAAGTTTTAAATCAATCTAAAGTATATATGAG
TAAACTTGGTCTGACAGTTACCAATGCTTAATCAGTGAGGCACCTATCTCAGCGA
TCTGTCTATTTCGTTCATCCATAGT TGOCTGAC TCGGOGGGGLGGGGCGCTGAGG
TCTGCCTCGTGAAGAAGGTGTTGCTGACTCATACCAGGOCTGAATCGCCCCATCA
TCCAGCCAGAAAGTGAGGGAGCCACGGTTGATGAGAGCTTTGTTGTAGGTGGAC
CAGTTGGTGATTTTGAACTTTTGCTTTGCCACGGAACGGTCTGCGTTGTCGGGAA
GATGCGTGATCTGATCCTTCAACTCAGCAAAAGTTCGATTTATTCAACAAAGCCG
COGTCCCGTCAAGTCAGCGTAATGCTCTGCCAGTGTTACAACCAATTAACCAATT
CTGATTAGAAAAACTCATCGAGCATCAAATGAAACTGCAATTTATTCATATCAGG
ATTATCAATACCATATTTTTGAAAAAGCCGTTTCTGTAATGAAGGAGAAAACTCA
CCGAGGCAGTTCCATAGGATGGCAAGATCCTGGTATCGGTCTGCGATTCCGACTC
GTCCAACATCAATACAACCTATTAATITCCCCTCGTCAAAMAATAAGGTTATCAAG
TGAGAAATCACCATGAGTGACGACTGAATCOGGTGAGAATGGCAAAAGCTTATG
CATTTCTTTCCAGACTTGTTCAACAGOGUCCAGCCATTACGCTCGTCATCAAAATCA
CTCGCATCAACCAAACCGTTATTCATTCGTGATTGCGCCTGAGCGAGACGAAATA
CGCGATCGCTGTTAAAAGGACAATTACAAACAGGAATCGAATGCAACCGGCGCA
GGAACACTGOCAGCGCATCAACAATATTTTCACCTGAATCAGGATATTCTTCTAA
TACCTGGAATGCTGTTTTCCCGGGGATCOCAGTGGTGAGTAACCATGCATCATCA,
GOAGTACGGATAAAATGC TTGATGGTCGGAAGAGGCATAAATTCCGTCAGCCAG
TTTAGTCTGACCATCTCATCTGTAACATCATTGGCAACGCTACCTTTGCCATGTTT
CAGAAACAACTCTGGCGCATCGGGCTTCCCATACAATCGATAGATTGTOGCACCT
GATTGCCOGACATTATCGCGAGCCCATTTATACCCATATAAATCAGCATCCATGT
TGGAATTTAATCGCGGCCTCGAGCAAGACGTTTCCCGTTGAATATGGCTCATAAC
ACCCCTTGTATTACTGTTTATGTAAGCAGACAGTTTTATTGTTCATGATGATATAT
TTTTATCTTGTGCAATGTAACATCAGAGATTTTGAGACACAACGTGGATCATCCA
GACATGATAAGATACATTGATGAGTTTGGACAAACCACAACTAGAATGCAGTGA
AMAAAMATGCTTTATTTGTGAAATTTGTGATGCTATTGCTTTATTTGTAACCATTAT
AAGCTOCAATAAACAAGTTAACAACAACAATTGCATTCATTTTATGTTTCAGGTT
CAGGGGOAGUTGTGGGAGGTTTTTTAAAGCAAGTAAAACCTCTACAAATGTGGT
ATGGCTGATTATGATC gicgageaicegecg TTATCAGACCTTCACCCAGGCGTTGAGGT
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TGCGAGGCGAGAGGGCCGCCTIGTGCGACGOGTCCTCCGACTCOCTGGCAGGCTGT

CATCATCTCCTCOAGACCLGCUGCCTGUTCTGUCCTUCAGCGTCTTUAAGAAGC GG
TCTACGTATTTGGCOCGCGATGCTGACTOGGCTGTACATCCTGACGATCTTGTTGA

GGCCCAGGATGATCCAGCGCTTGGCTGCAGCCCAGGCGATCTGCTCCTGGA GGG
TGCTGGTCGTGCCTGCGATGTCGCTACCCCTTGGCTCAGCTGCTGCCCTGTOCCAL
TCGGCTGOCTCCTCOTTCGATOGGTCTCCTTGAGCATCTGCATTGCCGOC TGO TGTCC
ACCGACCGOGGCGTTGAGGTCCTGCGGTGTCGCACCCTCACTGAGTGCGGTGAAC
ATGGLGOATGACCGAGATCOAGCACGCCACGGTCCOGAGTAGCAGGAGCGACTGC
AGCCACATHetteegittaaacgiegacagatccaaacGCTCCTCCGACGTCCCCAGGCAGAATGG
COGOTTCCCTAAACCAGCATTGCTTATATAGACCTCCCATTAGGCACGCCTACCGT
CCATTTACGTCAATGGAACGCCCATTTGCGTCATTGCCCCTCCCCATTGACGTCA
ATGGGGATGTACTTGGCAGCCATCGCGGGCCATTTACCGCCATTGACGTCAATGG
GAGTACTGCCAATGTACCCTGGCGTACTTCCAATAGTAATGTACTTGCCAAGTTA
CTATTAATAGATATTOATGTACTGCCAAGTOGGUCATTTACCOGTCATTGACGTCA
ATAGGGGGOGTGAGAACGGATATGAATGGGCAATGAGCCATCCCATTGACGTCA
ATGGTGGUTGOTCCTATTOGACCTCAATGGGCATTCAGCCAGGUGGOGCCATTTACC
GTAATTGACGTCAATGOOGOACGGCOCCATATACGTCAATAGGACCGOCCATATG
ACGTCAATAGGTAAGACCATGAGGCCCTTTCGTCTCGOGCGTTTCGGTGATGACG
GTGAAAACCTCTGACACATGCAGCTCCCGUAGACGOGTCACAGCTTGTCTGTAAGC
GOATOCCGGOGAGCAGACAAGCCCGTCAGCGUGUOTCAGOGGOGTGTTGGOGGGTO
TCGGOGCTOGUTTAACTATOCGGCATCAGAGCAGATTGTACTGAGAGTGCACCAT
ATGCGGTGTGAAATACCGCACAGATGCGTAAGGAGAAAATACCGCATCAGATTG
GCTATTGGCATTATGCC

SEQ ID NO:18 p24CE1 codificado por SEQ ID NO:17 (incluye un péptido sefial GM-CSF)

MWLQSLLLLGTVACSISVIPMFSALSEGATPQDLNAAVGGHQAAMOMLEKDTINEEA
AEWDRAAAEPRGSDIAGTTSTLOEQIGWAAARKREWIILGLNKIVEMYSPTSIAAKYVD
5 RFYKTLRAEQAAGLEEMMTACQGY GGPGHKAAISPRTLNAWVEY
SEQ ID NO:19 p24CE2 codificada por SEQ ID NO:17 (incluye un péptido sefial GM-CSF)
MWLOQSLLLLGTVACSISVIPMFTALSEGATPQDLNAAVGOGHQAAMOMLKETINEEA
AEWDRAAAEPRGSDIAGTTSTLQEQIAWAAAKRWIILGLNKIVRMYSPVSIAAKY VD
REFFKTLRAEQAAGLEEMMTACQGVGGPSHKAALSPRTLNAWVKY

10
SEQ ID NO:20 LAMP-p24CE2 (202H) (gen subrayado)
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CCTGGUCATTOGCATACGTTGTATCCATATCATAATATGTACATTTATATTGGCTCA
TGTCCAACATTACCGOCATGTTGACATTOATTATTGACTAGTTATTAATAGTAATC
AATTACGGOGTCATTAGTTCATAGOCCATATATGGAGTTCCGCGTTACATAACTT
ACGGTAAATGGCCCGCCTGGCTGACCGOCCAACGACCCCOGOCCATTGACGTCA
ATAATGACGTATGTTCCCATAGTAACGCCAATAGGGACTTTCCATTGACGTCAAT
GGGTGGAGTATTTACGGTAAACTGCCCACTTGGCAGTAC ATCAAGTGTATCATAT
GCCAAGTACGCCCCCTATTGACGTCAATGATGGTAAATGGCCOGCCTGGCATTAT
GCCCAGTACATGACCTTATGGGACTTTCCTACTTGGCAGTACATCTACGTATTAG
TCATOGCTATTACCATGOGTOGATGOGGTTTTGOCAGTACATCAATGOGGUGTGGATA
GOGGTTTGACTCACGGGGATTTCCAAGTCTCCACCCCATTGACGTCAATGGGAGT
TTGTTTTGGCACCAAAATCAACGGGACTTTCCAAAATGTCGTAACAACTCCGCCC
CATTGACGCAAATGGGCGGTAGGCGTGTACGGTGGGAGGTCTATATAAGCAGAG
CTCGTTTAGTGAACCGTCAGATCGUCTGGAGACGCCATCCACGCTGTTTTGACCT
CCATAGAAGAUACCGUGACCGATOCAGUCTOUGegepegegegiegactage ATGGOGOCT
COCAGUOGCCCOGCGACCCCTGUTGC TGO TACTGCTGTTGC TG TG GLGOCTCA
TGCATTGTGCGTCAGCAGCAATGTTTATGGTGAAAAATGGCAACGGGACCGCGT
GCATAATGGCCAACTTCTCTGCTGCCTTCTCAGTGAACTACGACACCAAGAGTGG
CCCTAAGAACATGACCCTTGACCTGCCATCAGATGCCACAGTGGTGCTCAACCGC
AGCTCCTGTGGAAAAGAGAACACTTCTGACCCCAGTCTOGTGATTGCTTTTGGAA
GAGGACATACACTCACTCTCAATTTCACGAGAAATGCAACACGTTACAGCOGTTCA
GCTCATGAGTTTTGTTTATAACTTGTCAGACACACACCTTTTICCCCAATGOGAGCT
CAAAGAAATCAAGAC TG TGGAATCTATAACTOACATCAGGGUCAGATATAGATA
AAAAATACAGATGTGTTAGTGGCACCCAGGTCCACATGAACAACGTGACCGTAA
CGCTCCATGATGCCACCATCCAGGCGTACCTTTCCAACAGCAGCTTCAGCAGGGG
AGAGACACGCTGTGAACAAGACAGGCCTTCCCCAACCACAGOGCCCCCTGCGOT
ACCCAGCCOCTOGLCCTCACCCGTGOUCAAGAGCCCCTCTGTGGACAAGTACAAC
GTGAGUGGCACCAACGGUACCTOCCTGCTGUCCAGCATGGOGCTCGCAGCTGAAC

CCCAACAAGACCTOGGCCAGCGGOAGCTGOGGCGCCCACCTOOTOGACTCTGGAG
CTGCACAGCGAGGGCACCACCGTCCTGCTCTTICCAGTTICGGGATGAATGCAAGTT

CTAGCCGOTTTTTCCTACAAGOAATCCAGTTGAATACAATTCTTCCTGACGUCAG
AGACCCTOOCTTTAAAGCTGCCAACGGCTCCCTGCGAGOGCTGCAGGOCACAGTC
GUCAATTOCTACAAGTGOAALGOCGGAGGAGCACUTOCOTGTCACGAAGGUGTTT

TCAGTCAATATATICAAAGTGTGGGTCCAGGCTTICAAGG TGOAAGGTGGCCAGT

TTGGCTCTGTGGAGGAGTGTCTGCTGOACGAGAACAGCCTCGAGOGATATCGTCAT
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CCCGATGTTCACGGCGCTCAGCGAGGGAGCGACGCCGCAGGACCTGAACGCGGT
COTOGGAGGTCACCAGGCAGOGATGCAGATGCTGAAGGAGACGATCAACGAGG
AGGCGOGCCGAGTGUOACCGOGUGHCAGCCUGAGUCACGOGUTTOCGACA TGO
GCACCACCTCOACGCTCCAGGAGCAGATCGCOTOOGUCGCAGCTAAGOGCTGGA
TCATCCTCGOGCTOAACAAGATCGTCCGOATGTACAGOCCCGGTCTCGATCGCTGC
TAAGTACGTTGACCGGTTCTTCAAGACCCTGAGGGOC GAGCAGGCGGCOGGACT
GGAGGAGATCGATGACCGCGTGCCAGGLGGTCGGTGOACCATCGCACAAGGCCGT
GCTCTOGCCOCGCACGOTOAACGOCGTGGOTOGAAGGTOGOATCCGAATTCACGCT
GATCCCCATOGE TG TGOGGTGOGTGOCC TOHGCGGGLGCTGUTCCTCATOGTCCTCATE
GCCTACCTCOTOGOGTCAGGAAGAGGAGTCACGCAGGCTACCAGACTATCTAG gtac
cletagGATCTGCTGTGCCTTCTAGT TGCCAGCCATCTGT TGTTTGCOCCTCCOCCGTG
CCTTCCTTGACCCTGGAAGGTGCCACTCCCACTGTCCTTTCCTAATAAAATGAGG
AAATTGCATCGCATTGTCTGAGTAGGTGTCATTCTATTCTGGGGOGTGGGGTGGE
GCAGGACAGCAAGGGGGAGGATTGOGAAGACAATAGCAGGUATGCTGGGGATG
COGTGOOCTCTATGOGTACCCAGGTGUTGAAGAATTGACCCGOTTOCTCCTGGOC
CAGAAAGAAGCAGGCACATCOCCTTCTCTGTGACACACCCTGTCCACGCCCCTGG
TTCTTAGTTCCAGCCCCACTCATAGGACACTCATAGCTCAGGAGGGCTCCGCCTT
CAATCCCACCCGCTAAAGTACTTGGAGOGGTCTCTCOCTCCCTCATCAGCCCACC
AAACCAAACCTAGCCTCCAAGAGTGOOAAGAAATTAAAGCAAGATAGGCTATTA
AGTGCAGAGGGAGAGAAAATGCCTCCAACATGTGAGGAAGTAATGAGAGAAAT
CATAGAATTTCTTCOGCTTCCTCGCTCACTGACTCGCTOCGCTCGOTCOGTTCGGCT
CGCGGCGAGCGGTATCAGCTCACTCAAAGGCGGTAATACGGTTATCCACAGAATC
AGGGOATAACGCAGOAAAGAACATGTOGAGCAAAAGGCCAGCAAAAGGCCAGGA
ACCGTAAAAAGGCCGOCGTTGCTGGOGTTTTTCCATAGGCTCCGCCOCCCTGACGA
GCATCACAAAAATCGACGCTCAAGTCAGAGGTOGOGAAACCCGACAGGACTATA
AAGATACCAGGOGTTTCCCCCTGOAAGCTCOCTOCGTGCGCTCTOCTGTTOCGACC
CTGOCGCTTACCGOATACCTGTCCGCCTTTCTCCCTTCGGUGAAGCGTGGOGCTTTC
TCAATGCTCACGUTGTAGGTATCTCAGTTCGGTGTAGGTCGTTCUCTCCAAGCTG
GGCTGTOTGCACGAACCCCCCGTTCAGCCCOACCGCTGOGCCTTATCCGGTAACT
ATCGTCTTGAGTCCAACCCGGTAAGACACGACTTATCGCCACTGGCAGCAGCCAC
TGOTAACAGOGATTAGCAGAGUGAGOGTATGTAGOCOGTGCTACAGAGTTCTTGAA
GTGGTGGUCTAACTACGGCTACACTAGAAGAACAGTATTTGGTATCTGOGOTCTG
CTGAAGUCAGTTACCTTCOGAAAAAGAGTTGOTAGCTCTTGATOCGOCAAACAA
ACCACOGCTGGTAGCGGTGOTTTTTTTGTTTIGCAAGCAGCAGATTACGCGCAGAA
AAAAAGGATCTCAAGAAGATCCTTTGATCTTTTCTACGGGGTCTGACGCTUAGTG
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GAACGAAAACTCACGTTAAGGGATTTTGGTCATGAGATTATCAAAAAGGATCTTC
ACCTAGATCCTTTTAAATTAAAAATGAAGTTTTAAATCAATCTAAAGTATATATG
AGTAAACTTGGTCTGACAGTTACCAATGCTTAATCAGTGAGGCACCTATCTCAGC
GATCTGTCTATTTCGTTCATCCATAGTTGCCTGACTCGOGGGGGGGLGOGLGUGCTG
AGGTCTGCCTCGTGAAGAAGGTGTTGCTGACTCATACCAGGCCTGAATCGCCCCA
TCATCCAGCCAGAAAGTGAGGGAGCCACGGTTGATGAGAGCTTTGTTGTAGGTG
GACCAGTTGGTGATTTTGAACTTTTGCTTTGCCACGGAACGGTCTGCGTTGTCGG
GAAGATOCGTGATCTGATCCTTCAACTCAGCAAAAGTTCGATTTATTCAACAAAG
COGCCGTCCOGTCAAGTCAGOGTAATGUTCTGCCAGTGTTACAACCAATTAACCA
ATTCTGATTAGAAAAACTCATCGAGCATCAAATGAAACTGCAATTITATTCATATC
AGGATTATCAATACCATATTTITTIGAAAAAGCCGTTTCTGTAATGA AGGAGAAAAC
TCACCGAGGCAGTTCCATAGGATGGCAAGATCCTGGTATCGGTCTGCGATTCCGA
CTCGTCCAACATCAATACAACCTATTAATTITCCOCTCGTCAAAAATAAGGTTATC
AAGTGAGAAATCACCATGAGTGACGACTGAATCCGGTGAGAATGGCAAAAGCTT
ATGCATTTCTTITCCAGACTTGTTCAACAGGCCAGCCATTACGCTCGTCATCAAAA
TCACTCGCATCAACCAAACCGTTATTCATTCGTGATTGCGCCTGAGCGAGACGAA
ATACGCGATCGCTGTTAAAAGGACAATTACAAACAGGAATCGAATGCAACCGGC
GCAGGAACACTGCCAGCGCATCAACAATATTTTCACCTGAATCAGGATATTCTTC
TAATACCTGGAATGCTGTTTTCCCGGGGATCGCAGTOGTGAGTAACCATGCATCA
TCAGGAGTACGGATAAAATGCTTGATGGTCGGAAGAGGCATAAATTCCGTCAGC
CAGTTTAGTCTGACCATCTCATCTGTAACATCATTOGUCAACGCTACCTTITGCCATG
TTTCAGAAACAACTCTGGUCGCATCGGGCTTCCCATACAATCGATAGATTGTCGCA
CCTGATTGCCOGACATTATCOUGAGCCCATTTATACCCATATAMAATCAGCATCCA
TGTTGGAATTTAATCGCGGCCTGOAGCAAGACGTTTCCCGTTGAATATGGCTCAT
AACACCCCTTGTATTACTGTTTATGTAAGCAGACAGTTTTATTGTTCATGATGATA
TATTTTTATCTTGTGCAATGTAACATCAGAGATTTTGAGACACAACGTGGCTTTCC
COCCCCCCCCATTATTGAAGCATTTATCAGGGTTATTGTCTCATGAGCGGATACA
TATTTGAATGTATTTAGAAAAATAAACAAATAGGGGTTCCGCOCACATTTOCCCG
AMMAAGTOCCACCTGACGTCTAAGAAACCATTATTATCATCACATTAACCTATAAA
AATAGGOGTATCACGAGGCCCTTTCGTCTCGCGOGTTTCGGTGATGACGGTGAAA
ACCTCTGACACATGCAGCTCCCGGAGACGGTCACAGCTTGTCTGTAAGCGGATGC
COGCAGCAGACAAGCCOGTCAGGLCGUGTCAGCGGGTGTTGGUGOGTOTOGGGE
CTGGCTTAACTATGCGOCATCAGAGCAGATTGTACTGAGAGTGCACCATATGCGG
TGTGAAATACCGCACAGATGCGTAAGGAGAAAATACCGCATCAGATTGGCTATT
GG
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MAPRSARRPLLLLLLLLLLGLMHCASAAMFMVENGNGTACIMANFSAAFSVNYDT

KSGPKNMTLDLPSDATVVLNRSSCGKENTSDPSLVIAFGRGHTLTLNFTRNATRYSV
QLMSFVYNLSDTHLFPNASSKEIKTVESITDIRADIDKKYRCVSGTQVHMNNVTVTL

HDATIQAYLSNSSFSRGETRCEQDRPSPTTAPPAPPSPSPSPVPKSPSVDKYNVSGTNG
TCLLASMGLQLNLTYERKDNTTVTRLLNINPNKTSASGSCGAHLVTLELHSEGTTVL
LFQFGMNASSSRFFLQGIQLNTILPDARDPAFKAANGSLRALQATVGNSYKCNAEEH
VRVTKAFSVNIFKVWVQAFKVEGGQFGSVEECLLDENSLEDIVIPMFTALSEGATPOQ

DINAAVGGHOQAAMOMLKETINEEAAEWDRAAAEPRGSDIAGTTSTLOEQIAWAAA
KRWILGLNKIVREMYSPVSIAAKYVDRFFKTLRAEQAAGLEEMMTACQGVGGPSHE
AALSPRTINAWVKVGSEFTLIPIAVGGALAGLVLIVLIAYLVGRKRSHAGYQTI.

SEQ ID NO:21 fusién LAMP-p24CE2 (p24CE2 subrayado) codificada por SEQ ID NO:20
SEQ ID NO:22 LAMP-p24CE1 (191H) (gen subrayado)

CCTGGCCATTGCATACGTTGTATCCATATCATAATATGTACATTTATATTGGCTCA
TGTCCAACATTACCGCCATGTTGACATTGATTATTGACTAGTTATTAATAGTAATC
AATTACGGGGTCATTAGTTCATAGCCCATATATGCGAGTTCCGCGTTACATAACTT
ACGGTAAATGGCCCGCCTGGCTGACCGCCCAACGACCCCCGCCCATTGACGTCA

ATAATGACGTATGTTCCCATAGTAACGCCAATAGGGACTTTCCATTGACGTCAAT
GGGTGGAGTATTTACGGTAAACTGCCCACTTGGCAGTACATCAAGTGTATCATAT
GCCAAGTACGCCCCCTATTGACGTCAATOGATGOGTAAATGGCCCGCCTGGCATTAT
GCCCAGTACATGACCTTATGGGACTTTCCTACTTGGCAGTACATCTACGTATTAG

TCATCGCTATTACCATGGTGATGCGGTTTTGGCAGTACATCAATGGGCGTGGATA
GCGGTTTGACTCACGGGGATTTCCAAGTCTCCACCCCATTGACGTCAATGGGAGT
TTGTTTTGGCACCAAAATCAACGGGACTTTCCAAAATGTCGTAACAACTCCGCCC
CATTCGACGCAAATGGGCGGTAGGCGTGTACGGTGOGGAGGTCTATATAAGCAGAG
CTCGTTTAGTGAACCGTCAGATCGCCTGGAGACGCCATCCACGCTGTTTTGACCT
CCATAGAAGACACCGGGACCOGATCCAGCCTCCGegggegegeategactagc ATGGCGCCC
CGCAGCGCCCGGCGACCCCTGCTGCTGCTACTGCTGTTGCTGCTGCTCGGCCTCA

TGCATTGTGCGTCAGCAGCAATGTTTATGGTGAAAAATGGCAACGGGACCGCGT

GCATAATGGCCAACTTCTCTGCTGCCTTCTCAGTGAACTACGACACCAAGAGTGG
CCCTAAGAACATGACCCTTGACCTGCCATCAGATGCCACAGTGGTGCTCAACCGC
AGCTCCTGTGGAAAAGAGAACACTTCTGACCCCAGTCTCGTGATTGCTTTTGGAA
GAGGACATACACTCACTCTCAATTTCACGAGAAATGCAACACGTTACAGCGTTCA
GCTCATGAGTTTTGTTTATAACTTGTCAGACACACACCTTTTCCCCAATGCGAGCT
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CCAAAGAAATCAAGACTGTGGAATCTATAACTGACATCAGGGCAGATATAGATA
AAAAATACAGATGTGTTAGTGGCACCCAGGTCCACATOAACAACGTGACCGTAA
COGCTCCATGATGOCACCATOCAGGOGTACCTTTCCAACAGCAGCTTC AGCAGGGE
AGAGACACGCTGTGAACAAGACAGGCCTTCCOCAACCACAGOGUCCCCTGUGCT
ACCCAGCCOCTOGCCCTCACCOGTGCCCAAGAGCCCCTCTGTGGACAAGTACAAC
GTGAGCGGCACCAACGGGACCTGCCTGCTGOGUCAGCATGGGGCTGCAGCTGAAC
CTCACCTATGAGAGGAAGCGACAACACGACGGTGACAAGGCTTCTCAACATCAAC

COCAACAAGACCTOCGOCCAGCGGOAGCTGCGGOGCCCACCTGGTGACTCTGGAG
I AC A

CTAGCCGGTTTTTCCTACAAGGAATCCAGTTGAATACAATTCTTICCTGACGCCAG
AGACCCTGCCTTTAAAGCTGCCAACGGCTCCCTGCGAGCGCTGCAGGCCACAGTC
GGCAATTCCTACAAGTGCAACGCGGAGGAGCACGTCCGTGTCACGAAGGCGTTT
TCAGTCAATATATTCAAAGTGTGGGTCCAGGCTTTCAAGGTGGAAGGTGGCCAGT
TTGGCTCTGTGGAGGAGTGTCTGCTGGACGAGAACAGCCTCGAGGATATCGTCAT

COTOGOAGGTCACCAGGCAGCGATGCAGATGCTGAAGGACACGATCAACGAGGA
GGOGGCOGAGTGOGACCGGECGHCAGCCGAGCCACGCGGTTICCGACATCGOGGG
CACCACCTCGACGCTCCAGGAGCAGATCGGOTGOGUCGCAGCTAAGCOGCTGGAT
CATCCTOCOGGUTGAACAAGATCGTCCGGATGTACAGCCCGACGTOGATCGCTGCT
AAGTACGTTGACCGGTTCTACAAGACCCTGAGGGOCGAGCAGHOGHOCGHACTG
CGAGGAGATGATOACCGUGTOOCAGGGGUTUGOGTGUACCAGGGUACAAGLUC G
AT - CCGUGOACGETGAACGOGTGGGTGAAGS A TCCGAATTCACGET
GATCCCCATCGCTGTGOGTGGTGCCCTGGECGHEGCTGETCCTCATCGTCCTCATC
GOCTACCTCGTCGGCAGGAAGAGOGAGTCACGCAGGCTACCAGACTATCTAGggtac
elelagGATCTGCTGTGCCTTCTAGT TOCCAGOCATCTGTTGTTTGCCCCTOCCCCOGTG
CCTTOCTTUACCOCTGUAAGUTGOCACTCOCACTUTOCTTTUCTAATAAAATGAGG
AAATTGUCATCGCATTOTCTGAGTAGGTOGTCATTCTATTCTGGOGGGGTGG UG TG
GCAGGACAGCAAGGGGGAGGATTOGOGAAGACAATAGCAGGUATGCTGGGGATG
COGTGGOCTCTATGGOTACCCAGGTGCTGAAGAATTGACCCGGTTCCTCCTGGGT
CAGAAAGAAGCAGGCACATCCCCTTCTCTGTGACACACCCTGTCCACGCCCCTGG
TTCTTAGTTCCAGCCCCACTCATAGGACACTCATAGCTCAGGAGGOCTCCGCCTT
CAATCCCACCCOCTAAAGTACTTGCAGCGOTCTCTCCCTCCCTCATCAGOCCACT
AAACCAAACCTAGCCTCCAAGAGTGGUAAGAAATTAAAGCAAGATAGGCTATTA
AGTGCAGAGGGAGAGAAAATGCCTCCAACATGTGAGGAAGTAATCGAGAGAAAT
CATAGAATTTCTTCCGCTTCCTCGCTCACTGACTCGCTGCGCTCGGTCGTTCGGCT

43



ES 2718899 T3

GCGGUGAGOGGTATCAGCTCACTCAAAGGOGGTAATACGGTTATCCACAGAATC
AGGGOATAACGCAGGAAAGAACATGTCGAGCAAAAGGCCAGCAAAAGGCCAGGA
ACCOTAAAAAGGCCGOGTTGCTGOGOGTTTTTOCATAGGC TCOGOCCCCCTGACGA
GCATCACAAAAATCGACGCTCAAGTCAGAGGTGGCGAAACCCGACAGGACTATA
AAGATACCAGGOGTTTCCCCCTGGAAGCTCCCTCGTGCGCTCTCCTGTTCCGACT
CTGOCGCTTACCGGATACCTGTCCGCCTTTCTCCCTTCOGGGAAGCGTGGCGCTTTC
TCAATGCTCACGCTGTAGGTATCTCAGTTOGGTGTAGGTCGTTCGCTCCAAGCTG
GOCTGTGTGCACGAACCCOCCGTTCAGOCCGACCGOTOGOGCCTTATCCGGTAACT
ATCGTCTTGAGTCCAACCCOGTAAGACACGACTTATCGOCACTGGCAGC AGCCAC
TGGTAACAGGATTAGCAGAGCGAGGTATGTAGGCGGTGCTACAGAGTTCTTGAA
GTGGTGGUCTAACTACGGCTACACTAGAAGAACAGTATTTGGTATCTGOGCTCTG
CTGAAGCCAGTTACCTTCGGAAAAAGAGTTGGTAGCTCTTGATCCGGCAAACAA
ACCACOGCTGOTAGCGGTGGTTTTTITTGTTITGCAAGCAGCAGATTACGCGCAGAA
AMAAAMGGATCTCAAGAAGATCCTTTGATCTTTTCTACGGGGTCTGACGCTCAGTG
GAACGAAAACTCACGTTAAGGGATTTTGGTCATGAGATTATCAAAAAGGATCTTC
ACCTAGATCCTTTTAAATTAAAAATGAAGTTTTAAATCAATCTAAAGTATATATG
AGTAAACTTGGTCTGACAGTTACCAATGCTTAATCAGTGAGGCACCTATCTCAGC
GATCTGTCTATTTCGTICATCCATAGTTGCCTGACTCGGG GGGGGGLGGGIGCTG
AGGTCTGOCTCGTGAAGAAGGTGTTGCTGACTCATACCAGGCCTGAATCGCCCCA
TCATOCAGOCAGAAAGTGAGGGAGOCACGGTTGATGAGAGCTTTGTTGTAGGTG
CGACCAGTTGUTGATTTTGAACTTTTOGCTTTGUCACGGAACGGTCTGOOTTGTCGO
GAAGATGOGTOATCTGATCCTTCAACTCAGCAAAAGTTOGATTTATTCAACAAAG
COGCCGTCCCGTCAAGTCAGOGTAATGCTCTGCCAGTGTTACAACCAATTAACCA
ATTCTGATTAGAAAAACTCATCGAGCATCAAATCGAAACTGCAATTTATTCATATC
AGGATTATCAATACCATATTITTITGAAAAAGCCGTTTCTOTAATGAAGGAGAAAAC
TCACCGAGGCAGTTCCATAGGATGGCAAGATCCTGGTATCOGTCTGCGATTCCGA
CTOGTCCAACATCAATACAACCTATTAATTTCCCCTCOTCAAAAATAAGGTTATC
AAGTGAGAAATCACCATOAGTGACGACTGAATCOGGTGAGAATGGCAAAAGCTT
ATGCATTTCTTTCCAGACTTGTTCAACAGGCCAGCCATTACGCTOGTCATCAAAA
TCACTCGCATCAACCAAACCGTTATTCATTCGTGATTGCGCCTGAGCGAGACGAA
ATACGOGATCGCTGTTAAAAGGACAATTACAAACAGGAATCGAATOCAACCGGT
GCAGGAACACTGCCAGUOCATCAACAATATTTTCACCTGAATCAGGATATTCTTC
TAATACCTOGOGAATGUTOTTTTCCCGUGGATCGCAGTGOTOAGTAACCATGCATCA
TCAGGAGTACGGATAAMAATGCTTGATGGTCGGAAGAGGCATAAATTCCGTCAGC
CAGTTTAGTCTGACCATCTCATCTGTAACATCATTGGCAMCGCTACCTTTGCCATG
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TTTCAGAAACAACTCTGGCGCATCGGGCTTCCCATACAATCGATAGATTGTCGCA
CCTGATTGCCCGACATTATCGCGAGCCCATTTATACCCATATAAATCAGCATCCA
TGTTGGAATTTAATCGCGGCCTGGAGCAAGACGTTTCCCOTTGAATATGGCTCAT
AACACCCCTTGTATTACTGTTTATGTAAGCAGACAGTTTTATTGTTCATGATGATA
TATTTTTATCTTGTGCAATGTAACATCAGAGATTTTGAGACACAACGTGGCTTTCC
CCCCCCCCCCATTATTGAAGCATTTATCAGGGTTATTGTCTCATGAGCGGATACA

TATTTGAATGTATTTAGAAAAATAAACAAATAGGGGTTCCGCGCACATTTCCCCG
AAAAGTGCCACCTCGACGTCTAAGAAACCATTATTATCATGACATTAACCTATAAA
AATAGGCGTATCACGAGGCCCTTTCGTCTCGCGCGTTTCGGTGATGACGGTGAAA
ACCTCTGACACATGCAGCTCCCGCGAGACGGTCACAGCTTGTCTGTAAGCGGATGC
CGGGAGCAGACAAGCCCGTCAGGGCGCGTCAGCGGOGTGTTGGCGOGGTGTCGGGO
CTGGCTTAACTATGCGGCATCAGAGCAGATTGTACTGAGAGTGCACCATATGCGC
TGTGAAATACCGCACAGATGCGTAAGGAGAAAATACCGCATCAGATTGGCTATT

SEQ ID NO:23 LAMP-p24CE1 (p24CE1 subrayado)

MAPRSARRPLLLLLLLLLLGLMHCASAAMFMVEKNGNGTACIMANFSAAFSVNYDT
KSGPKNMTLDLPSDATVVLNRSSCGKENTSDPSLVIAFGRGHTLTLNFTRNATRYSV
QLMSFVYNLSDTHLFPNASSKEIKTVESITDIRADIDKKYRCVSGTQVHMNNVTVTL
HDATIQAYLSNSSFSRGETRCEQDRPSPTTAPPAPPSPSPSPVPKSPSVDKYNVSGTNG
TCLLASMGLQLNLTYERKDNTTVTRLLNINPNKTSASGSCGAHLVTLELHSEGTTVL
LFQFGMNASSSRFFLQGIQLNTILPDARDPAFKAANGSLRALQATVGNSYKCNAEEH
VRVTKAFSVNIFKVWVQAFKVEGGQFGSVEECLLDENSLEDIVIPMFSALSEGATPQ
DINAAVGGHOAAMOMLEKDTINEEAAEWDRAAAEPRGSDIAGTTSTLOEQIGWAAA
KRWILGLNKIVRMYSPTSIAAKYVDRFYKTLRAEQAAGLEEMMTACQGVGGPGHK
AAISPRTLNAWVKVGSEFTLIPIAVGGALAGLVLIVLIAYLVGRKRSHAGYQTIL

SEQ ID NO:24 SP-p24CE2 (235H) (gen subrayado)

CCTGGCCATTGCATACGTTGTATCCATATCATAATATGTACATTTATATTGGCTCA
TGTCCAACATTACCGCCATGTTGACATTGATTATTGACTAGTTATTAATAGTAATC
AATTACGGGGTCATTAGTTCATAGCCCATATATGGAGTTCCGCGTTACATAACTT

ACGGTAAATGGCCCGCCTGGCTGACCGCCCAACGACCCCCGCCCATTGACGTCA

ATAATGACGTATGTTCCCATAGTAACGCCAATAGGGACTTTCCATTGACGTCAAT
GGGTGGAGTATTTACGGTAAACTGCCCACTTGGCAGTACATCAAGTGTATCATAT
GCCAAGTACGCCCCCTATTGACGTCAATGATGGTAAATGGCCCGCCTGGCATTAT
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GOCCAGTACATGACCTTATGGGACTTTCCTACTTGGCAGTACATCTACGTATTAG
TCATCGCTATTACCATGGTGATGOGGTTTTGGCAGTACATCAATGGGUGTGGATA
GOGOGTTTGACTCACGGGGATTTCCAAGTCTOCACCOCATTGACGTCAATGGGAGT
TTGTTTTGGCACCAAAATCAACGGGACTTTCCAAAATGTCGTAACAACTCCGCCC
CATTGACGCAAATGGGCGGTAGGCGTGTACGGTGGGAGGTCTATATAAGCAGAG
CTCGTTTAGTGAACCGTCAGATCGCCTGGAGACGCCATCCACGCTGTTTTGACCT
CCATAGAAGACACCGGCACCGATCCAGCCTCCGOGGGegege glegacaaganATGTGGC
TCCAGAGCCTGCTACTCCTGGGOGACGGTGGOCTGCAGCATCTCGGTCATCCCGAT

AGGTCACCAGGCAGCGATOGCAGATGCTGAAGOGAGACGATCAACGAGGAGGCGG
CCOAGTGGGACTGGGCGGCAGCCGAGCCACGCGGTTCCGACATCGCGGGUACCA

CCTCGACGCTCCAGGAGCAGATCGCGTGEGOCGCAGCTAAGCGCTGGATCATCC
TCGGGCTGAACAAGATCGTCCGGATGTACAGCCCGGTCTOGATCGCTGUTAAGTA
COTTGACCGGTTCTTCAAGACCCTGAGGGCCGAGCAGGCGHCCGGACTGGAGH A
GATGATGACCGOGTGCCAGGLGGGTCGGTGGACCATCGCACAAGGCCGOGCTCTC
GOCGOGCACGCTGAACGOGTGGGTGAAGGTCTGATA A paaticgepgatatc gt laacggatec
AGATCTGCTGTGCCTTCTAGTTGOCAGCCATCTGTTGTTITGCCCCTCCCCCGTGOC
TTCCTTGACCCTGGAAGGTGCCACTCCCACTGTCCTTTCCTAATAAAATGAGGAA
ATTGCATCGCATTGTCTGAGTAGGTGTCATTCTATTCTGGGGGG TGGGGTGGGGE
AGGACAGCAAGGOGGAGGATTGGGAAGACAATAGCAGGCATGCTGGGGATGCG
GTGGGCTCTATGGGTACCCAGGTGCTCGAAGAATTCACCCGGTTCCTCCTGGGOC A
GAAAGAAGCAGGCACATCCOCCTTCTCTGTGACACACCCTGTCCACGUCCCTGGTT
CTTAGTTCCAGCCCCACTCATAGGACACTCATAGCTCAGGAGGGCTCCGOCTTCA
ATCCCACCOGCTAAAGTACTTGCGAGCGGTCTCTCCCTCCCTCATCAGCCCACCAA
ACCAAACCTAGCCTCCAAGAGTGOGAAGAAATTAAAGCAAGATAGGCTATTAAG
TGCAGAGGGAGAGAAAATGUCTCCAACATOTGAGGAAGTAATOAGAGAAATCAT
AGAATTTCTTCCGOTTCCTCGCTCACTGACTOGCTCOGUTCGGTOGTTCGGUTGOG
GUGAGCGGTATCAGCTCACTCAAAGGCGGTAATACGGTTATCCACAGAATCAGG
GOATAACGCAGGAAAGAACATGTGAGCAAAAGGCCAGCAMAAGGCCAGGAACC
GTAAAAAGGCCGCGTTGCTGGCGTTTTTCCATAGGCTCCGCCCCCCTGACGAGCA
TCACAAAAATCGACGCTCAAGTCAGAGGTGGCGAAACCCGACAGGACTATAAAG
ATACCAGGCGTTTCCCCCTGGAAGCTCCCTCGTGCGCTCTCCTGTTCOGACCCTGC
COCTTACCGGATACCTGTCOGOCTTTCTCCCTTOGLGAAGCGTGOGUGCTTTCTCAT
AGCTCACGCTOGTAGGTATCTCAGTTOGGTGTAGGTCGTTCGCTCCAAGCTGGGCT
GTGTGCACGAACCCCCCGTTCAGCCCGACCGCTGUGCCTTATCCGGTAACTATCG
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TCTTGAGTCCAACCCGOTAAGACACGACTTATCGCCACTGGCAGCAGCCACTGGT
AACAGGATTAGCAGAGUCGAGGTATGTAGGCGGTGCTACAGAGTTCTTGAAGTGG
TGGUCTAACTACGGCTACACTAGAAGAACAGTATTTGGTATCTGCGCTCTGCTGA
AGOCAGTTACCTTCGGAAAAAGAGTTGGTAGCTCTTGATCCGGUAAACAAACCA
CCGCTGGTAGOGGTGGTTTTTTTGTTITGCAAGCAGCAGATTACGOGUCAGAAAAAA
AGGATCTCAAGAAGATCCTTTGATCTTTTCTACGGGGTCTGACGCTCAGTGGAAC
GAAAACTCACGTTAAGGGATTTTGGTCATGAGATTATCAAAAAGGATCTTCACCT
AGATCCTTTTAAATTAAAAATGAAGTTTTAAATCAATCTAAAGTATATATGAGTA
AACTTOGOTCTGACAGTTACCAATGOTTAATCAGTGAGGCACCTATCTCAGOGATC
TGTCTATTTCGTTCATCCATAGTTGCCTGACTCGGGOGGGOGGGGCGCTGAGGTC
TGCCTCGTGAAGAAGOTGTTGCTGACTCATACCAGGCCTGAATCGCCCCATCATC
CAGCCAGAAAGTGAGGGAGCCACGGTTGATGAGAGCTTTGTTGTAGGTGGACCA
GTTGGTGATTTTGAACTTTTGCTTTGCCACGGAACGGTCTGCGTTGTCGGGAAGA
TGCGTGATCTGATCCTTCAACTCAGCAAAAGTTCGATTTATTCAACAAAGCCGCC
GTCOCCGTCAAGTCAGCGTAATGCTCTGCCAGTGTTACAACCAATTAACCAATTCT
GATTAGAAAAACTCATOGAGCATCAAATGAAACTGCAATTTATTCATATCAGGAT
TATCAATACCATATTTTTGAAAAAGCCGTTTCTGTAATGAAGGAGAMAACTCACC
CGAGGCAGTTCCATAGGATGGCAAGATCCTGGTATCGGTCTGCGATTCCGACTCGT
CCAACATCAATACAACCTATTAATTTCOCCTCGTCAAAAATAAGGTTATCAAGTG
AGAAATCACCATGAGTGACGACTGAATCCGGTGAGAATGGCAAAAGCTTATGCA
TTTCTTTCCAGACTTGTTCAACAGGUCAGOCATTACGCTCGTCATCAAAATCACTC
GUATCAACCAAACCGTTATICATICGTGATTGCGCC TGAGCGAGACGAAATACGT
CGATCGCTGTTAAAAGGACAATTACAAACAGGAATCGAATGCAACCGGCGCAGGA
ACACTGCCAGCGCATCAACAATATTTTCACCTGAATCAGGATATTCTTCTAATAC
CTGGAATGCTGTTTTCCCGGGGATCGCAGTOOTGAGTAACCATOGCATCATCAGGA
GTACGGATAAAATGCTTCATGUGTCGOAAGAGGCATAAATTCCOTCAGCCAGTTT
AGTUTGACCATCTCATCTGTAACATCATTOGCAACGCTACCTTTOGUCATOGTTTCAG
AAACAACTCTGGCGCATCGOGCTTOCCATACAATCCGATAGATTGTCGCACCTGAT
TGCCCOGACATTATCGCGAGCCCATTTATACCCATATAAATCAGCATCCATGTTGG
AATTTAATCGCGOGCCTOGAGCAAGACGTTTCCCGTTGAATATGGCTCATAACACC
CCTTOTATTACTGTTTATGTAAGCAGACAGTTTITATTGTTCATGATGATATATTTT
TATCTTOTOCAATCGTAACATCAGAGATTITTIGAGACACAACGTGOCTTTCCCCCCC
CCCCCATTATTGAAGCATTTATCAGGGTTATTGTCTCATGAGOGGATACATATTTG
AATCTATTTAGAAAAATAAACAAATAGOGGTTCCGCGCACATTTCCCUGAAAAG
TGCCACCTGACGTCTAAGAAACCATTATTATCATGACATTAACCTATAAAAATAG
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GOGTATCACGAGGCCCTTTCGTCTCGCGCGTTTCGGTGATGACGGTGAAAACCTC
TGACACATGCAGCTCCCGGAGACGGTCACAGCTTGTCTGTAAGCGGATGCCGGG
AGCAGACAAGCCCOTCAGOGCOGCOTCAGCOGOUTOTTOGCOGOGOTOTCOGLGCTGO
CTTAACTATGCGGCATCAGAGCAGATTGTACTGAGAGTGCACCATATGCGGTGTC
AAATACCGCACAGATGCGTAAGGAGAAAATACCGCATCAGATTGGCTATTGG

SEQ ID NO:25 SP-p24CE2 (p24CE1 subrayado) codificado por SEQ ID NO:24
MWLOSLLLLGTVACSISVIPMETALSEGATPODLNAAVGGHOAAMOMILKETINEEA
AEWDRAAAFPRGEDIAGTTSTLOEQIAWAAAKRWIILGLNKIVEMYSPVSIAAKY VI

Al WVKY

SEQ ID NO:26 MCP3-p24CE1 (230H) (gen subrayado)
CCTOGCCATTGCATACGTTGTATCCATATCATAATATGTACATTTATATTGGCTCA

TOTUCAACATTACCGUCATOGTTGACATTOGATTATTGACTAGTTATTAATAGTAATC
AATTACGGGGTCATTAGTTCATAGCCCATATATGGAGTTCCGCGTTACATAACTT
ACGGTAAATGGCCCGCCTGGOTGACCGCCCAACGACCCCCGCCCATTGACGTCA
ATAATGACGTATGTTCCCATAGTAACGCCAATAGGGACTTTCCATTGACGTCAAT
GOOTOGAGTATTTACGOGTAAACTGCCCACTTGGUCAGTACATCAAGTGTATCATAT
GCCAAGTACGCCCCCTATTGACGTCAATCGATGOTAAATGGCCCGCCTGGCATTAT
GOCCAGTACATGACCTTATGGOGACTTTCCTACTTGGUAGTACATCTACGTATTAG
TCATCGUTATTACCATGOTGATGUGGTTTTGOCAGTACATCAATGGGUGTGOATA
GOOOTTTOACTCACGOOOATTTCCAAGTCTCCACCCCATTOACGTCAATGGOAGT
TTGTTTTGGCACCAAAATCAACGGOGACTTTCCAAAATGTCGTAACAACTCCGOCC
CATTGACGCAAATGOGCOGOGTAGGCOTGTACGOTGOOGAGGTCTATATAAGCAGAG
CTCGTTTAGTGAACCGTCAGATCGCCTOGUAGACGCCATCCACGCTGTTTTGACCT
CCATAGAAGACACCGGOACCOGATCCAGCCTOCGC GGGegegegtegacaagaa ATGT GG
AAGCCCGATOGCCCTOGOCAAGCAACATOAAGGCGTCCOCCGCGCTCCTGTGCCTGE
TCCTCACGGCCGUGGUTTTCAGCCCCCAGGLGOGCTOGUGCAGCCGUTOGGHLATCAA
CACGAGCACGACCTOCTGCTACCGGTTCATCAACAAGAAGATOCCGAAGCAGOG
TCTGGAGAGCTACCGCCGGACCACGTOGAGCCACTGCCCGCGGGAGGCGGTCAT
CTTCAAGACGAAGCTGGACAAGGAGATCTGOGCCGACCCGACGCAGAAGTGGET
TCAGGACTTCATGAAGCACCTOGOACAAGAAGACGCAGACGOCGAAGCTOGTCAT
CCCOGATGTTCTCGGCGCTCAGCOGAGUGOAGCGACGCCGCAGGACCTOGAACGCGHC
COTCOOGAGGTCACCAGGCAGCUATUCAGATGCTGAAGGACACCGATCAACGAGGA
GOUGGCCCAGTOOOACCGOOCGOCAGUCCGAGCCACGCOGTTCCGACATCGUGGG
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CACCACCTOGACGCTOCCAGGAGCAGATCGOGETGGECCGCAGCTAAGCGUTGGAT
CATOCTCOGGCTGAACAAGATOCGTUCGGATGTACAGOCCGACGTOGATOGCTGCT
AAMGTACGTTCA WGTTCTACAAGACC AGGGOCGAGCA GOACT
GAGGAGATGATGACCGOGTGUCAGGGGGTCGGTGGACCAGHGCACAAGGCOGT
GATCTOGCCGOGCACGCTGAACGCGTGOGTGAAGGTCTGATAA gaalicgegeatateggtt
aacgealccaGATCTGCTGTGCCTTCTAGTTGOCAGCCATCTGTTGTTTGCCCCTCCCCC
GTGCCTTCCTTGACCCTGGAAGGTOGCCACTCCCACTGTCCTTITCCTAATAAAATG
AGGAAATTGCATCGCATTGTCTGAGTAGG TGTCATTCTATTCTGOGGGGTGGGGT
GOGGGCAGGACAGCAAGGGGGAGGATTGLGGAAGACAATAGCAGGCATGCTGGGH
ATGCGOTGOGCTCTATGGGTACCCAGGTGCTGAAGAATTGACCCOGGTTCCTCCTG
GOOCAGAAAGAAGCAGGCACATCCCCTTCTCTGTGACACACCCTGTCCACGCOTT
TGGTTCTTAGTTCCAGCCCCACTCATAGGACACTCATAGCTCAGGAGGGCTCCOGT
CTTCAATCCCACCCGCTAAAGTACTTGGAGCGUGTCTCTCCCTOCCTCATCAGCCC
ACCAAACCAAACCTAGUCTOCAAGAGTGULGAAGAAATTAAAGCAAGATAGGUTA
TTAAGTGCAGAGGGAGAGAAAATOCCTCCAACATGTGAGGAAGTAATGAGAGA
AATCATAGAATTTCTTOCGCTTCCTCGCTCACTGACTCGCTGUGCTOGGTOGTTCG
GCTGCGGCGAGOGGTATCAGCTCACTCAAAGGCGGTAATACGGTTATCCACAGA
ATCAGGGOGATAACGCAGGAAAGAACATOTGAGCAAAAGGCCAGCAAAAGGCOCA
OOAACCGTAAAAAGGCUGCGTTGCTGGUGTTTTTCCATAGGCTCCGOCCCCCTGA
COAGCATCACAAAAATCGACGCTCAAGTCAGAGOGTGGOGAAACCCGACAGGACT
ATAAAGATACCAGGUOGTTTOCCCCTLGAAGCTUCCTUGTGUGCTCTUCTLTTOUG
ACCCTGCCGCTTACCGGATACCTGTCCGCCTTTCTCCCTTCGGGAAGCOG TGGCGT
TTTCTCATAGCTCACGCTGTAGGTATCTCAGTTCGGTGTAGGTCGTTCGUTCCAAG
CTGGGCTOTGTGCACGAACCCCCOGTTCAGCCCGACCGCTGUGCCTTATCCGGTA
ACTATOGTCTTGAGTOCAACCCGOTAAGACACGACTTATCGUCACTOGUAGCAGC
CACTGOTAACAGGATTAGCAGAGCGAGOGTATGTAGGUGGTOUCTACAGAGTTCTT
GAAGTGGTOGOCTAACTACGOCTACACTAGAAGAACAGTATTTGGTATCTGCGCT
CTGCTGAAGCCAGTTACCTTCGGAAAAAGAGTTGGTAGCTCTTGATCCGGCAAAC
AAACCACCGCTGOTAGCGGTGGTTTTTTTGTTITGCAAGCAGCAGATTACGOGCAG
AAAAAMAAGGATCTCAAGAAGATCCTTTGATCTTTTCTACGGOGTCTOGACGCTCAG
TOGAACGAAAACTCACGTTAAGGCATTTTGGTCATGAGATTATCAAAAAGGATC
TTCACCTAGATCCTTITAAATTAAAAATGAAGTTTTAAATCAATCTAAAGTATAT
ATGAGTAAACTTGGTCTGACAGTTACCAATGUTTAATCAGTUGAGGUACCTATCTC
AGCGATCTGTCTATTTCGTTICATCCATAGTTGOCTGACTCGOGLGOGOGGOGGCGT
TGAGGTCTGCCTCGTGAAGAAGGTGTTGCTGACTCATACCAGGCCTGAATCGCCC

SEQ ID NO:27 MCP3-p24CE1 (p24CE1 subrayado) codificado por SEQ ID NO:26
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MWEKPMPSPSNMRKASAALLCLLLTAAAFSPQGLAQPVGINTSTTCCY RFINKKIPKQR
LESYRRTTSSHCPREAVIFKTKLDKEICADPTOKWVQDFMKHLDKKTQTPKL

VIPMFSALSEGATPODINAAVGGHOAAMOMLEKDTINEEAAEWDRAAAEPRGSDIAC

TTSTLOEQIGWAAAKRWIILGLNKIVRMYSPTSIAAKYVDRFYKTLRAEQAAGLEEM
MTACQGVGGPGHKAAISPRTINAWVKYV..

5 SEQ ID NO:28 MCP3-p24CE2 (231H) (gen subrayado)

CCTOGCCATTGCATACGTTGTATCCATATCATAATATGTACATTTATATTGGCTCA
TOTCCAACATTACCGCCATGTTGACATTGATTATTGACTAGTTATTAATAGTAATC
AATTACGOOGTCATTAGTTCATAGCCCATATATOGAGTTOCGOGTTACATAACTT
ACGGTAAATGOCOCGOCTGGCTOACCOCCCAACGACCCCOGOCCATTGACGTCA
ATAATCGACGTATGTTCCCATAGTAACGCCAATAGGCACTTTCCATTOACGTCAAT
GOGTGOAGTATTTACGGTAAACTGCCCACTTOGGCAGTACATCAAGTGTATCATAT
GOCAAGTACGCCCCCTATTGACOTCAATGATOGTAAATGGCCCGCCTGGC ATTAT
GOCCAGTACATGACCTTATGGGACTTTCCTACTTGGCAGTACATCTACGTATTAG
TCATCGUTATTACCATGGTGATGCGGTTTTGGUCAGTACATCAATGGGCOGTGGATA
GOGGTTTGACTCACGGGGATTTCCAAGTCTCCACCCCATTGACGTCAATGGGAGT
TTGTTTTGGCACCAAAATCAACGGGACTTTCCAAAATGTOGTAACAACTCCGCCC
CATTOACGCAAATOGOOCOOTAGGCOTOTACGOTOOOGAGO TCTATATAAGC AGAG
CTOGTTTAGTGAACCGTCAGATCGOCTGGAGACGUCATCCACGCTGTTTTGACCT
CCATAGAAGACACCOGCACCGATCCAGCCTCCGCGGGegegepicgacaagaa ATGTGE
AAGCCOATGCCCTOGCCAAGCAACATOGAAGGCGTCCGCCGCGCTCCTGTGCC TG
TCCTCACGGCCGCOGGCTTTCAGCCCCCAGGGOGUTCGCGCAGCCOGTCGGHGATC AN
CACGAGCACGACCTGCTGCTACCOGTTCATCAACAAGAAGATOCOCGAAGCAGOG
TCTGGAGAGCTACCGCCGGACCACGTCOAGCCACTGCCCOCGGOAGGCGIOTCAT
CTTCAAGACGAAGCTGUGACAAGGAGATCTGCGCCGACCCGACGCAGAAGTGGGT
TCAGUACTTCATGAAGCACCTGUACAAGAAGACGCAGACGUCGAAGCTGGTCAT
CCCGATGTTCACGOCGCTCAGCOAGGOAGCOGACGCCGCAGOACCTGAACGCGGT
COTCOGAGGTCACC AGGCAGCGATGCAGATGC TGAAGGAGACGATCAACGAGG
GCACCACCTCOGACGCTCCAGOAGCAGATCGOGTOOOGUCGCAGCTAAGCGOTGGA
TCATCCTCGGGCTGAACAAGATCGTCCGGATGTACAGCCCGGTCTCGATCGCTGC
TAAGTACGTTGACCGGTTCTTCAAGACCCTOAGGGCCGAGCAGGCGGUCGGACT
GGAGGAGATGATGACCGCGTGCCAGGGGGTCGGTGGACCATCGCACAAGGCCGE
GCTCTCOCCGCGCACGCTOAACGCGTOGOTGAAGGTCTGATA Agaaticgegeatatcgett
aacgpalccaGATCTGUTGTGUCTTCTAGTTGCCAGCCATCTGTTGTTTGCOCCTCCCCC
GTGCCTTCCTTGACCCTGGAAGGTGCCACTCCCACTGTCCTTTCCTAATAAAATG
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AGGAAATTGCATCGCATTGTCTGAGTAGGTGTCATTCTATTCTGGGGGGTGGGGT
GGOGCAGGACAGCAAGGOOGAGGATTGGGAAGACAATAGCAGOCATGCTGGOG
ATGCGGTGGGCTCTATGGGTACCCAGGTGCTGAAGAATTGACCCGGTTCCTCCTG
GOCCAGAAAGAAGCAGOCACATCCCCTTCTCTGTGACACACCCTGTCCACGCCCC
TGOGTTCTTAGTTCCAGCCCCACTCATAGCGACACTCATAGCTCAGGAGGGCTCCGC
CTTCAATCCCACCCGCTAAAGTACTTGGAGCGGTCTCTCCCTCCCTCATCAGCCC
ACCAAACCAAACCTAGCCTCCAAGAGTGGGAAGAAATTAAAGCAAGATAGGCTA
TTAAGTGCAGAGGGAGAGAAAATGCCTCCAACATOTGAGGAAGTAATGAGAGA
AATCATAGAATTTCTTCCGCTTCCTCGCTCACTGACTCGCTGCGCTCGGTCGTTCG
GCTGCGOCGAGCGGTATCAGCTCACTCAAAGOGCGGTAATACGGTTATCCACAGA
ATCAGGGOGATAACGCAGOAAAGAACATGTCGAGCAAAAGGCCAGCAAAAGGCCA
GGAACCOTAAAAAGGCCGCGTTOGCTOGCGTTTTTCCATAGOGCTCCGCCCCCCTGA
CGAGCATCACAAAAATCGACGCTCAAGTCAGAGGTGGCGAAACCCGACAGGACT
ATAAAGATACCAGGCGTTTCCCCCTGGAAGCTCCCTCGTGCGCTCTCCTGTTCCG
ACCCTGCCGCTTACCGGATACCTGTCCGCCTTTCTCCCTTCGGGAAGCOGTGGCGC
TTTCTCATAGCTCACGCTOGTAGGTATCTCAGTTCGGTGTAGGTCOTTCOGCTCCAAG
CTOGGGCTGTGTGCACGAACCCCCCGTTCAGCCCGACCOGCTGCOCCTTATCCGGTA
ACTATCGTCTTGAGTCCAACCCGGTAAGACACGACTTATCGCCACTGGCAGCAGC
CACTGGTAACAGGATTAGCAGAGCGAGGTATGTAGGCGOTGCTACAGAGTTCTT
GAAGTGGTGGCCTAACTACGGCTACACTAGAAGAACAGTATTTGGTATCTGCGCT
CTGCTGAAGCCAGTTACCTTCGGAAAAAGAGTTGOTAGCTCTTGATCCGOGCAAAC
AAACCACCGCTOGTAGCGGTGAGTTTTTITGTTITGCAAGCAGCAGATTACGCGCAG
AAAAAAAGOGATCTCAAGAAGATCCTTTGATCTTITTCTACGGGGTCTGACGCTCAG
TGGAACGAAAACTCACGTTAAGGGATTTTGGTCATGAGATTATCAAAAAGGATC
TTCACCTAGATCCTTTTAAATTAAAAATCGAAGTTTTAAATCAATCTAAAGTATAT
ATGAGTAAACTTGOGTCTCGACAGTTACCAATGCTTAATCAGTGAGGCACCTATCTC
AGCGATCTGTCTATTTCGTTCATCCATAGTTGCCTGACTCGGGGGGGGGGGGCGC
TGAGGTCTGCCTCGTGAAGAAGGTGTTGCTCGACTCATACCAGGCCTGAATCGCCC
CATCATCCAGCCAGAAAGTGAGGGAGCCACGOTTGATGAGAGCTTTGTTGTAGG
TGGACCAGTTGGTGATTTTGAACTTTTGCTTTGCCACGGAACGGTCTGCGTTGTCG
GGAAGATGCGTGATCTGATCCTTCAACTCAGCAAAAGTTCGATTTATTCAACAAA
GCCGCCGTCCCOTCAAGTCAGCGTAATGCTCTGCCAGTGTTACAACCAATTAACC
AATTCTGATTAGAAAAACTCATCGAGCATCAAATGAAACTGCAATTTATTCATAT
CAGOATTATCAATACCATATTTTTGAAAAAGCCGTTTCTGTAATGAAGGAGAAAA
CTCACCGAGGCAGTTCCATAGGATGGCAAGATCCTGGTATCGGTCTGCGATTCCG
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AGGAAATTGCATCGCATTGTCTGAGTAGGTGTCATTCTATTCTGGGGOGTGGGGT
GOGOCAGGACAGCAAGGOOGAGOGATTGOGAAGACAATAGCAGGUATGCTGOGH
ATGUGOTOOGCTCTATGGGTACCCAGUOTGCTGAAGAATTGACCCGUTTOCTCCTG
GGCCAGAAAGAAGCAGGCACATCCCCTTCTCTGTGACACACCCTGTCCACGCCCC
TGGTTCTTAGTTCCAGCCCCACTCATAGGACACTCATAGCTCAGGAGGGCTCCGT
CTTCAATCCCACCCGCTAAAGTACTTGGAGCGGTCTCTCCCTCCCTCATCAGCCC
ACCAAACCAAACCTAGCOCTCCAAGAGTOOOAAGAAATTAAAGCAAGATAGGCTA
TTAAGTGCAGAGGOAGAGAAAATGCCTCCAACATOGTGAGOAAGTAATGAGAGA
AATCATAGAATTTCTTCCGCTTOCTOGUC TCACTGACTOGOCTGUGUTCGGTOGTTOG
GCTGOGGOGAGCGOTATCAGCTCACTCAAAGGCGGTAATACGGTTATOCACAGA
ATCAGGGGATAACGCAGGAAAGAACATGTGAGCAAAAGGCCAGCAAAAGGOCA
GOAACCGTAAAAAGGCCGCGTTGCTGGOGTTTITTCCATAGGCTCCGOCCCCCTGA
COAGCATCACAAAAATCCACGCTCAAGTCAGAGGTGGOGAAACCCGACAGGACT
ATAAAGATACCAGGCGTTTOCCCCTGGAAGCTCCCTCGTGUGCTCTOCTGTTICCG
ACCCTGOCGCTTACCGGATACCTGTCCGCCTTTCTCCCTTOGGGAAGCGTGGC GO
TTTCTCATAGCTCACGCTGTAGGTATCTCAGTTOGOGTGTAGGTCGTTCGCTCCAAG
CTGGOCTGTOGTGCACGAACCCOCCGTTCAGCCOGACCGCTGOGCCTTATCCGGTA
ACTATCGTCTTGAGTCCAACCCGGTAAGACACGACTTATCOGCCACTGGCAGCAGCT
CACTOGGTAACAGGATTAGCAGAGCGAGOTATGTAGGCGGTGCTACAGAGTTCTT
CAAGTGGTGGOCTAACTACGGC TACACTAGAAGAACAGTATTTGGTATCTGCGET
CTOGCTGAAGUCAGTTACCTTCGUAAAAAGAGTTOOGTAGCTCTTOGATCCGGUAAAC
AMMCCACCOCTGOTAGCGGTGGTTTITTITGTTTOGCAAGCAGCAGATTACGOGCAG
AAAAAAAGGATCTCAAGAAGATCCTTTGATCTTTTCTACGGGGTCTGACGCTCAG
TGOAACCGAAAACTCACGTTAAGGGATTTTGGTCATCGAGATTATCAAAAAGGATC
TTCACCTAGATCOCTTTTAAATTAAAAATOGAAGTTITTAAATCAATCTAAAGTATAT
ATGAGTAAACTTGGTCTGACAGTTACCAATGCTTAATCAGTGAGGCACCTATCTC
AGCCATCTGTUTATTTOGTTCATOCATAGTTGUCTGACTOGOGOOOGGOGLGLUGT
TGAGGTCTGCCTCGTGAAGAAGOTGTTGCTGACTCATACCAGGCCTGAATCGCCC
CATCATCCAGCCAGAAAGTOAGGGAGCCACGGTTOATGAGAGCTTITGTTGTAGG
TGGACCAGTTGGTGATTTTGAACTTITTGCTITGCCACGGAACGGTCTGCGTTGTCG
GOAAGATGCGTGATCTGATCCTTCAACTCAGCAAAAGTTCGATTTATTCAACAAA
CCCGOOGTCCCOTCAAGTCAGUGTAATGCTCTGOCAGTGTTACAACCAATTAACC
AATTCTGATTAGAAAAACTCATCGAGCATCAAATGAAACTGCAATTTATTCATAT
CAGGATTATCAATACCATATTITITGAAAAAGCCGTTTCTGTAATGAAGGAGAAAA
CTCACCGAGGCAGTTCCATAGCGATGGCAAGATCCTGGTATOGGTCTGCGATTCCG

SEQ ID NO:29 MCP3-p24CE2 (p24CE2 esta subrayado) codificado por SEQ ID NO:28
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MWKPMPSPSNMKASAALLCLLLTAAAFSPQGLAQPVGINTSTTCCYRFINKKIPKQR
LESYRRTTSSHCPREAVIFKTKLDKEICADPTQKWVQDFMKHLDKKTQTPKL
VIPMFTALSEGATPQDLNAAVGGHOAAMOMLKETINEEAAEWDRAAAEPRGSDIAC
TTSTLOEQIAWAAAKRWIILGLNKIVRMYSPVSIAAKYVDRFFKTLRAEQAAGLEEM
MTACQGVGGPSHKAALSPRTLNAWVKY,

SEQ ID NO:30 construccion alternativa de cido nucleico de elemento conservado PS-p24CE1c
ATGTGGCTCCAGAGCCTGCTACTCCTGGGGACGGTGGCCTGCAGCATCTCGCAGC
GGCAGATGGTCCACCAGGCGATCTCGCCGCGCACGCTGAACGCGTGGGTGAAGG
TCCTGGCGAAGCGAGGAGAAGGCGTTCAGCCCGGAGGTCATCCCGATGTTCTCGG
CGCTCAGCGAGGOGAGCGACGCCOGCAGOACCTOGAACGCLGECAAGUGTOGGAGOGTC
ACCAGGCAGCGATGCAGATGCTGAAGGAGACGATCAACGAGGAGGCGGCCGAG
TOGOGGACCOGLUGCGGCAGCCGAGCCACGUGUTTCCGACATCGCOGOGGCACCACCTCG
ACGCTCCAGGAGCAGATCGGOGTGOGGCCGCAGCTAAGCGCTGGATCATCCTCGGG
CTGAACAAGATCOTCCOOGATOGTACAGCCCGACGTCGATCGCTGCTAAATACGTTC
ACCGGTTCTACAAGACCCTGAGGGCCGAGCAGGCGGATTACAAGGACGATGACG
ACAAGCTGTGATAA

SEQ ID NO:31 PS-p24CE1c (p24CE1c subrayado) codificada por SEQ ID NO:30. Incluye péptido sefial GM-CSF, CE1
y CE2 reemplazados por CE8 y CE9, respectivamente (en relacién con p24 CE "Nucleocapside1"); carece de CE7;
dispuestos en la configuracién de elementos conservados: CE 8-9-3-4-5-6

MWLQSLLLLGTVACSISQGOMVHQAISPRTLNAWVKVLAKEEKAFSPEVIPMESALS
EGATPODINAAKVGOGHOAAMOMLKETINEEAAFEWDRAAAFPRGSDIAGTTSTLOE
QIGWAAAKRWIILGLNKIVRMYSPTSIAAKYVDRFYKTLRAEQADYKDDDDEKL

SEQ ID NO:32 elemento conservado 8 (CES8)
QGQMVHQAISPRTLNA WVKV

SEQ ID NO:33 elemento conservado 9 (CE9)
EEKAFSPEVIPMFSALSEGATPQDLN

SEQ ID NO:34 PS-p24CE2c-alternativo
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ATGTOGGCTCCAGAGCCTGCTACTCCTGOGGGACGGTOGGCCTGCAGCATCTCGCAGC
GOCAGATOOTCCACCAGGUGCTGTCGCCGCGCACGCTGAACGCOGTGGGTGAAGG
TCCTGGCGAAGGAGGAGAAGGGGTTCAACCCGGAGGTCATCCCGATGTTCACGG
COCTCAGCGAGGGAGCGACGCCGCAGGACCTGAACGCGGCCAAGGTCGGAGGTC
ACCAGGCAGCGATGCAGATGCTGAAGGACACGATCAACGAGGAGGCGGCCGAG
TGGOACCGGOGCOGGCAGCCOGAGCCACGCOOTTCCOACATCOGCOGOGOGCACCACCTCG
ACGCTCCAGGAGCAGATCGCGTGGGCCGCAGCTAAGOCGCTGGATCATCCTCGGG
CTGAACAAGATCGTCCGGATGTACAGCCCGGTCTCGATCGCTGCTAAATACGTTG
ACCGGTTCTTCAAGACCCTGAGGGCCGAGCAGGCGTGATAA
SEQ ID NO:35 PS-p24CE2¢ (p24CE2c subrayado)
MWLOSLLLLGTVACSISQGOMVHOQALSPRTINAWVEVILAKEEKGFNPEVIPMETAL
SEGATPODINAAKVGGHOQAAMOMLEDTINEEAAEWDRAAAEPRGSDIAGTTSTLQ
5 EQIAWAAAKRWIILGINKIVEMYSPVSIAAKYVDRFFRKTLRAEQA

SEQ ID NO:36 construccién de acido nucleico de elemento conservado de acido nucleico alternativo SP-p24CE2d; en
orden CE9-3-4-5-6-8

ATGTOGGCTCCAGAGCCTGCTACTCCTOGLGGACGOGTOGGUCTGCAGCATCTCGOGAGC
AGAAGGGGTTCAACCCGGAGGTCATCCCGATGTTCACGGCGCTCAGCGAGGGAG
CCGACGCCGCAGGACCTGAACGCGGCCAAGGTCGOGAGGTCACCAGGCAGCGATGC
AGATGCTGAAGGACACGATCAACGAGGAGGCGGCCGAGTGGGACCGGGCOGGCA
GCCGAGCCACGCGGTTCCGACATCGCGGGCACCACCTCGACGCTCCAGGAGCAG
ATCGCGTGGGCCGCAGCTAAGCGCTGGATCATCCTCGGGCTGAACAAGATCGTC
CGOATGTACAGCCCGUTCTCOATCGCTOUCTAAATACOGTTGACCOGUGTTCTTCAAGA
CCCTGAGGGCCGAGCAGGCGOGUGCTGCAGGGGCAGATGGTCCACCAGGCGCTGT
10 COCCGCGCACGCTOAACGUGTGGGTGAAGGTCTGATAA
SEQ ID NO:37 p24CE2d (proteina subrayada) codificada por SEQ ID NO:36
MWLOSLLLLGTVACSISEEKGFNPEVIPMFTALSEGATPODINAAKVGGHOAAMOM
LKDTINEEAAEWDRAAAEPRGSDIAGTTSTLOEQIAWAAAKRWIILGLNKIVRMYSP

VSIAAKYVDRFFKTLRAEQAALOQGOMVHOQALSPRTLNAWVEKV
15 SEQ ID NO:38 construccion de acido nucleico de elemento conservado SP-24CE1d; en orden CE9-3-4-5-6-8
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ATGTGGCTCCAGAGCCTGCTACTCCTOGLGOLGACGUGTGGCCTGCAGCATCTCGGAGC
AGAAGGCGTTCAGCCCGGAGGTCATCCCGATGTTCTCGGCGCTCAGCGAGGGAG
CGACGCCGCAGGACCTGAACGCGGCCAAGGTCGGAGGTCACCAGGCAGCGATGC
AGATGCTGAAGGAGACGATCAACGAGGAGGCGGCCGAGTGGGACCGGGCGGCA
GCCGAGCCACGCGGTTCCGACATCGCGGGCACCACCTCGACGCTCCAGGAGCAG
ATCGOGOTGGGCCOGCAGCTAAGCGCTGGATCATCCTCOGUCTGAACAAGATCGTC
CGGATGTACAGCCCGACGTCGATCGCTGCTAAATACGTTGACCGGTTCTACAAGA
CCCTOGAGGGCCGAGCAGGCOGGCGCTGCAGGGGCAGATGGTCCACCAGGCGATCT
CGCCGCGCACGCTCGAACGCGTGGGTGAAGGTCTGATAA
SEQ ID NO:39 SP-p24CE1c codificada por SEQ ID NO:38

MWLOQSLLLLGTVACSISEEKAFSPEVIPMFSALSEGATPQDLNAAKVGGHQAAMOQM
LKETINEEAAEWDRAAAEPRGSDIAGTTSTLOQEQIGWAAAKRWIILGLNKIVRMYSP
TSIAAKYVDRFYKTLRAEQAALQGOMVHQAISPRTLNAWVKY

p24CE1d tiene 6 CE (es idéntica a p24CE1c excepto por la disposicion de CE en la proteina)

péptido sefial GM-CSF

CE1 y C2 reemplazados por CE8 y CE9 respectivamente, carece de CE7 y tiene el CE dispuesto en la configuracion

CE9-3-4-5-6-8

SEQ ID NO:40 elemento conservado 8 (variante CE8 para construcciones de CE2)
QGQMVHQALSPRTLNA WVKV

SEQ ID NO:41 elemento conservado 9 (CE9)
EEKGFNPEVIPMFTALSEGATPQDLN

Las diferencias entre los CE para los polipéptidos p24 CE y los polipéptidos p24CE variantes es de un aminoacido por
CE excepto CE9, que difiere en 3 aminoacidos
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REIVINDICACIONES

1. Un primer y segundo acido nucleico de elemento conservado de gag y un acido nucleico que codifica una proteina
p55%29 del VIH de longitud completa para su uso en un método para inducir una respuesta inmunitaria en un sujeto,
comprendiendo el método

administrar al sujeto el primer acido nucleico de elemento conservado de gag, que codifica un primer polipéptido de
elemento conservado de p24%29 del VIH-1 que comprende siete elementos conservados de p24%a9 del VIH-1, en el
que cada uno de los elementos conservados tiene una secuencia expuesta en las SEQ ID NO: 1-7; y los elementos
conservados no son contiguos y estan unidos por secuencias peptidicas enlazadoras;

administrar el segundo acido nucleico de elemento conservado de gag, que codifica un segundo polipéptido de
elemento conservado de p24©29 del VIH-1 que comprende los elementos conservados expuestos en las SEC ID NO:
8-14;y

administrar el acido nucleico que codifica la proteina p55©29 del VIH de longitud completa, en el que el acido nucleico
que codifica la proteina p55%29 del VIH de longitud completa se administra después del primer y segundo acido nucleico
de elemento conservado de gag.

2. El primer y segundo acido nucleico de elemento conservado de gag y el acido nucleico que codifica la proteina
p55©a9 del VIH de longitud completa para su uso en el método de la reivindicacion 1, en el que el primer acido nucleico
de elemento conservado de gag codifica un polipéptido de elemento conservado de p24©29 del VIH-1 que comprende
la secuencia de SEC ID NO: 15 y el segundo acido nucleico de elemento conservado de gag codifica un polipéptido
de elemento conservado de p24©29 del VIH-1 que comprende la secuencia de SEC ID NO: 16.

3. El primer y segundo acido nucleico de elemento conservado de gag y el acido nucleico que codifica la proteina
p55Ca9 del VIH de longitud completa para su uso en el método de las reivindicaciones 1 o 2, en el que:

(a) el primer y segundo acido nucleico de elemento conservado de gag se administran secuencialmente; o
(b) el primer y segundo acido nucleico de elemento conservado de gag se administran simultdneamente.

4. El primer y segundo acido nucleico de elemento conservado de gag y el acido nucleico que codifica la proteina
p55%29 del VIH de longitud completa para su uso en el método de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3, en el
que cada uno de los polipéptidos de elemento conservado codificado por el primer y segundo acido nucleico de los
acidos nucleicos de elemento conservado de gag, se fusiona con un péptido sefial GM-CSF.

5. El primer y segundo acido nucleico de elemento conservado de gag y el acido nucleico que codifica la proteina
p55©29 del VIH de longitud completa para su uso en el método de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 4, en el
que:

(a) el primer y segundo acido nucleico de los acidos nucleicos de elemento conservado de gag estan contenidos
en el mismo vector; o
(b) el primer y segundo acido nucleico de los acidos nucleicos de elemento conservado de gag estan contenidos
en vectores diferentes.
6. El primer y segundo acido nucleico de elemento conservado de gag y el acido nucleico que codifica la proteina
p55©29 del VIH de longitud completa para su uso en el método de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 5, en el
que las construcciones de acido nucleico se administran por via intramuscular mediante electroporacion in vivo.
7. El primer y segundo &cido nucleico de elemento conservado de gag y el acido nucleico que codifica la proteina
p55Ca9 del VIH de longitud completa para su uso en el método de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 6, en el
que cada elemento conservado consiste en una secuencia de aminoacidos de 12-30 aminoacidos de longitud.
8. Un agente seleccionado de:
(i) un acido nucleico que codifica un polipéptido que comprende la SEC ID NO: 15 y un acido nucleico que codifica

un polipéptido que comprende la SEC ID NO: 16; o
(i) un acido nucleico que codifica un polipéptido que comprende la secuencia de

QGOMVIIQAISPRTLNAWVKVLAKEEKAFSPEVIPMFSALSEGATPQDLNAAKVGGITQA
AMQMLKETINEEAAEWDRAAAEPRGSDIAGTTSTLQEQIGWAAAKRWIILGLNKIVRM
YSPTSIAAKYVDRFYKTLRAEQA

y un acido nucleico que codifica un polipéptido que comprende la secuencia de
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QGOMVHQAISPRTELNAWVEKVLAKEEKAFSPEVIPMFSALSEGATPQDLNAAKVGGHQA
AMOMLEKETINEEAAEWDRAAAEPRGSDIAGTTSTLQEQIGWAAAKRWIILGLNKIVRM
YSPTSIAAKYVDRFYKTLRAEQA

o

(i) un acido nucleico que codifica un polipéptido que comprende la secuencia de
EEKAFSPEVIPMFSALSEGATPQDLNAAKVGGHQAAMQMLKETINEEAAEWDRAAAEP
RGSDIAGTTSTLQEQIGWAAAKRWIILGLNKIVRMYSPTSIAAKYVDRFYKTLRAEQAAL QGQMVHQAIS-
PRTLNAWVKYV y un acido nucleico que codifica un polipéptido que comprende la secuencia de

EEKGFNPEVIPMFTALSEGATPQDLNAAKVGGHQAAMOMLEKDTINEEAAEWDRAAAE
PRGSDIAGTTSTLQEQIAWAAAKRWIILGLNKIVREMYSPVSIAAKY VDRFFKTLRAEQAA
LOGOMVHIQALSPRTLNAWVEV,

y un &cido nucleico que codifica a p55©29
para su uso en un método de induccion de una respuesta inmunitaria contra una proteina Gag del VIH,
comprendiendo el método

(a) administrar (i), (ii) o (iii) y
(b) administrar el acido nucleico que codifica la proteina p55¢2¢ después de administrar (i), (ii) o (iii).

9. El agente y el acido nucleico que codifica la proteina p55%29 para su uso en el método de la reivindicacion 8, en el
que:

(a) el polipéptido de SEQ ID NO: 15 y el polipéptido de SEQ ID NO: 16; o el polipéptido de
QGQMVHQAISPRTLNAWVKVLAKEEKAFSPEVIPMFSALSEGATPQDLNAAKVGGHQA
AMQMLKETINEEAAEWDRAAAEPRGSDIAGTTSTLQEQIGWAAAKRWIILGLNKIVRM
YSPTSIAAKYVDRFYKTLRAEQA y el polipéptido de
QGQMVHQALSPRTLNAWVKVLAKEEKGFNPEVIPMFTALSEGATPQDLNAAKVGGHQ
AAMQMLKDTINEEAAEWDRAAAEPRGSDIAGTTSTLQEQIAWAAAKRWIILGLNKIVR
MYSPVSIAAKYVDRFFKTLRAEQA,; o el polipéptido de
EEKAFSPEVIPMFSALSEGATPQDLNAAKVGGHQAAMQMLKETINEEAAEWDRAAAEP
RGSDIAGTTSTLQEQIGWAAAKRWIILGLNKIVRMYSPTSIAAKYVDRFYKTLRAEQAAL
QGQMVHQAISPRTLNAWVKV y el polipéptido de
EEKGFNPEVIPMFTALSEGATPQDLNAAKVGGHQAAMQMLKDTINEEAAEWDRAAAE
PRGSDIAGTTSTLQEQIAWAAAKRWIILGLNKIVRMYSPVSIAAKYVDRFFKTLRAEQAA
LQGQMVHQALSPRTLNAWVKYV estan codificados por el mismo vector; y/o

(b) el polipéptido de SEQ ID NO: 15 y el polipéptido de SEQ ID NO: 16; o el polipéptido de

QGOMVHOQAISPRTLNAWVKVLAKEEKAFSPEVIPMFSALSEGATPQDLNAAKVGGHQA
AMOMLKETINEEAAEWDRAAAEPRGSDIAGTTSTLQEQIGWAAAKRWIILGLNKIVRM
YSPTSIAAKYVDRFYKTLRAEQA

y el polipéptido de

QUGOMVHOQALSPRTLINAWVKVLAKEEKGFNPEVIPMFTALSEGATPQDLNAAKVGGHQ
AAMOMLKDTINEEAAEWDRAAAEPRGSDIAGTTSTLOEQIAWAAAKRWIILGLNKIVR
MYSPVSIAAKY VDRFFKTLRAEQA;

o el polipéptido de

EEKAFSPEVIPMFSALSEGATPODLNAAKVGGHOAAMOMLEKETINEEAAEWDRAAAEP
RGSDIAGTTSTLQEQIGWAAAKRWILGLNKIVRMYSPTSIAAKYVDRFYKTLRAEQAAL
QGOMVIIQAISPRTLNAWVEYV
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y
EEKGFNPEVIPMFTALSEGATPQDLNAAKVGGHQAAMQMLKDTINEEAAEWDRAAAE
PRGSDIAGTTSTLQEQIAWAAAKRWIILGLNKIVRMYSPVSIAAKY VDRFFK TLRAEQAA
LQGQMVHQALSPRTLNAWVKY

5
estan fusionados con un péptido sefial GM-CSF.
10. El agente y el acido nucleico que codifica la proteina p55%29 para su uso en el método de la reivindicacion 8 0 9,
en el que:
10

(a) los acidos nucleicos se administran por via intramuscular seguido de electroporacion in vivo; y/o
(b) el acido nucleico que codifica la proteina p55©29 se administra al menos dos semanas después de la etapa (a).
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Figura 1
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Figura 2
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Figura 3
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Figura 5
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Figura 6
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Figura 7
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Figura 8
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Figura 9
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Figura 11
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Figura 12
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Figura 14a
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Figura 14b
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126@ cgcgccagatctgatatcggatctGCTOTGCCTTCTAGTTGLCAGCCATCTGTTGTTTGCCCCTCCCCCOTGCCTTCCTTGACCCTGRAAGGTGCCACTCCCACTGTLCT

137@ TTCCTAATAAAATGAGGAAATTGCATCGCATTGTCTGAGTAGGTGTCATTCTATTCTGGGGGGTGGGGTOOGGCAGGACAGCAAGGGLGAGCATTGGGAAGACAATAGCA

148@ GGCATGCTGGGGATGCGGTGEGCTCTATGGOTACCCAGGTGCTGAAGAATTGACCCGGTTCCTCCTCGGCCAGAAAGAAGCAGGCACATCCCCTTCTCTGTGACACACCC

1590 TGTCCACGCCCCTGGTTCTTAGTTCCAGCCCCACTCATAGGACACTCATAGCTCAGGAGGGCTCCGCCTTCAATCCCACCCGCTARAGTACTTGGAGCGGTCTCTCCCTC

17008 CCTCATCAGCCCACCAAACCAAACCTAGCCTCCAAGAGT GGGAAGAAATTAAAGCAAGATAGGCTATTAAGT GCAGAGGGAGAGAAAATGCCTCCAACATGTGAGGAAGT

1818 AATGAGAGAAATCATAGAATTTCTTCCGITTCCTCGETCACTGACTCGETOCGCTCOGTCOTTCEGCTOCOGLGAGCOGTATCAGCTCACTCAAAGGCGG TAATACGGTT
—_—

192¢ ATCCACAGAATCAGGGGATAACGCAGGAAAGAACATGTGAGCAAAAGGCCAGCAAAAGGCCAGGAACCGTAAAAAGGCCGCGTTGCTGGCGTTTTTCCATAGGCTCCGLC
2030 CCCCTGACGAGCATCACAAAAATCGACGCTCAAGTCAGAGGTGGCGAAACCCGACAGGACTATAAAGATACCAGGCGTTTCCCCCTGGAAGCTCCCTCGTGCGCTCTCCT
2148 GTTCCGACCCTGCCGCTTACCGGATACCTGTCCGLCTTTCTCCCTTCGGGAAGCGTGGCGCTTTCTCATAGCTCACGCTGTAGGTATCTCAGTTCGGTGTAGGTCGTTCG
225@ CTCCAAGCTGGGCTGTGTGLACGAACCCCCCGTTCAGCCCGACCGCTGCGCCTTATCCGGTARCTATCGTCTTGAGTCCAACCCGGTAAGACACGACTTATCGCCACTGG
2360 CAGCAGCCACTGGTAACAGGATTAGCAGAGCGAGGTATGTAGGCGGT GCTACAGAGTTCTTGAAGTGETGGCCTAACTACGGCTACACTAGAAGAACAGTATTTGGTATC
2470 TGCGCTCTGCTGAAGCCAGTTACCTTCGGAAARAGAGTTGGTAGCTCTTGATCCGGCAAACARMCCACCGCTGETAGCGGTGGTTTTTTTGTTTGCAAGCAGCAGATTAC
2580 GCLGCAGAAAAAAAGGATCTCAAGAAGATCCTTTGATCTTTTCTACGGGGTCTGACGC TCAGTGGAACGAAAACTCACGTTAAGGGATTTTGGTCATGAGATTATCAAAAA
2690 GGATCTTCACCTAGATCCTTTTAAATTAAAAATGAAGTTTTAAATCAATCTAAAGTATATATGAGTAAACTTGGTCTGACAGTTACCAATGCTTAATCAGTGAGGCACCT
2800 ATCTCAGCGATCTGTCTATTTCGTTCATCCATAGTTGCCTGACTCGGGGGGGGGGGGCCCTGAGGTCTGCCTCGTGAAGAAGGTGTTGCTGACTCATACCAGGCCTGAAT
2910 CGCCCCATCATCCAGCCAGAAAGTGAGGGAGCCACGGTTGATGAGAGCTTTGTTGTAGCTGGACCAGTTGGT GATTTTGAACTTTTGCTTTGCCACGGAACGGTCTGCET
3020 TGTCGGGAAGATGCGTGATCTGATCCTTCAACTCAGCAAAAGTTCGATTTATTCAACAAAGCCGCCGTCCCGTCAAGTCAGCGTAATGCTCTGCCAGTGTTACAACCAAT
3130 TAACCAATTCTGATTAGAAAAACTCATCGAGCATCAAATGAAACTGCAATTTATTCATATCAGGAT TATCAATACCATATTTTTGAAARAGCCGTTTCTGTAATGAAGGA
2714 F F E D L M L HF Q L K NMDZPW NUDI GY KOQFTLZREKG GQTLTST?P
3240 GAAAACTCACCGAGGCAGTTCCATAGGATGGCAAGATCCTGGTATCOGTCTGCGATTCCGACTCGTCCAACATCAATACAACCTATTAATTTCCCCTCGTCAAAAATAAG
2394S F E G L C N WL I A LD QYRDATIGVRGVDI1ICGI L KGETDTF I L
3350 GTTATCAAGTGAGAAATCACCATGAGTGALGACTGAATCCGGTGAGAATGGCAARAGCTTATGCATTTCTTTCCAGACTTGTTCAACAGGCCAGCCATTACGCTCGTCAT
2034 N D L S F D GHTVVSDPSTFZPLLTEKUHMETZKMWVYQEVWVFPWGNTE RTETDTEO
3460 CAAAATCACTCGCATCAACCAAACCGTTATTCATTCGTGATTGCGCCTGAGCGAGACGAAATACGCGATCGCTGTTAAAAGGACAATTACAAACAGGAAT CGAATGCAAC
1664 F D S A D V L G N NMR S QA QALRTFVRDSNTFTGPCNTCVPI S HL
3570 CGGCGCAGGAACACTGCCAGCGCATCAACAATATTTTCACCTGAATCAGGATATTCTTCTAATACCTGGAATGCTGTTTTCCCGGGGATCGCAGTGGTGAGTAACCATGL
1294R R L F V A L A D V | NE G S DP Y EELVQFATEKTGPI ATTLLWA
3680 ATCATCAGGAGTACGGATAAAATGCTTGATGGTCGGAAGAGGCATAAATTCCGTCAGCCAGTTTAGTCTGACCATCTCATCTGTAACATCATTGGCAACGCTACCTTTGE
9314 p D P T R I F H K I T P L P MF ETLWNTLTGRWVMETDTUWVDMNAVWVYSG K G
3790 CATGTTTCAGAAACAACTCTGGCGCATCGGGCTTCCCATACAATCGATAGATTGTCGCACCTGATTGCCCGACATTATCGCGAGCCCATTTATACCCATATAAATCAGCA
s¢4 H K L F L E P A DPIKGTYLRY I TAGS QGVNDRAMWEKTYGTYL DA
390@ TCCATGTTGGAATTTAATCGCGGCCTCGAGCAAGACGTTTCCCGTTGAATATGGCTCATAACACCCCTTGTATTACTGTTTATGTAAGCAGACAGTTTTATTGTTCATGA
194D M N § N L R P R S C S T E R QI HSM
4010 TGATATATTTTTATCTTGTGCAATGTAACATCAGAGATT TTGAGACACAACGTGGATCATCCAGACATGATAAGATACATTGATGAGTTTGGACAAACCACAACTAGAAT
g

4129 GCAGTGAAAAAAATGCTTTATTTGTGAAATTTGTGATGCTATTGCTTTATITGTAACCATTATAAGCTGCAATAAACAAGTTAACAACAACAATTGCATTCATTITATGT

4230 TTCAGGTTCAGGGGGAGGTGTGGGAGGTTTTTTAAAGCAAGTAAAACCTCTACAAATGTGGTATGGCTGATTATGATCgtcgaggatecggeg TTA TCA GAC CTT
1424 ¢« ¥V K
1594 = + VvV K
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4335 CAC CCA GGC GTT GAG GGT GCG AGG CGA
138 v W A N L T R P S
1554 v W A N L T R P 5§
4416 CTC GAG ACC CGC GGC CTG CTC TGC CCT
1111 E L 6 A A Q@ E A R
1284 E L G A A 0O E A R
4497 CAT CCT GAC GAT CTT GTT GAG GCC CAG
g4d M R WV I K N L & L
1014 M R ¥ | K N L 6 L
4578 CGT GCC TGC GAT GTC GCT ACC CCT TGG
574 T G A | D S 6 R P
744 T 6 A | bD s 6 R P
4659 CAT CTG CAT TGC CGC CTG GTC TCC ACC
ItdM Q@ M A A Q H G G
474 M Q0 M A A © H G G
4740 GGG GAT GAC CGA GAT CGA GCA CGC CAC
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Figura 14b (con.)

GAG GGC CGC CTT GTG CGA £GG TCC TCC GAC TCC CTG GCA GGC TGT CAT CAT CTC

L A A K H S P 6 6 V 6 Q0 C A T M M E
L A A K H § P 6 G V 6 Q C A T M M E
CAG CGT CTT GAA GAA GCG GTC TAC GTA TTT GGC CGC GAT GCT GAC TGG GCT GTA
L T K F F R D Vv ¥ K A A I 5 L 5 ¥
L T K F F R D v Y K A A | 5 v P 5 Y

GAT GAT CCA GCG CTT GGC TGC AGC CCA GGC GAT CTG CTC CTG GAG GGT GCT GGT

I | W R K A A A W A | Q E Q L T s 8

I I W R K A A A W A | Q E Q L T § T
CTC AGC TGC TGC CCT GTC CCA CTC GGC TGC CTC CTC GTT GAT GGT CTC CTT GAG

E A A A R D w E A A E E N | T E K L

E A A A R D L A A E E M I T E K L
GAC CGC GGC GTT GAG GTC CTG CGG TGT COC ACC CTC ACT GAG TGC GGT GAA CAT
VoA A N L D Q P T A G E s L A T F M

v A A N L o Q P T A G E 5 L A T F M
GGT CCC GAG TAG CAG GAG CGA CTG CAG CCA CAT ttcttccgtttoaacgtcgacagatccaa

EL

wid S 1 5 cC A v T G L L L L 5 Q L W M

204 P | v 5§ 1 s ¢ A ¥ T 6 L L L L s Q L

4829
4939
5049
5159
5269

5379
5489

WM
acGCTCCTCCGACGTCCCCAGGLAGAATGLCGGTTCCCTAAACGAGCATTGCTTATATAGACCTCCCATTAGGCACGCCTACCGCCCATTTACGTCAATGGAACGCCCAT

~ali-

TTGCOTCATTGCCCCTCCCCATTGACGTCAATGGGGATOTACTTGGCAGCCATCOCGOGCCATTTACCGCCATTGACGTCAATOGGAGTACTLCCAATGTACCCTGGCGT

ACTTCCAATAGTAATGTACTTGCCAAGTTACTATTAATAGATATT GATGTACTGCCAAGTGGGCCATTTACCGTCATTGACGTCAATAGGLGGCGTGAGAACGGATATGA

ATGGGCAATGAGC AT O AT TOACGTCAATGGT OGO TG TCCTATTGACGTCAAT GGG CATTGAGCCAGGCGGGCCATTTACCGTAATTGACGTCAATGGGGGAGGCGC

CATATACGTCAATAGGACCGCCCATATGACGTCAATAGGTAAGACCATGAGGCCCTTTCGTCTCGCGCGTTTCGGTGATGACGGTGAARACCTCTGACACATGCAGCTCC

COGAGACGOTCACAGCTTGTCTGTAAGCGGATGCCGGGAGCAGACAAGCCCGTCAGGGCGCGTCAGCGOGTGTTGGCGGGTOTCGOOGCTOGCTTAACTATGCGGCATCA
GAGCAGATTGTACTGAGAGTGCACCATATGCGOTGTGAAATACCGCACAGATGCGTAAGGAGAAAATACCGCATCAGATTOGCTATTGOCATTATGLC
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Figura 15a
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Figura 15b

1 CCTGGCCATTGCATACGTTGTATCCATATCATAATATGTACATTTATATTGGCTCATGTCCAACATTACCGCCATGTTGACATTGATTATTGACTAGTTATTAATAGTAA

111 TCAATTACGGGGTCATTAGTTCATAGCCCATATATGGAGTTCCGCGTTACATAACTTACGGTAAATGGCCCGCCTGGCTGACCGCCCAACGACCCCCGCCCATTGACGTC
221 AATAATGACGTATGTTCCCATAGTAACGCCAATAGGGACTTTCCATTGACGTCAATGGGTGGAGTATTTACGGTAAACTGCCCACTTGGCAGTACATCAAGTGTATCATA
331 TGCCAAGTACGCCCCCTATTGACGTCAATGATGGTAAATGGCCCGCCTGGCATTATGCCCAGTACATGACCTTATGGGACTTTCCTACTTGGCAGTACATCTACGTATTA
441 GTCATCGCTATTACCATGGTCATGLGGTTTTGGCAGTACATCAATGGGCGTGGATAGCGGTTTGACTCACGGGGATTTCCAAGTCTCCACCCCATTGACGTCAATGGGAG
551 TTTGTTTTGGCACCAAAATCAACGGGACTTTCCAAAATGTCGTAACAACTCCGCCCCATTGACGCARATGGGCGGTAGGCGTGTACGGTGGGAGGTCTATATAAGCAGAG
661 crcGTT?AGTGAA(CGTCAGATCGcCTGGAGAcGcc.nccncccTGTTTTGAcCTCCATAGAAGACAccGGGAccGr.Tccnccn(::fcgggcgcgcgtcgactagc
768 ATG GCG CCC C6C AGC GCC CGG CGA €CC CTG €TG CTG CTA CT6 CTG TTG CTG €TG CTC GGC CTC ATG CAT TGT GCG TCA GCA
1*M A P R § A R R P L L L L L L L L L L 6 L M H C A § A
i*M A P R § A R R P L L L L L L L L L L 6 L M H C A 5 A
849 GCA ATG TTT ATG GTG AAA AAT GGC AAC GGG ACC GCG TGC ATA ATG GCC AAC TTC TCT GCT GCC TTC TCA GTG AAC TAC GAC
2P A M F M V K N 6 N G T A C I M A N F S A A F S V N Y D
288 A M F M V K N 6 N G T A C€C | M A N F S A A F S V¥V N Y D
930 ACC AAG AGT GGC CCT AAG AAC ATG ACC CTT GAC CTG CCA TCA GAT GCC ACA GTG GTG CTC AAC CGC AGC TCC TGT GGA AAA
55 T K § 6 P K N M T L D L P S§ O A T ¥ ¥V L N R 5 § C & K
5 T K S & P K N M T L D L P S D A T VW V L N R S S C 6 K
1011 GAG AAC ACT TCT GAC CCC AGT CTC GTG ATT GCT TTT GGA AGA GGA CAT ACA CTC ACT CTC AAT TTC ACG AGA AAT GCA ACA
82 E N T S D P S§ L V¥V I A F 6 R 66 H T L T L N F T R N A T
82 E N T S§ D P S L WV I A F 6 R 6 H T L T L N F T R N A T
1892 CGT TAC AGC GTT CAG CTC ATG AGT TTT GTT TAT AAC TTG TCA GAC ACA CAC CTT TTC CCC AAT GCG AGC TCC AAA GAA ATC
19 R Y S V @ L M S F ¥ ¥ N L S§ D T H L F P N A S S5 K E |
199* R Y S Vv Q L M S F ¥ ¥ N L § D T H L F P N A S 5 K E |
1173 AAG ACT GTG GAA TCT ATA ACT GAC ATC AGG GCA GAT ATA GAT AAA AARA TAC AGA TGT GTT AGT GGC ACC CAG GTC CAC ATG
13* K T v E S | T D ! R A D I D K K Y R C V § 6 T Q V H M
13* K T v E S 1 T D I R A D I D K K Y R C V § 6 T Q@ V H M
1254 AAC AAC GTG ACC GTA ACG CTC CAT GAT GCC ACC ATC CAG GCG TAC CTT TCC AAC AGC AGC TTC AGC AGG GGA GAG ACA CGC
163 N N VvV T Vv T L H D A T I Q A ¥ L & N S S F § R 6 E T R
163 N N V T Vv T L H D A T | Q A ¥ L S N S S F § R G E T R
1335 TGT GAA CAA GAC AGG CCT TCC CCA ACC ACA GCG CCC CCT 6CGQ CCA CCC AGC CCC TCG CCC TCA CCC GTG CCC AAG AGC CCC
19¢* ¢ E Q@ D R P S P T T A P P A P P S P S P S P V P K 5 P
19¢* ¢ E Q@ D R P S P T T A P P A P P S P § P § P V P K §5 P
1416 TCT GTG GAC AAG TAC AAC GTG AGC GGC ACC AAC GGG ACC TGC CTG CTG GCC AGC ATG GGG (TG CAG CTG AAC CTC ACC TAT
2Z17* s vV D K Y N ¥V $§ G T N 66 T C L L A S M 6 L Q L N L T Y
217 S vV D K Y N ¥V S 6 T N 6 T C L L A S M G L Q L N L T Y
1497 GAG AGG AAG GAC AAC ACG ACG GTG ACA AGG CTT CTC AAC ATC AAC CCC AAC AAG ACC TCG GCC AGC GGG AGC TGC GGC GCC
244 E R K D N T T ¥ T R L L N I N P N K T S A S G S C 6 A
244 F R K D N T T ¥ T R L L N | N P N K T S8 A S G S C G A
1578 CAC CTG GTG ACT CTG GAG CTG CAC AGC GAG GGC ACC ACC GTC CTG CTC TTC CAG TTC GGG ATG AAT GCA AGT TCT AGC CGG
272 H L Vv T L E L H S E G T T V L L F Q F 6 M N A § S S R
271* H L Vv T L E L H S E 6 T T V L L F Q F G M N A S S S§ R
1659 TTT TTC CTA CAA GGA ATC CAG TTG AAT ACA ATT CTT CCT GAC GCC AGA GAC CCT GCC TTT AAA GCT GCC AAC GGC TCC CTG
298¢ F F L Q 6 I Q L N T I L P D A R D P A F K A A N G S§ L
298¢ F F L Q@ 6 | Q@ L N T & L P D A R D P A F K A A N G S L
1740 CGA GCG CTG CAG GCC ACA GTC GGC AAT TCC TAC AAG TGC AAC GCG GAG GAG CAC GTC CGT GTC ACG AAG GCG TTT TCA GTC
32 R A L Q A T ¥ G N S Y K C N A E E H V R V T K A F § V
325 R A L QG A T ¥ 6 N S ¥ K C N A E E H ¥V R V T K A F §5 V
1821 AAT ATA TTC AAA GTG TGG GTC CAG GCT TTC AAG GTG GAA GGT GGC CAG TTT GGC TCT GTG GAG GAG TGT CTG CTG GAC GAG
352 N I F K WV W VvV Q@ A F K V E 6 G Q F G S v E E C L L D E
32PN 1 F K OV WV A F K VvV E G 6 Q@ F 6 S Vv E E € L L D E
19@2 AAC AGC CTC GAG GAT ATC GTC ATC CCG ATG TTC ACG GCG CTC AGC GAG GGA GLG ACG CCG CAG GAC CTG AAC GCG GCC GTC
379P N S i*v | P M F T A L S E G A T P Q@ D L N A A V
379" N S L E D I ¥ I P M F T A L S E G A T P Q D L N A A V
1983 GGA GGT CAC CAG GCA GG ATG CAG ATG CTG AAG GAG ACG ATC AAC GAG GAG GCG GCC GAG TGG GAC CGG GCG GCA GCC GAG
2Z2» G 6 H Q@ A A M Q@ M L K E T | N E E A A E W D R A A A E
426* G 6 H Q A A M Q M L K E T I N E E A A E W D R A A A E
2664 CCA CGC GGT TCC GAC ATC GCG GGC ACC ACC TCG ACG CTC CAG GAG CAG ATC GCG TGG GCC GCA GCT AAG CGC TGG ATC ATC
49» P R G S D | A 6 T T S T L Q E Q@ ! A W A A A K R W 1 1
433 » R G § D I A 6 T T S T L Q E Q 1 A W A A A K R W 1 1
2145 CTC GGG CTG AAC AAG ATC GTC CGG ATG TAC AGC CCG GTC TCG ATC GCT GCT AAG TAC GTT GAC CGG TTC TTC AAG ACC CTG
76 L 6 L N K I ¥ R M Y S P V S I A A K Y W D R F F K T L
460 L G L N K I V¥V R M Y S P ¥ S I A A K Y ¥V D R F F K T L
2226 AGG GCC GAG CAG GCG GCC GGA CTG GAG GAG ATG ATG ACC GCG TGC CAG GGG GTC GGT GGA CCA TCG CAC AAG GCC GCG CTC
13 R A E Q A A 6 L E E M M T A C Q 6 ¥ 6 G P S H K A A L
487* R, A E Q A A G L E E M M T A C Q 6 V¥ 6 6 P S H K A A L
23@7 TCG CCG CGC ACG CTG AAC GCG TGG GTG AAG GTC GGA TCC GAA TTC ACG CTG ATC €CC ATC 6CT GTG GGT GGT GCC CTG 6CG
13@* s P R T L N A W V K V *»T L I P I A V 6 G A L A
s144 s P R T L N A W V K VvV G S E F T L | P 1 A V &6 G A L A
2388 GGG CTG GTC CTC ATC GTC CTC ATC GCC TAC CTC GTC GGC AGG AAG AGG AGT CAC GCA GGC TAC CAG ACT ATC TAG ggtacctcta
136 L V L IV L 1 A Y L V 6 R K R S H A G Y Q T 1 =
s41%» G L Vv L I Vv L I A Y L V 6 R K R S H A G Y Q T 1 =

2473 gGATCTGCTGTGCCTTCTAGTTGCCAGCCATCTGTTSOTTTGCCCCTUCCCCGTGCCTTCCTTGACCCTGGAAGGTGCCACTCCCACTGTCCTTTCCTAATAAAATGAGGA

2583 AATTGCATCGCATTGTCTGAGTAGGTGTCATTCTATTCTGGGOGGTGGGOGTGGEGCAGGACAGCAAGGGGGAGGATTGOGAAGACAATAGCAGGCATGLTGLGGATGLGG

2693 TGGGCTCTATGGGTACCCAGGTGCTGAAGAATTGACCCGGTTCCTCCTGGGCCAGAAAGAAGCAGGCACATCCCCTTCTCTGTGACACACCCTGTCCACGLCCCTRGTTC
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Figura 15b (con.)

TTAGTTCCAGCCCCACTCATAGGACACTCATAGCTCAGGAGOGCTCCGCCTTCAATCCCACCCOCTARAGTACTTGGAGCGGTCTCTCCCTCCCTCATCAGCCCACCAAA

C(AAACCT&GCCTCCA&G#GIGﬁGﬁnGaAATTnﬁnG(nﬁGnTﬁGGCTRTTAnGTG(AGAGGG&GAGﬁﬁAﬂTGCCTCC#ACATGTGﬁGGA&GT&&TG&G&GAAA?C%:EG&

ATTTCTTCCOCTTCCTCGCTCACTGACTCGLTGCGCTCGGTCOTTCGGCTGLGGCGAGLGGTATCAGCTCACTCAAAGGCGGTAATACGGTTATCCACAGAATCAGGGGA
TAACGCAGGAAAGAACATGTGAGCAAAAGGCCAGCAAMAGGCCAGGAACCGTAAAAAGGCCGCGTTGCTGGCGTTTTTCCATAGGCTCCGCCCCCCTGACGAGCATCACA
AAAATCOACGCTCAAGTCAGAGGTCOCGAAACCCOACAGGACTATAAAGATACCAGGCGTTTCCCCCTGGAAGCTCCCTCOTGCGCTCTCCTGTTCCGACCLTGCCGLTT
ACCGGATACCTATCCGCCTTTCTCCCTTCGGGAAGCGTGGCGCTTTCTCAATGCTCACGCTGTAGGTATCTCAGTTCOGTCTAGGTCGTTCGCTCCAAGCTGGGCTATGT
GCACGAACCCCCCGTTCAGCCCCACCOCTGLGLCTTATCCGGTAACTATCGTCTTGAGTCCAACCCGGTAAGACACGACTTATCGCCACTGGCAGCAGCCACTGGTAACA
GGATTAGCAGAGCGAGGTATGTAGGCGGTGCTACAGAGTTCTTGAAGTGGTGGCCTAACTACGGCTACACTAGAAGAACAGTATTTGGTATCTGCGCTCTGCTGAAGCCA
GTTACCTTCGGAAAAAGAGTTGGTAGCTCTTGATCCGGCAAACAARCCACCGCTGGTAGCGGTGGTTTTTTTGTTTGCAAGCAGCAGATTACGCGCAGAAAARAAGGATC
TCAAGAAGATCCTTTGATCTTTTCTACGGGGTCTGACGCTCAGTGGAACGAAARCTCACGTTAAGGGATTTTGGTCATGAGATTATCAAARAGGATCTTCACCTAGATCC
TTTTAAATTAAAAATGAAGTTTTAAATCAATCTAAAGTATATATGAGTAAACTTGGTCTGACAGTTACCAATGCTTAATCAGTGAGGCACCTATCTCAGCGATCTGTCTA
TTTCGTTCATCCATAGTTGCCTGACTCGEOGGGGEGEGGGCGCTGAGGTCTGCCTCGTGAAGAAGGTGTTGCTGACTCATACCAGGCCTGAATCGCCCCATCATCCAGCC
AGARAGTGAGGGAGCCACGLTTOATGAGAGCTTTGTTOTAGGTOGACCAGTTGOTGATTTTGAACTTTTGCTTTGCCACGGAACGOTCTGCGTTGTCGGGAAGATGLGTE
ATCTGATCCTTCAACTCAGCAAAAGTTCGATTTATTCAACAAAGCCGCCGTCCCGTCAAGTCAGCGTAATGCTCTGCCAGTGTTACAACCAATTAACCAATTCTGATTA

GAA AAA CTC ATC GAG CAT CAA ATG AAA CTG CAA TTT ATT CAT ATC AGG ATT ATC AAT ACC ATA TTT TTG AAA AAG CCG TTT

2714 F F E D L M L H F Q@ L kK N M D P N D I G ¥ K Q@ F L R K

4423

CTG TAA TGA AGG AGA AAA CTC ACC GAG GCA GTT CCA TAG GAT GGC AAG ATC CTG GTA TCG GTC TGC GAT TCC GAC TCG TCC

2444 Q@ L S5 P s F E 6 L C N W L | A L D Q Y R D A I G V R G

4504

AAC ATC AAT ACA ACC TAT TAA TTT CCC CTC GTC AAA AAT AAG GTT ATC AAG TGA GAA ATC ﬁ[t ATG AGT GAC GAC TGA ATC

2174 v D I C G I 1 K G E D F ! L N D L 5 F D G H T Vv oV 5 i]

4585

19e4 P S F P L L K

4666

1634 A

4747

1364 v

4828

g9t v Q0 F A T K

4909

CGG TGA GAA TGG CAA AAG CTT ATG CAT TTC TTT CCA GAC TTG TTC AAC AGG CCA GCC ATT ACG CTC GTC ATC AAA ATC ACT
2 F . H M E K WV Q E v P w G N R E ] ] F ] 5

CGC ATC AAC CAA ACC GTT ATT CAT TCG TGA TTG €GC CTG AGC GAG ACG AAA TAC GCG ATC GCT GTT AAA AGG ACA ATT ACA
0OV L G N N M R § QG A Q A L R F ¥V R D § N F P C N C

AAC AGG AAT CGA ATG CAA CCG GCG CAG GAA CAC TGC CAG CGC ATC AAC AAT ATT TTC ACC TGA ATC AGG ATA TTC TTC TAA
P | S H L R R L F v A L A D V I N E G § D P Y E E L

TAC CTG GAA TGC TGT TTT CCC GGG GAT CGC AGT GGT GAG TAA CCA TGC ATC ATC AGG AGT ACG GAT AAA ATG CTT GAT GGT
G P I AT T L L W A D D P T R 1 F H K i T

CGG AAG AGG CAT AAA TTC CGT CAG CCA GTT TAG TCT GAC CAT CTC ATC TGT AAC ATC ATT 6GC AAC GCT ACC TTT GCC ATG

g24 p L PoOM F E T L w N L R vV M E o T V D N A Vo5 G K G H

4990

TTT CAG AAA CAA CTC TGG CGC ATC GGG CTT CCC ATA CAA TCG ATA GAT TGT CGC ACC TGA TTG CCC GAC ATT ATC GCG AGC

S54 K L F L E P A D P K G Y L R Y I T A 6 5 Q@ 6 V N D R A

5e71

CCA TTT ATA CCC ATA TAA ATC AGC ATC CAT GTT GGA ATT TAA TCG CGG CCT GGA GCA AGA CGT TTC CCG TTG AAT ATG GCT

284 W K Y G Y L D A DM N &5 N L R P R § C 5 T E R Q 1 H &

5152

14

5261
5371
5481
5591
5701

CAT AACACCCCTTGTATTACTGTTTATGTAAGCAGACAGTTTTATTGTTCATGATGATATATTTTTATCTTGTGCAATGTAACATCAGAGATTTTGAGACACAACGTGG
M
CTTTCCCCCCCCCCCCATTATTGAAGCATTTATCAGGGTTATTGTCTCATGAGCGGATACATATTTGAATGTATTTAGAAAAATAAACAAATAGGLGTTCCGCGCACATT
TCCCCGAAAAGTGCCACCTGACGTCTAAGAAACCATTATTATCATGACATTAACCTATAAMAATAGGCGTATCACGAGGCCCTTTCGTCTCGCGLGTTTCGGTGATGALG
GTGAAAACCTCTGACACATGCAGCTCCCGGAGACGGTCACAGCTTGTCTGTAAGCGGATGCCGRGAGCAGACAAGCCCGTCAGGGRCGLGTCAGCGGGTGTTGGCCGGTLT
CGGGGCTGGCTTAACTATGCGGCATCAGAGCAGATTGTACTGAGAGTGCACCATATGCGGTGTGAAATACCGCACAGATGCGTAAGGAGAAAATACCGCATCAGATTGGE
TATTGG
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Figura 16b

1 CCTGGCCATTGCATACGTTGTATCCATATCATAATATGTACATTTATATTGGCTCATGTCCAACATTACCGCCATGTTGACATTGATTATTGACTAGTTATTAATAGTAA
111 TCAATTACGGGGTCATTAGTTCATAGCCCATATATGGAGTTCCGCGTTACATAACTTACGGTARATGGCCCGCCTOOCTGACCGCCCAACGACCCCCGCCCATTGACGTC
221 AATAATGACGTATGTTCCCATAGTAACGCCAATAGGGACTTTCCATTGACGTCAATGGGTGGAGTATTTACGGTAAACTGCCCACTTGGCAGTACATCAAGTGTATCATA
331 TGCCAAGTACGCCCCCTATTGACGTCAATGATGGTAAATGGCCCGCCTGGCATTATGCCCAGTACATGACCTTATGGGACTTTCCTACTTGGCAGTACATCTACGTATTA
441 GTCATCGCTATTACCATGGTGATGCGGTTTTGGCAGTACATCAATOGGCGTGGATAGCGGTTTGACTCACGGGGATTTCCAAGTCTCCACCCCATTGACGTCAATGGGAG
5§51 TTTGTTTTGGCACCAAAATCAACGGGACTTTCCAAAATGTCGTAACAACTCCGCCCCATTGACGCAAATGRGCGOTAGGCGTGTACGOTGGGAGGTCTATATAAGCAGAG
661 CTCGTTTAGTGAACCGTCAGATEGCCTGGAGACGCCATCCAEGCTETTYTGACCTECATAGAAGACACCGEGACCG&T(CAGCCT;EECQQQcgcgcgtcgactngc
768 ATG GCG CCC CGC AGC GCC CGG CGA CCC CTG €TG CTG CTA CTG CTG TTG CTG TG CTC 6GC CTC ATG CAT TGT GCG TCA GCA

i*M A P R 5 A R R P L L L L L L L L L L 6 L M H C A 5 A

i*M A P R § A R R P L L L L L Lt L L L L GG L M H C A 5 A
849 GCA ATG TTT ATG GTG AAA AAT GGC AAC GGG ACC GCG TGC ATA ATG GCC AAC TTC TCT GCT GCC TTC TCA GTG AAC TAC GAC

28 A M F M ¥ K N G N 66 T A C I M A N F S A A F § V N Y D
28 A M F M VvV K N 6 N G T A C I M A N F S A A F S WV N Y D
93 ACC AAG AGT GGC CCT AAG AAC ATG ACC CTT GAC CTG CCA TCA GAT GCC ACA GTG GTG CTC AAC CGC AGC TCC TGT GGA AAA
55 T K 5§ 6 P K N M T L P L P S D A T ¥ ¥V L N R § s C & K
5s* T K § 6 P K N M T L D L P § D A T ¥V VWV L N R § § C 6 K
1011 GAG AAC ACT TCT GAL CCC AGT CTC GTG ATT GCT TTT GGA AGA GGA CAT ACA CTC ACT CTC AAT TTC ACG AGA AAT GCA ACA
82 E N T S D P S L V¥ 4+ A F G R 6 H T L T L N F T R N A T
82 E N T S D P S L ¥ t A F G R 6 H T L T L N F T R N A T
1892 CGT TAC AGC GTT CAG CTC ATG AGT TTT GTT TAT AAC TTG TCA GAC ACA CAC CTT TTC CCC AAT GCG AGC TCC AAA GAA ATC
69 R ¥ § Vv Q L M § F ¥ ¥ N L § D T H L F P N A § § K E |
199 R Y S Vv © L M S& F V¥V ¥ N L S§ D T H L F P N A 5 5 K E |
1173 AAG ACT GTG GAA TCT ATA ACT GAC ATC AGG GCA GAT ATA GAT AAA AAA TAC AGA TGT GTT AGT GGC ACC CAG GTC CAC ATG
136 K T v € 5 | T O I R A D I D K K Y R C v § 6 T Q V H M
136 K T Vv E § 1 T D0 | R A D | D K K Y R C v § 66 T Q VvV H M
1254 AAC RAC GTG ACC GTA ACG CTC CAT GAT GCC ACC ATC CAG GCG TAC CTT TCC AAC AGC AGC TTC AGC AGG GGA GAG ACA CGC
63k N N v T ¥ T L H D A T I Q A ¥ L S N S S F S5 R 6 E T R
163 N N Vv T ¥ T L H D A T I Q@ A Y L S N S S F S R G E T R
1335 TGT GAA CAA GAC AGG CCT TCC CCA ACC ACA GCG CCC CCT GC6 CCA CCC AGC CCC TCG CCC TCA CCC GTG CCC AAG AGC CCC
i%¢¢ ¢ £ Q@ O R P S P T T A P P A P P S5 P S5 P S5 P VW P K § P
i9¢¢ ¢ E Q@ © R P § P T T A P P A P P S P S P S P NV P K S§ F
1416 TCT GTG GAC AAG TAC AAC GTG AGC GGC ACC AAC GGG ACC TGC CTG CTG GCC AGC ATG GGG CTG CAG €TG AAC CTC ACC TAT
217§ vV D K ¥ N ¥ § &6 T N G T € L L A $ M 6 L Q L N L T ¥
217 S VvV D K Y N ¥ S 6 T N G T C L L A S M G L Q@ L N L T ¥
1497 GAG AGG AAG GAC AAC ACG ACG GTG ACA AGG CTT CTC AAC ATC AAC CCC AAC AAG ACC TCG6 GCC AGC GGG AGC TGC GGC GCC
244F E R K D N T T ¥ T R L L N | N P N K T § A S G S C &6 A
244 E R K D N T T ¥V T R L L N | N P N K T §$ A 8§ 6 S8 C 6 A
1578 CAL CTG GTG ACT CTG GAG CTG CAC AGC GAG GGC ALC ACC GTC CTG CTC TTC CAG TTC GGG ATG AAT GCA AGT TCT AGC CGG
271 H L v T L E L H S5 E 6 T T V¥ L L F Q@ F 6 M N A 5 S5 S5 R
2712» H L ¥ T L E L H S E 6 T T ¥ L L F Q F 6 M N A S5 S 5 R
1659 TTT TTC CTA CAA GGA ATC CAG TTG AAT ACA ATT CTT CCT GAC GCC AGA GAC CCT GCC TTT AAA GCT GCC AAC GGC TCC CTG
298 F F L Q@ G 1 Q L N T | L P D AR DO P A F K A A N G S L
298 F F L Q@ 6 | Q@ L N T + L P D A R D P A F K A A N & S5 L
1742 CGA GCG CTG CAG GCC ACA GTC GGC AAT TCC TAC AAG TGC AAC GCG GAG GAG CAC GTC CGT GTC ACG AAG GCG TTT TCA GTC
325+ R A L Q@ A T Vv 6 N S Y K € N A E E H VvV R V¥V T K A F S5 vV
325 R A L Q@ A T ¥V 6 N S Y K € N A E E H ¥V R ¥V T K A F § Vv
1821 AAT ATA TTC AAA GTG TGG GTC CAG GCT TTC AAG GTG GAA GGT GGC CAG TTT GGC TCT GTG GAG GAG TGT CTG CTG GAC GAG
352 N I F K V W VvV Q A F K V E 6 6 Q F 6 § V¥V E E € L L D E
352 N I F K WV W V Q A F K V¥V E 6 6 Q F 6 S V E E C L L D E
1902 AAC AGC CTC GAG GAT ATC GTC ATC CCG ATG TTC TCG GCG CTC AGC GAG GGA GC6 ACG CCG CAG GAC CTG AAC GCG GCC GTC
379k NS i* v | P MM F S A L S E G A T P Q D L N A A V
379» N S L E D I ¥ | P M F S5 A L S E G A T P Q D L N A A V
1983 GGA GGT CAC CAG GCA GCG ATG CAG ATG CTG AAG GAC ACG ATC AAC GAG GAG GCG GCC GAG TGG GAC (GG GCG GCA GLC GAG
22 G 6 H QO A A M Q M L K D T | N E E A A E W D R A A A E
496* G 6 H Q A A M Q@ M L K P T I N E E A A E W D R A A A E
2064 CCA CGC GGT TCC GAC ATC GCG GGC ACC ACC TCG ACG CTC CAG GAG CAG ATC GGG TGG GCC GCA GCT AAG CGC TGG ATC ATC
49* P R G S D I+ A 6 T T § T L Q E Q I 6 W A A A K R W i 1
433 P R 6 S D I A 6 T T S T L Q E Q ' G W A A A K R W I |
2145 CTC GGG CTG AAC AAG ATC GTC CGG ATG TAC AGC CCG ACG TCG ATC GCT GCT AAG TAC GTT GAC €GG TTC TAC AAG ACC CTG
76 L G L N K I ¥V R M Y S P T S | A A K Y V D R F Y K T L
4680* L G L M K 1 ¥V R M Y S P T S§ 1 A A K Y ¥V D R F Y K T L
2226 AGG GCC GAG CAG GCG GCC GGA CTG GAG GAG ATG ATG ACC GCG TGC CAG GGG GTC GGT GGA CCA GGG CAC AAG GCC GCG ATC
193 R A E Q A A G L E E M M T A € Q 6 V 6 G P G H K A A |
487* R, A E Q@ A A G L E E M M T A €C Q 6 V 6 6 P G H K A A |
2387 TCG CCG CGC ACG CTG AAC GCG TGG GTG AAG GTC GGA TCC GAA TTC ACG CTG ATC CCC ATC GCT GTG GGT GGT GCC €TG 6CG
138 S P R T L N A W V K WV i*T L I P I A VWV & G A L A
514+ S P R T L N A W ¥V K ¥ 6 S§ E F T L I P | A ¥V 6 6 A L A
2388 GGG CTG GTC CTC ATC 6TC CTC ATC GCC TAC CTC GTC GGC AGG AAG AGG AGT CAC GCA GGC TAC CAG ACT ATC TAG ggtacctcta
136 L ¥V L 1 ¥ L I A ¥ L V¥V 6 R K R S H A G Y Q T 1 =
541» G L ¥ L i vV L I A Y L V G R K R S H A G Y T 1 e

2473 gOGATCTGCTGTGCCTTCTAGTTGCCAGCCATCTGTTGTTTGCCCCTCCCCCGTGCCTTCCTTGACCCTGLAAGGTGCCACTCCCACTOTCCTTTCCTAATAAAATGAGGA

2583 AATTGCATCGCATTGTCTGAGTAGGTGTCATTCTATTCTGGGGGGTGGEGTGOGGCAGGACAGCAAGGGLGAGGATTGGGAAGACAATAGCAGGCATGCTGGGEATGCGG

2693 TGGGCTCTATGGGTACCCAGGTGCTGAAGAATTGACCCGGTTCCTCCTGGGCCAGAAAGAAGCAGGCACATCCCCTTCTCTOTGACACACCCTOTCCACGCCCCTRETTC
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Figura 16b (con.)

TTAGTTCCAGCCCCACTCATAGGACACTCATAGCTCAGGAGGGCTCCGLCTTCAATCCCACCCGETAAAGTACTTGGAGCGETCTCTCCCTCCCTCATCAGCCCACCAAA

CCAAACCTAGCCTCCAAGAGTGGGAAGAAATTAAAGCAAGATAGGCTATTAAGTGCAGAGGGAGAGAAAATGLCTCCAACATGTGAGGAAGTAATGAGAGAAATCATAGA
| -

ATTTCTTCCGLTTCCTCGCTCACTGACTCGETGLGCTCOGTCOTTCOOLTGLGLLGAGCGGTATCAGCTCACTCAAAGGCGGTAATACGGTTATCCACAGAATCAGGGGA
TAACGCAGGAAAGAACATGTGAGCAAAAGGCCAGCAAAAGGCCAGGAACCGTAMAAAGGCCOCGTTGCTGOCGTTTTTCCATAGGCTCCGCCCCCCTGACGAGCATCACA
AAAATCGACGCTCAAGTCAGAGGTGGLGAAACCCGACAGGACTATARAGATACCAGGCOTTTCCCCCTRGAAGCTCCCTCGTGCOCTCTCCTGTTCCGACCCTGCLGCTT
ACCGGATACCTETCCGCCTTTCTCCCTTCGGGAAGCGTGGCOCTTTCTCAATGCTCACGCTGTAGGTATCTCAGTTCGGTGTAGGTCGTTCLGLTCCAAGCTGGGCTGTGT
GCACGAACCCCCCGTTCAGCCCGACCGLTGCGCCTTATCCGGTAACTATCGTCTTGAGTCCAACCCGGTAAGACACGACTTATCGCCACTGGCAGCAGCCACTGGTAACA
GGATTAGCAGAGCGAGGTATGTAGGCGGTGCTACAGAGTTCTTGAAGTGGTGGCCTAACTACGGCTACACTAGAAGAACAGTATTTGGTATCTGCGCTCTGCTGAAGCCA
GTTACCTTCGGAAAAAGAGTTGGTAGCTCTTGATCCGGCARACAAACCACCLLTGRTAGCGGTGGTTTTTITGTTTGLAAGCAGCAGAT TACGLGCAGARAAAAAGGATC
TCAAGAAGATCCTTTGATCTTTTCTACGGGGTCTGACGCTCAGTGGAACGAAAACTCACGTTAAGGGATTTTGGTCATGAGATTATCAAARAGGATCTTCACCTAGATCC
TTTTAAATTARAAAT GAAGT TTTARATCAATCTAAAGTATATATGAGTAAACTTGGTCTGACAGTTACCAATGCTTAATCAGTGAGGCACCTATCTCAGCGATCTGTCTA
TTTCGTTCATCCATAGTTGCCTGACTCGGGGGHGGGGGEGCGCTGAGGTCTGCCTCGTGAAGAAGGTGTTGCTGACTCATACCAGGCCTGAATCGCCCCATCATCCAGLCC
AGAAAGTGAGGGAGCCACGGTTGATGAGAGCTTTGTTGTAGGTGGACCAGTTGGTGATTTTGAACTTTTGCTTTGCCACGGAACGGTCTGCGTTGTCGGGAAGATGCGTG
ATCTGATCCTTCAACTCAGCAAAAGTTCGATTTATTCAACAAAGCCGCCGTCCCGTCAAGTCAGCGTAATGCTCTGCCAGTGTTACAACCAATTAACCAATTCTGATTA
GAA AAA CTC ATC GAG CAT CAA ATG AAA CTG CAA TTT ATT CAT ATC AGG ATT ATC AAT ACC ATA TTT TTG AAA AAG CCG TTT

2714 F F E 8] L M L H F Q L K N M D P N D I G Y K Q F L R K

4423

CTG TAA TGA AGG AGA AAA CTC ACC GAG GCA GTT CCA TAG GAT GGC AAG ATC CTG GTA TCG GTC TGC GAT TCC GAC TCG TCC

2444 Q L s P S F E G L C N W L I A L D Q Y R D A I 6 ¥V R G

4504

2174

4585

AAC ATC AAT ACA ACC TAT TAA TTT CCC CTC GTC AAA AAT AAG GTT ATC AAG TGA GAA ATC ACC ATG AGT GAC GAC TGA ATC
v D 1 c G 1 L K G E D F I L N D L § F D 6 H T V ¥ 5 D
CGG TGA GAA TGG CAA AAG CTT ATG CAT TTC TTT CCA GAC TTG TTC AAC AGG CCA GCC ATT ACG CTC GTC ATC AAA ATC ACT

19e¢ P 5 F P L L K H M E K W Vv Q E vV P W G N R E D D F oo s

4666

CGC ATC AAC CAA ACC GTT ATT CAT TCG TGA TTG CGC CTG AGC GAG ACG AAA TAC GCG ATC GCT GTT AAA AGG ACA ATT ACA
5 C

1634 A D ¥V L G N N M R s O A Q A L R F V R D5 N F F C N

4747

AAC AGG AAT CGA ATG CAA CCG GCG CAG GAA CAC TGC CAG CGC ATC AAC AAT ATT TTC ACC TGA ATC AGG ATA TTC TTC TAA

1364 vV P [ § H L R R L F ¥ A L A D V I N E 6 S D P ¥ E E L

4828

1894 V Q F A T K G P I AT T L L w A D D P T

49299

g4 p L P M F

4990

55¢¢ K L F

5071

TAC CTG GAA TGC TGT TTT CCC GGG GAT CGC AGT GGT GAG TAA CCA TGC ATC ATC AGG AGT ACG GAT AAA ATG CTT GAT GGT
) R l F H K | T

CGG AAG AGG CAT AAA TTC CGT CAG CCA GTT TAG TCT GAC CAT CTC ATC TGT AAC ATC ATT GGC AAC GCT ACC TTT GCC ATG
E T L W N L R ¥V M E 0O T V D N A V 5 6 K G H

TTT CAG AAA CAA CTC TGG CGC ATC GGG CTT CCC ATA CAA TCG ATA GAT TGT CGC ACC TGA TTG CCC GAC ATT ATC GCG AGC
L E P A D P K G Y L R Y i T A G § Q@ 6 vV N D R A

CCA TTT ATA CCC ATA TAA ATC AGC ATC CAT GTT GGA ATT TAA TCG CGG CCT GGA GCA AGA CGT TTC CCG TTG AAT ATG GCT

284 W K Y G Y L D A D M N 5 N L R P R 5 € 5 T E R Q | H

5152
1

5261
5371
5481
5591
57e1

CAT AACACCCCTTGTATTACTGTTTATGTAAGCAGACAGTTTTATTGTTCATGATGATATATTTTTATCTTGTGCAATGTAACATCAGAGATTTTGAGACACAACGTGG

4 M

CTTTCCCCCCCCCCCCATTATTGAAGCATTTATCAGGGTTATTGTCTCATGAGCGGATACATATTTGAATGTATTTAGAAAAATAAACAAATAGGGGTTCCGCGCACATT
TCCCCGAAAAGTGCCACCTGACGTCTAAGAAACCATTATTATCATGACATTAACCTATAAAAATAGGCGTATCACGAGGCCCTTTCGTCTCGCGLGTTTCOGTGATGACG
GTGAAAACCTCTGACACATGCAGCTCCCGGAGACGETCACAGCTTGTCTGTAAGCGGATGCCGOGAGCAGACAAGCCCGTCAGGGCLCGTCAGLGLGTGTTGGLGGGTGT
COGGGLTOGCTTAACTATGCGGCATCAGAGLAGATTGTACTGAGAGTGCACCATATGLGGTGTGAAATACCGCACAGATGCGTAAGGAGAARATACCGCATCAGATTGGE
TATTGG
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Figura 17a

promotor de CMVh

MCP3 humana

resistencia a kanamicina

MCP3-p24CE1 (230H) Mcp3-pz4ace fusion
(4782 pb)

p24CE1

sefial de pA de la BGH
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Figura 17b

1 CCTGGCCATTGCATACGTTGTATCCATATCATAATATGTACATTTATATTGGCTCATGTCCAACATTACCGCCATGTTGACATTGATTATTGACTAGTTATTAATAGTAA

111 TCAATTACGGGGTCATTAGTTCATAGCCCATATATGGAGTTCCGCGTTACATAACTTACGGTAAATGGCCCGCCTGGCTGACCGCCCAACGACCCCCGCCCATTGACGTC

221 AATAATGACGTATGTTCCCATAGTAACGCCAATAGGGACTTTCCATTCACGTCAATGGGTGGAGTATTTACGCTAAACTGCCCACTTGGCAGTACATCAAGTGTATCATA

331 TGCCAAGTACGCCCCCTATTGACGTCAATGATGGTAAATGGCCCGCCTGGLATTATGCCCAGTACATGACCTTATGGGACTTTCCTACTTGGCAGTACATCTACGTATTA

441 GTCATCGCTATTACCATGGTGATGCGGTTTTGGCAGTACATCAAT GGGCGTGGATAGCGGTTTGACTCACGGGGATTTCCAAGTCTCCACCCCATTGACGTCAATGGGAG

551 TTTGTTTTGGCACCAAAATCAACGGGACTTTCCAAAATGTCGTAACAACTCCGCCCCATTGACGCAAATGGGCGGTAGGCGTGTACGGTGGGAGGTCTATATAAGCAGAG

661 ETCGTTTAGTGAﬁCCGTChGﬁTCGCCTGGAGACGCC&T(CACGCTGTTTTGACCTC(ATAGAAGACACCGGGACCGATC(#GC(TCCGCiEEcgcgcgtcgncangaa

763 ATG TGG AAG CCG ATG CCC TCG CCA AGC AAC ATG AAG GCG TCL GCC 606 CTC CT6 TGC CT6 CTC CTC ACG GCC GCG GCT TTC
M w K P M P s P s N M K A S A A L L C L L L T A A A F

I*M W K P M P S P S N M K A S A A L L C L L L T A A A F
850 AGC CCC CAG GGG CTC 6CG CAG CCG GTC GGG ATC AAC ACG AGC ACG ACC TGC TGC TAC CGG TTC ATC AAC AAG AAG ATC CCG
Y R

288 s P Q G L A Q P WV G I N T & T T € C F | N K K | P
28 s P O G L A Q P V G 1 M T S T T € € Y R F l N K K | P
931 AAG CAC CGT C€TG GAG AGC TAC CGC CG6 ACC ACG TCG AGC CAC TGC CC6 CGG GAG GCG GTC ATC TTC AAG ACG AAG CTG GAC
55 K Q@ R L E S Y R R T T § 5§ H C P R E A V | F K T K L D
558 K Q@ R L E S Y R R T T § S8 H C P R E A V | F K 1 K L D
1812 AAG GAG ATC TGC GCC GAC CCG ACG CAG AAG TGG GTT CAG GAC TTC ATG AAG CAC CTG GAC AAG AAG ACG CAG ACG CCG AAG
82F K E 1 c A D P T Q K W V Q D F M K H L D K K T Q T P K
82F K £ | c A D P T Q K W V Q D F M K H L D K K T Q@ T P K

16893 (TG GTC ATC CCG ATG TTC TCG GCG CTC AGC GAG GGA GCG ACG CCG CAG CAC CTG AAC GCG GCC GTC GGA GGT CAC CAG GCA
103k L

v o P M F § A L S E 66 A T P Q D L N A A V G G

1e3r L v P M F s A L S E 6 A T P Q D L N A A V G G

1174 GCG ATG CAG ATG CTG AAG GAC ACG ATC AAC GAG GAG GCG GCC GAG TGG GAC CGE GCG GCA GCC GAG CCA CGC GGT TCC GAC

27V A M Q M L K D T 1 N E E A A E W D R A A A E P R G S D
i3 A M O M L K D T 1 N E E A A E W D R A A A £ P R G § D
1255 ATC GCG GGU ACC ACC TCG ACG CTC CAG GAG CAG ATC GGG TGG GCC GCA GCT AAG CGC TGG ATC ATC CTC GGG CTG AAC AAG
54k | A G T T § T L Q E Q | G W A A A K R W 1 I L 6 L N K
163F | A G T T § T L Q@ & Q | G W A A A K R W 1 I L G L N K
1336 ATC GTC (GG ATG TAC AGC CCG ACG TCG ATC GCT GCT AAG TAC GTT GAC CGG TTC TAC AAG ACC CTG AGG GCC GAG CAG GCG
81k | vV R M Y § P T 8§ 1 A A K Y ¥V D R F Y K T L R A E Q A
198k | vV R M ¥ § P - ! A A K Y ¥V D R F Y K 1 L R A E Q A

1417 GCC GGA CTG GAG GAG ATG ATG ACC GCG TGC CAG GGG GTC GGT GGA CCA GGG CAC AAG GCC GCG ATC TCG CCG CGC ACG (TG

108 A G E E M M T A C Q 6 V 6 6 P € H K A A 1 S P R T L
217F A G E E M M T A C Q@ 6 V 6 6 P G H K A A 1 S P R T L
1498 AAC GCG TGG GTG AAG GTC TGA TAA godticgcggatatcggttaacggotccaGATCTGCTGTGCCTTCTAGTTGCCAGCCATCTGTTGTTTGLCCCTCCCC

1358 N A W VK OV s s
244 N A W V K V s s
1600 COTGCCTTCCTTGACCCTGRAAGGTGLCACTCCCACTOTCCTTTCCTAATAAAATGACGAAATTGCATCACATTATCTGAGTAGGTGTCATTCTATTCTGGOGLGTERGE

1710 TGGGECAGGACAGCAAGGGGGACGATTGGGAAGACAATAGCAGGCATOLTGOLGATGCGGTGGGCTCTATGGGTACCCAGOTGCTGAAGAATTGACCCOGTTCCTCCTGE

1820 GCCAGAAAGAAGCAGGCACATCCCCTTCTCTGTGACACACCCTGTCCACGCCCCTGGTTCTTAGTTCCAGCCCCACTCATAGGACACTCATAGCTCAGGAGGGLTCLGCC

1930 TTCAATCCCACCCGCTAAAGTACTTGGAGCGGTCTCTCCCTCCCTCATCAGCCCACCAAACCAAACCTAGCCTCCAAGAGTGGGAAGAAATTAAAGCAAGATAGGCTATT

2040 AAGTG(&GAGGGAGAGAAAATGC(TCCAACATGTGAGGAAGTAﬁTGAGAGAAATC&I}GAATTTCTTCCECTT(CTCGCTCACTG&CFCGCTGCGCT(GGTCGTTCGGCT
2158 GLGGLGAGUGLTATCAGCTCACTCAAAGGUGGTAATACGGTTATCCACAGAAT CAGGGGATAACGCAGGAAAGAACATGTGAGCAAAAGGCCAGLAAAAGGLCAGGAACC
2268 GTAAAAAGGCCGCGTTGCTGOCETTTTTCCATAGGCTCCGLCCCCCTCACGAGCATCACAAAMAATCGACGCTCAAGTCAGAGGTGGCGAAACCCGACAGGACTATAAAGA
2370 TACCAGGCGTTTCCCCCTGGAAGCTCCCTCRTGCGCTCTCCTGTTCCGACCCTGCCGCTTACCGGATACCTGTCCGLCTTTCTCCCTTCGEGAAGLGTGGCGCTTTCTCA
2480 TAGCTCACGCTGTAGGTATCTCAGTTCGOTGTAGGTCGTTCGCTCCAAGCTGGGCTGTGTGCACGAACCCCCCOTTCAGCCCGACCGLTGCGCCTTATCCGGTAACTATC
2598 GTCTTGAGTCCAACCCGGTAAGACACGACTTATCGCCACTCGCAGCAGCCACTGGTAACAGGATTAGCAGAGCGAGGTATGTAGGCGGTGCTACAGAGTTLTTGAAGTECG
2708 TOGCCTAACTACGGCTACACTAGAAGAACAGTATTTGGTATCTGCGCTCTGCTGAAGCCAGTTACCTTCGGAAAAAGAGTTGGTAGCTCTTGATCCGGCAAACAAACCAC
2818 CGCTGCTAGCGGTGGTTTTTTTGTTTGCAAGCAGCAGATTACGCGCAGAAAAAAAGGATCTCAAGAAGATCCTTTGATCTTTTCTACGGGETCTGACGCTCAGTGGAACG
2928 ARAACTCACGTTAAGGGATTTTGGTCATGAGATTATCAAARAGGATCTTCACCTAGATCCTTTTAAATTARAAATGAAGT TTTAAATCAATCTAAAGTATATATGAGTAA
3030 ACTTGGTCTGACAGTTACCAATGCTTAATCAGTGAGGCACCTATCTCAGCGATCTGTCTATTTCGTTCATCCATAGTTGCCTGACTLGGGGGGGGAGEGCGCTGAGGTCT
3148 GCCTCOTGAAGAAGGTGTTGCTGACTCATACCAGGCCTGAATCGCCCCATCATCCAGCCAGAAAGTGAGGGAGCCACGGTTGATGAGAGCTTTGTTGTAGGTGGACCACT
3250 TGGTGATTTTGAACTTTTGCTTTCCCACGGAACGGTCTGCETTGTCGGGAAGATGCGTGATCTGATCCTTCAACTCAGCAAAAGTTCGATTTATTCAACAAAGCCGCCET
3360 CCCGTCAAGTCAGCGTAATGLCTCTGCCAGTGTTACAACCAATTAACCAATTCTGATTAGAAAAACTCATCGAGCATCAAATGAAACTGCAATTTATTCATATCAGGATTA
2714 F F E D L ML HF QL K MMDPN
3470 TCAATACCATATTTTTGAAAAAGCCGTTTCTGTAATGAAGCAGARAACTCACCGAGGCAGTTCCATAGGATGGCAAGATCCTGGTATCGGTCTGCGATTCCGACTCGTCC
253D | G Y K Q F L R XK QL S P S5 F EGLCNWLI ALDO QY RDAI GV RG
3580 AACATCAATACAACCTATTAATTTCCCCTCGTCAAAAATAAGGTTATCAAGTGAGAAATCACCATCAGTGACGACTGAATCCGGTGAGAATGGCAAAAGCTTATGCATTT
givd V D I C G | L K G EDF I L NDLSFDGHTVVYSODPSFPLLIEKHME
3690 CTTTCCAGACTTGTTCAACAGGCCAGCCATTACGCTCOTCATCAAAATCACTCGLATCAACCAAACCGTTATTCATTCGTGATTGCGCCTGAGCGAGACGARATACGCGA
1864 K W V Q E VP WG NREDDF DS ADVLGNNMRBRSQCQAQALRTF VR
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Figura 17b (con.)

38060 TCGCTGTTAAAAGGACAATTACAAACAGGAATCGAATGCAACCGGCGCAGGAACACTGCCAGCGCATCAACAATATTTTCACCTGAATCAGGATATTCTTCTAATACCTG
143D S N F P C N C VP | S HL R R LF VAL ADV I NEGSUDE®PYETEILVQ
3910 GAATGCTGTTTTCCCGGGGATCGCAGTGGTGAGTAACCATGCATCATCAGGAGTACGGATAAAATGCTTGATGGTCGGAAGAGGCATAAATTCCGTCAGCCAGTTTAGTC
ije7¢ F A T K 6 P I A T T LLWADT DUPTA RILEFHKI TPLPMTFETILWNILR
4820 TGACCATCTCATCTGTAACATCATTGGCAACGCTACCTTTGCCATGTTTCAGAAACAACTCTGGCGCATCGGGCTTCCCATACAATCGATAGATTGTCGCACCTGATTGE
76¢¢ VM E DT VDNAV S GKGHZ KTLTFULEPADPIKTGYLRY I TAGSOQ
4130 CCGACATTATCGCGAGCCCATTTATACCCATATAAATCAGCATCCATGTTGGAATTTAATCGCGGCCTCGAGCAAGACGTTTCCCOTTGAATATGGCTCATAACACCCCT
3346 V N DR A WK Y G Y L DADMNGSNLIRPRGSTCSTEHRU QI HSM
4248 TGTATTACTGTTTATGTAAGCAGACAGTTTTATTGTTCATGATGATATATTTTTATCTTGTGCAATGTAACATCAGAGATTTTGAGACACAACGTGGCTTTCCCCCCCCC
4350 CCCATTATTGAAGCATTTATCAGGGTTATTGTCTCATGAGCGGATACATATTTGAATGTATTTAGAAAAATAAACAAATAGGGGTTCCGCGCACATTTCCCCGAAAAGTG
4460 CCACCTGACGTCTAAGAAACCATTATTATCATGACATTAACCTATAAAAATAGGCGTATCACGAGGCCCTTTCGTCTCGCGCGTTTCGETGATGACGGTGAAAACCTCTG
4570 ACACATGCAGCTCCCGGAGACGGTCACAGCTTGTCTGTAAGCGGATGCCGGGAGCAGACAAGCCCGTCAGGGCGCGTCAGCGGGTOTTGGCGEETGTCGGGGCTGGLTTA
4680 ACTATGCGGCATCAGAGCAGATTGTACTGAGAGTGCACCATATGCGGTGTGAAATACCGCACAGATGCGTAAGGAGAAAATACCGCATCAGATTGGCTATTGG
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Figura 18a

promotor de CMVh

MCP3

resistencia a kanamicina MCP3-p24CE2 fusion

MCP3-p24CE2 (231H)
(4782 pb)

p24CE2

sefial de pA de la BGH
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Figura 18b

1 CCTGGCCATTGCATACGTTGTATCCATATCATAATATGTACATTTATATTGGCTCATGTCCAACATTACCGCCATGTTGACATTGATTATTGACTAGTTA

181 TTAATAGTAATCAATTACGGGGTCATTAGTTCATAGCCCATATATGGAGTTCCGCGTTACATAACTTACGGTAAATGGCCCGCCTGGCTGACCGCCCAAC

201 GACCCCCGCCCATTGACGTCAATAATGACGTATGTTCCCATAGTAACGCCAATAGGGACTTTCCATTGACGTCAATGGGTGGAGTATTTACGGTAAACTG

301 CCCACTTGGCAGTACATCAAGTGTATCATATGCCAAGTACGCCCCCTATTGACGTCAATGATGGTAAATGGCCCGCCTGGCATTATGCCCAGTACATGAC

491 CTTATGGGACTTTCCTACTTGGCAGTACATCTACGTATTAGTCATCGCTATTACCATGGTGATGCGGTTTTGGCAGTACATCAATGGGCGTGGATAGLGS

501 TTTGACTCACGGGGATTTCCAAGTCTCCACCCCATTGACGTCAATGGGAGTTTGTTTTGGCACCAAAAT CAACGGGACTTTCCAAAATGTCGTAACAACT

601 CCOCCCCATTGACGCAAATGGGCGGTAGGCGTGTACGOTGGGAGGTCTATATAAGCAGAGCTCGTTTAGTGAACCGTCAGATCGCCTGGAGACGCCATCC

701 ACGCTGTTTTGACCTCCATAGAAGACACCGGGACCGATCCAGLCTCCGCGGGegcgeatcgacaagaa ATG TGG AAG CCG ATG CCC TCG CCA
- M W K P M P S§ P
I*M W K P M P 5 P
793 AGC AAC ATG AAG GCG TCC GCC 6CG CTC CTG TGC CTG CTC CTC ACG 6CC GCG 6CT TTC AGC CCC CAG GGE CTC GCG
9» § N M K A § A A L L C L L L T A A A F 5 P Q G L A
9" S N M K A § A A L L C L L L T A A A F S5 P Q G L A
868 CAG CCG GTC GGG ATC AAC ACG AGC ACG ACC TGC TGC TAC CGG TTC ATC AAC AAG AAG ATC CCG AAG CAG CGT CTG
G T

34 Qg PV I N T § T € C Y R F | N K K 1 P K Q R L
3449 P ¥V 6 I N T § T T C C Y R F | N K K I P K Q@ R L
943 GAG AGC TAC CGC CGG ACC ACG TCG AGC CAC TGC CCG CGG GAG GCG GTC ATC TTC AAG ACG AAG CTG GAC AAG GAG
S € S Y R R T T S S H C P R E A ¥ | F K T K L D K E
59* E S Y R R T ¥ § & H C P R E A V¥V I F K T K L D K E
1018 ATC TGC GCC GAC CCG ACG CAG AAG TGG GTT CAG GAC TTC ATG AAG CAC CTG GAC AAG AAG ACG CAG ACG CCG AAG
84 1 C A D P T Q K W V Q D F M K H L D K K T Q T P K
B4 1 C A D P T Q K W ¥ Q D F M K H L D K K T Q T P K
1093 CTG GTC ATC CCG ATG TTC ACG GCG CTC AGC GAG GGA GCG ACG CCG CAG GAC CTG AAC GCG GCC GTC GGA GGT CAC
1p9» 1* v 1 P M F T A L S E G A T P Q D L N A A V G G H
19* L Vv I P M F T A L S E G A T P Q D L N A A V G G H
1168 CAG GCA GCG ATG CAG ATG CTG AAG GAG ACG ATC AAC GAG GAG GCG GCC GAG TGG GAC CGG GCG GCA GCC GAG CCA
25* Q A A M Q@ M L K E T I N E E A A E W D R A A A E P
134 Q A A M Q M L K E T t N E E A A E W D R A A A E P
1243 CGC GGT TCC GAC ATC GCG GGC ACC ACC TCG ACG CTC CAG GAG CAG ATC GCG TGG GCC GCA GCT AAG CGC TGG ATC

sg* R 6 S D I A G T T S T L Q@ E Q@ I A W A A A K R W
159 R G S D + A G T T S T L Q E Q@ 1 A W A A A K R W
1318 ATC CTC GGG CTG AAC AAG ATC GTC CGG ATG TAC AGC CCG GTC TCG ATC GCT GCT AAG TAC GTT GAC CGG TTC TTC

5% 1 L 6 L N K I V R M Y S§ P ¥V S | A A K Y ¥ D R F F

184% | L 6 L N K 1 v R M Y S P v s | A A K Y V O R F F
1393 AAG ACC CTG AGG GCC GAG CAG GCG GCC GGA CTG GAG GAG ATG ATG ACC GCG TGC CAG GGG GTC GGT GGA CCA TCG
2 K T L R A E Q A A G L E E M M T A € Q 6 V 6 G P S
209 K T L R A E Q A A G L E E M M T A C Q 6 V 6 ¢ P S
1468 CAC AAG GCC GCG CTC TCG CCG CGC ACG CTG AAC GCG TGG GTG AAG GTC TGA TAA gaattcgcggatotcggttaacggatcc

125 H K A A L § P R T L N A W V K Vv e o
234+ H K A A L S P R T L N A W V K V e
1558 aGATCTGCTGTGCCTTCTAGTTGCCAGCCATCTGTTGTTTGCCCCTCCCCCOTGCCTTCCTTGACCCTGGAAGGTGCCACTCCCACTGTCCTTTCCTAAT

1652 AAAATGAGGAAATTGCATCGCATTGTCTGAGTAGETGTCATTCTATTCTGGGGGGTGGGETGGGGCAGGACAGCAAGGOGGAGGATTGOGAAGACAATAG

1758 CAGGCATGCTGGGGATGLGGTGGGCTCTATGGGTACCCAGGTGLTGAAGAATTGACCCGGTTCCTCCTGGGCCAGAAAGAAGCAGGCACATCLLCTTCTC

1858 TGTGACACACCCTGTCCACGCCCCTGETTCTTAGTTCCAGCCCCACTCATAGGACACTCATAGCTCAGGAGGGCTCCGCCTTCAATCCCACCCGCTAAAG

1959 TACTTGGAGCGGTCTCTCCCTCCCTCATCAGCCCACCARACCAAACCTAGCCTCCAAGAGTGGGAAGAAATTAAAGCAAGATAGGCTATTAAGTGCAGAG

2050 GGAGAGAAAATGCCTCCAAC#TGTGAGG#AGTAATGAGAGAAATE1:fGAATTTCTTCCGETTCCTCGCTCACTGACTCGCTGCGCTCGGTEGTTCGGCT

2150 GCGGCGAGCGGTATCAGCTCACTCAAAGGCGGTAATACGGTTATCCACAGAATCAGGGGATARCGCAGGAAAGAACATGTGAGCAAMAGGCCAGCAAAAG
2256 GCCAGGAACCGTAAAAAGGCCGCGTTGCTGGCGTTTTTCCATAGGCTCCGCCCCCCTGACGAGCATCACAAAAATCGACGCTCAAGTCAGAGGTGGCGAA
2350 ACCCGACAGGACTATAAAGATACCAGGCGTTTCCCCCTGGAAGCTCCCTCETGCEETCTCCTETTCCGACCCTGCCGCTTACCGGATACCTGTCCGLCTT
2450 TCTCCCTTCGGGAAGCGTGGCGCTTTCTCATAGCTCACGCTGTAGGTATCTCAGTTCGGTGTAGGTCGTTCGCTCCAAGCTGGGCTGTGTGCACGAACCC
2550 CCCGTTCAGCCCGACCGCTGCGCCTTATCCGGTAACTATCGTCTTGAGTCCAACCCGGTAAGACACGACTTATCGCCACTGGCAGCAGCCACTGGTAACA
2650 GGATTAGCAGAGCGAGGTATGTAGGCGGTGCTACAGAGTTCTTGAAGTGGTGGCCTAACTACGGCTACACTAGAAGAACAGTATTTGGTATCTGCGCTCT
2750 GCTGAAGCCAGTTACCTTCGGAAAAAGAGTTGGTAGCTCTTGATCCGGCAAACAAACCACCGCTGGTAGCGGTGGTTTTTTTGTTTGCAAGCAGCAGATT
2850 ACGCGCAGAAAAAAAGGATCTCAAGAAGATCCTTTGATCTTTTCTACGGGGTCTGACGCTCAGTGGAACGAAAACTCACGTTAAGGGATTTTGGTCATGA
2950 GATTATCAAAAAGGATCTTCACCTAGATCCTTTTAAATTAAAAATGAAGTTTTAAATCAATCTAAAGTATATATGAGTAAACTTGGTCTGACAGTTACCA
3050 ATGCTTAATCAGTGAGGCACCTATCTCAGCGATCTGTCTATTTCGTTCATCCATAGTTGCCTRACTCGGGGG6G6GE6G6CGCTGAGGTCTGCCTCGTGAA
3150 GAAGGTGTTGCTGACTCATACCAGGCCTGAATCGCCCCATCATCCAGCCAGARAGTGAGGGAGCCACGGTTGATGAGAGCTTTGTTGTAGGTGGACCAGT
3250 TGGTGATTTTGAACTTTTGCTTTGCCACGGAACGGTCTGCGTTGTCGGGAAGATGCGTGATCTGATCCTTCAACTCAGCAAAAGTTCGATTTATTCAACA
3350 AAGCCGCCGTCCCGTCAAGTCAGCGTAATGCTCTGCCAGTGTTACAACCAATTAACCAATTCTGATTAGAAARACTCATCGAGCATCAAATGAAACTGCA
2774 F F E D L M L H F Q L
3450 ATTTATTCATATCAGGATTATCAATACCATATTTTTGARAAAGCCGTTTCTGTAATGAAGGAGAAAACTCACCGAGGCAGTTCCATAGGATGGCAAGATC
2664 K N M D P N D1 G Y KQF L RKO QLGSPSTFEGLT CNWLI ALD
3550 CTGGTATCGGTCTGCGATTCCGACTCGTCCAACATCAATACAACCTATTAATTTCCCCTCGTCAARAATAAGGTTATCAAGTGAGAAATCACCATGAGTG
2274 Q Y R DA | G VR G VD11 CG 1 L KGET DTFTILNDTLSTETDTG GHT
3650 ACGACTGAATCCGGTGAGAATGGCAAAAGCTTATGCATTTCTTTCCAGACTTGTTCAACAGGCCAGCCATTACGCTCGTCATCAAAATCACTCGCATCAA
1934v v § D P S F P L L KHMETKWYQE VP W®GNTE RTETDTODTFT®DSATDV
3750 CCAAACCGTTATTCATTCGTGATTGCGCCTGAGCGAGACGAAATACGCGATCGCTGTTAAAAGGACAATTACAAACAGGAATCGAATGCAACCGECGCAG
1664 L G N N M R S QA QA LRTFVRDSNEF®PCNCVEPISHLTERTR RIL
3850 GAACACTGCCAGCGCATCAACAATATTTTCACCTGAATCAGGATATTCTTCTAATACCTGGAATGCTGTTTTCCCGGGGATCGCAGTGGTGAGTAACCAT
127¢ F VA L A DV I NE GSDPVYEELVQFATEKG GPIATTLLW
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Figura 18b (con.)

3956 GCATCATCAGGAGTACGGATAAAATGCTTGATGGTCGGAAGAGGCATAAATTCCGTCAGCCAGTTTAGTCTGACCATCTCATCTGTAACATCATTGGCAA
93¢A D D P T R I FHK I TPLPMTFETLMWNLRUVMETDTVDNAYV
4056 CGCTACCTTTGCCATGTTTCAGAAACAACTCTGGCGCATCGGGCTTCCCATACAATCGATAGATTGTCGCACCTGATTGCCCGACATTATCGCGAGCCCA
66¢ S 6 K G H K L F L E P ADZPIEKTGY LRY | TAGSQGVY NUDR RAW
4150 TTTATACCCATATAAATCAGCATCCATGTTGGAATTTAATCGCGGCCTCGAGCAAGACGTTTCCCGTTGAATATGGCTCATAACACCCCTTGTATTACTG
27¢ K Y G Y L DA DMNSNLRPRSCSTETRU QI HSM
4250 TTTATGTAAGCAGACAGTTTTATTGTTCATGATGATATATTTTTATCTTGTGCAATGTAACATCAGAGATTTTGAGACACAACGTGGCTTTCCCLCCCCC
4350 CCCATTATTGAAGCATTTATCAGGGTTATTGTCTCATGAGCGGATACATATTTGAATGTATTTAGAAAAATAAACAAATAGGGGTTCCGCGCACATTTCC
4450 CCGAAAAGTGCCACCTGACGTCTAAGAAACCATTATTATCATGACATTAACCTATAAAAATAGGCGTATCACGAGGCCCTTTCGTCTCGCGCGTTTCGGT
4550 GATGACGGTGAAAACCTCTGACACATGCAGCTCCCGGAGACGGTCACAGCTTGTCTGTAAGCGGATGCCGGGAGCAGACAAGCCCGTCAGGGCGEGTCAG
465@ C(GGLTGTTGGCGGGTGTCGGGGCTGGCTTAACTATGCGGCATCAGAGCAGATTGTACTGAGAGTGCACCATATGCGGTGTGAAATACCGCACAGATGCGT
4750 AAGGAGAAAATACCGCATCAGATTGGCTATTGG
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Figura19 a

promotor de CMVh

sefial huGMCSF

resistencia a kanamicina
p24cCE2

PS-p24CE2 (235H)
(4506 pb)

sefial de pA de la BGH
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Figura 19b

1 CCTGGCCATTGCATACGTTGTATCCATATCATAATATGTACATTTATATTGGCTCATGTCCAACATTACCGCCATGTTGACATTGATTATTGACTAGTTATTAATAGTAA

111 TCAATTACGGGGTCATTAGTTCATAGCCCATATATGGAGTTCCGCGTTACATAACTTACGGTAAATGGCCCGCCTGGCTGACCGCCCAACGACCCCCGCCCATTGACGTC

221 AATAATGACGTATGTTCCCATAGTAACGCCAATAGGGACTTTCCATTGACGTCAATGGGTGGAGTATTTACGGTARACTGCCCACTTGGCAGTACATCAAGTGTATCATA

331 TGCCAAGTACGCCCCCTATTGACGTCAATGATGGTAAATGGCCCGCCTGGCATTATGCCCAGTACATGACCTTATGGGACTTTCCTACTTGGCAGTACATCTACGTATTA

441 GTCATCGCTATTACCATGGTGATGCGGTTTTGGCAGTACATCAATGGGCOTGOATAGCGETTTGACTCACGGGGATTTCCAAGTCTCCACCCCATTGACGTCAATGGGAG

551 TTTGTTTTGGCACCAAAATCAACGGGACTTTCCAAAATGTCGTAACAACTCCGCCCCATTGACGCAAATGGGCGGTAGGCGTGTACGGTGGGAGGTCTATATAAGCAGAG

661 CTCGTTTAGTGAACCGTCAGATCGCCTGGAGACGCCATCCACGCTGTTTTGACCTCCATAGAAGACACCGGGACCEGATCCAGCCTCCGLGGGegecgcatcgacaagaa
S

769 ATG TGG CTC CAG AGC (TG CTA CTC CTG GGG ACG GTG GCC TGC AGC ATC TCG GTC ATC CCG ATG TTC ACG GCG CTC AGC GAG

1 M wW L Q@ § L L L L G T VvV A C 5 | S
v o P M F T A L § E
1 M w L Q@ $ L L L L 6 T Vv A C s | s v 1 P M F T A L § E
850 GGA GCG ACG CCG CAG GAC CTG AAC GCG GCC GTC GGA GGT CAC CAG GCA GCG ATG CAG ATG CTG AAG GAG ACG ATC AAC GAG
11*G6¢ A T P Q D L N A A V G G H Q A A M Q M L K E T I N E
28# G A T P Q D L N A A V G 6 H Q@ A A M Q M L K E T i N E
931 GAG GCG GCC GAG TGG GAC CGG GCG GCA GCC GAG CCA CGC GGT TCC GAC ATC GCG GGC ACC ACC TCG ACG CTC CAG GAG CAG
33 E A A E W D R A A A E P R G S D | A G T T § T L Q E Q
S5 E A A E W D R A A A E P R G S D 1 A G T T § T L Q E
1012 ATC GCG T6G GCC GCA GCT AAG CGC TGG ATC ATC CTC GGG CTG AAC AAG ATC GTC CGG ATG TAC AGC CCG GTC TCG ATC GCT
65k | A W A A A K R W | | L 6 L N K i vV R M Y § P V 5§ I A
82k | A W A A A K R W I | L 6 L N K I vV R M Y § P V § ! A

1093 GCT AAG TAC GTT GAC CGG TTC TTC AAG ACC CTG AGG GCC GAG CAG GCG GCC GGA CTG GAG GAG ATG ATG ACC GCG TGC CAG

92 A K Y VvV D R F F K T L R A E Q A A G L E E M M T A C Q
1e9» A K Y Vv D R F F K T L R A E Q A A G L E E M M T A C Q
1174 GGG GTC GGT GGA CCA TCG CAC AAG GCC GCG CTC TCG CCG CGC ACG CTG AAC GCG TGG GTG AAG GTC TGA TAA goattcgcggatat

11 6 v 6 6 P S H K A A L S P R T L N A W V K V = .
13 G v 6 6 P S H K A A L S P R T L N A W V K V s« =
126@ cggttaacggatccAGATCTGCTGTGCCTTCTAGTTGCCAGCCATCTGTTATTTGCCCCTCCCCCATRLCTTCCTTGACCCTGGAAGGTGCCACTCCCACTGTCCTTTCC

1370 TAATAAAATGAGGAAATTGCATCGCATTGTCTGAGTAGLTGTCATTCTATTCTGGGGEGTGOGGTGGOGCAGGACAGCAAGGGGGAGGATTGGGAAGACAATAGCAGGCA

1480 TGCTGGGGATGCGGTGGGCTCTATGGGTACCCAGGTGCTGAAGAATTGACCCCGTTCCTCCTGGGCCAGAAAGAAGCAGGCACATCCCCTTCTCTGTGACACACCCTGTC

1590 CACGCCCCTGOTTCTTAGTTCCAGCCCCACTCATAGGACACTCATAGCTCAGCAGGGETCCGCCTTCAATCCCACCCGCTAAAGTACTTGGAGCGETCTCTCCCTCCCTC

1700 ATCAGCCCACCAAACCAAACCTAGCCTCCAAGAGTGGGAAGAAATTAAAGCAAGATAGGCTATTAAGTGCAGAGGGAGAGAAAATGCCTCCAACATGTGAGGAAGTAATG

1810 AGAGARATCATAGAATTTCTTCCGCTTCCTCGCTCACTGACTCGLTGCGCTCGGTCETTCGECTGCGGCGAGCGGTATCAGCTCACTCAAAGGCGGTAATACGGTTATCC
———

1920 ACAGAATCAGGGGATAACGCAGGAAAGAACATGTGAGCAAAAGGCCAGCAAAAGGCCAGGAACCGTAAAAAGGCCOCGTTGCTGGCGTTTTTCCATAGGCTCCGCCCCCC
2030 TGACGAGCATCACAAAAATCGACGCTCAAGTCAGAGGTGGCGAAACCCGACAGGACTATAAAGATACCAGGCGTTTCCCCCTGGAAGLTCCCTCETGCGCTCTCCTGTTC
2140 CGACCCTGCCGCTTACCGGATACCTGTCCGCCTTTCTCCCTTCGGGAAGCGTGGCGCTTTCTCATAGCTCACGCTGTAGGTATCTCAGTTCGGTOTAGGTCGTTCGCTCC
2250 AAGCTGGGCTOTGTGCACGAACCCCCCGTTCAGCCCGACCOUTGCGCCTTATCCGGTAACTATCGTCTTGAGTCCAACCCGGTAAGACACGACTTATCGCCACTGGCAGC
236@ AGCCACTGGTAACAGGATTAGCAGAGCGAGGTATGTAGGCGGTGCTACAGAGTTCTTGAAGTGGTGGCCTAACTACGGCTACACTAGAAGAACAGTATTTGGTATCTGLG
2470 CTCTGCTGAAGCCAGTTACCTTCGGAAAAAGAGTTGGTAGCTCTTCATCCGGCAAACAAACCACCGLTGGTAGCGETGGTTTTTTTGTTTGCARGCAGCAGATTACGCGC
2589 AGAAAAAAAGGATCTCAAGAAGATCCTTTGATCTTTTCTACGGGETCTGACGCTCAGTGGAACGAAAACTCACGTTAAGGGATTTTGGTCATGAGATTATCAAAAAGGAT
269@ CTTCACCTAGATCCTTTTAAATTAAAAATGAAGTTTTAAATCAATCTAAAGTATATATGAGTAAACTTGGTCTGACAGTTACCAATGCTTAATCAGTGAGGCACCTATCT
2800 CAGCGATCTGTCTATTTCGTTCATCCATAGTTGCCTGACTCGGGEGGGEGGGECGCTGAGGTCTGCCTCGTGAAGAAGGTGTTGCTGACTCATACCAGGCCTGAATCGCC
2910 CCATCATCCAGCCAGAAAGTGAGGGAGCCACGGTTOATGAGAGCTTTGTTGTAGGTGGACCAGTTGGTGATTTTGAACTTTTGCTTTGCCACGGAACGGTCTGLGTTGTC
3020 GGGAAGATGCGTGATCTGATCCTTCAACTCAGCAAAAGTTCGATTTATTCAACAAAGCCGCCGTCCCGTCAAGTCAGCGTAATGCTCTGCCAGTGTTACAACCAATTAAC
3130 CAATTCTGATTAGAAAAACTCATCGAGCATCAAATGAAACTGCAATTTATTCATATCAGGATTATCAATACCATATTTTTGAAAAAGCCGTTTCTGTAATGAAGGAGAAA
2714 F F E D L M L HF QL K NMDPNUDI GY KOQFLRIEKAO QLSZPSTF
3240 ACTCACCGAGGCAGTTCCATAGGATGGCAAGATCCTGGTATCGGTCTGCGATTCCGACTCATCCAACATCAATACAACCTATTAATTTCCCCTCGTCAAAAATAAGGTTA
238¢ E 6 L C NWL I A LDQYRDAI GVRGVDI CG I L KGETDTF I LN
3350 TCAAGTGAGAAATCACCATGAGTGACGACTGAATCCGGTGAGAATGGCAARAGCTTATGCATTTCTTTCCAGACTTGTTCAACAGGCCAGCCATTACGCTCOTCATCAAA
214D L § F D 6 H T V VS5 DPSFPLLIKHEMEI KWYVYQEVPWGNHR RTETDTDF
3460 ATCACTCGCATCAACCAAACCGTTATTCATTCGTGATTGCGCCTGAGCGAGACGAAATACGCGATCGCTGTTAAAAGGACAATTACAAACAGGAATCGAATGCAACCGGC
1654 D S A D VL GNMNMRSQAQALRTFVYRIDSNTFPCNCVPI SHLT RTR
3570 GCAGGAACACTGCCAGCGCATCAACAATATTTTCACCTGAATCAGGATATTCTTCTAATACCTGGAATGCTGTTTTCCCGGGGATCGCAGTGGTGAGTAACCATGCATCA
1284 L F VA L A DV I NEGSD®PYEELVQFATIKSG®PI ATTULLWAD
36380 TCAGGAGTACGGATAAAATGCTTGATGGTCGGAAGAGGCATAAATTCCGTCAGCCAGTTTAGTCTGACCATCTCATCTGTAACATCATTGGCAACGCTACCTTTGCCATG
9140 P T R I F HK I TPLPMFETLWNLRVMETDTUVDNAVWVSESGEKTGEGH
3790 TTTCAGAAACAACTCTGGCGCATCGGGCTTCCCATACAATCGATAGATTGTCGCACCTGATTGCCCGACATTATCGCGAGCCCATTTATACCCATATAAATCAGCATCCA
554 K L F LEPADPKG GYULRY ! TAGSQGVNZDRAWEKYGYULDATDM
3900 TGTTGGAATTTAATCGCGGCCTCGAGCAAGACGTTTCCCGTTGAATATGGCTCATAACACCCCTTGTATTACTGTTTATGTAAGCAGACAGTTTTATTGTTCATGATGAT
184 N S N L R P R S C S T E R QI HSM
4010 ATATTTTTATCTTGTGCAATGTAACATCAGAGATTTTGAGACACAACGTGGCTTTCCCCCCCCCCCCATTATTGAAGCATTTATCAGGGTTATTGTCTCATGAGCGGATA
4120 CATATTTGAATGTATTTAGAAAAATAAACAAATAGGGGTTCCGCGCACATTTCCCCGAAAAGTGCCACCTGACGTCTAAGAAACCATTATTATCATGACATTAACCTATA
4230 AAAATAGGCGTATCACGAGGCCCTTTCGTCTCGCGCGTTTCGGTGATGACGGTGAAAACCTCTGACACATGCAGCTCCCGGAGACGGTCACAGCTTGTCTGTAAGCGGAT
4340 GCCGGGAGCAGACAAGCCCGTCAGEGCGLGTCAGCGOGTGTTGECOGETGTCGGGGCTGGLTTAACTATGCGGCATCAGAGCAGATTGTACTGAGAGTGCACCATATELG
4450 GTGTGAAATACCGCACAGATGCGTAAGGAGAAAATACCGCATCAGATTGGCTATTGG
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