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DESCRIPCION

Vacunas para la prevencién y tratamiento de infeccién por VIH.
Campo de la invencion

La presente invencién se refiere a construcciones de polipéptidos de VIH nuevas, a su uso en medicina, a compo-
siciones farmacéuticas que las comprenden y a procedimientos para su fabricacién. La invencién también se refiere
a polinucleétidos que codifican los polipéptidos. En particular, la invencidn se refiere a proteinas de fusién que com-
prenden Nef de VIH-1 y Gag de VIH-1 o fragmentos de los mismos, y a polinucleétidos que los codifican. De forma
mds particular, la invencion se refiere a proteinas de fusién que comprenden proteinas Nef de VIH-1, Pol de VIH-1 y
Gag de VIH-1 o fragmentos de los mismos y a polinucleétidos que los codifican.

El VIH-1 es la causa primaria del sindrome de inmunodeficiencia adquirida (SIDA) que estd catalogado como
uno de los principales problemas de salud en el mundo. Hay una necesidad de una vacuna para la prevencioén y/o
tratamiento de la infeccién por VIH.

Antecedente de la invencion

El VIH-1 es un virus de ARN de la familia de los retrovirales. El genoma del VIH codifica al menos nueve proteinas
que se dividen en tres clases: las proteinas estructurales principales Gag, Pol y Env, las proteinas regulatorias Tat y
Reyv, y las proteinas accesorias Vpu, Vpr, Vif y Nef. El genoma del VIH muestra la organizacién 5’LTR-gag-pol-env-
LTR3’ de todos los restrovirus.

La glicoproteina gp120 de envoltura del VIH es la proteina viral que se usa para la adhesion a la célula huésped.
Esta adhesion estd mediada por la unién de dos moléculas de superficie de las células T de ayuda y macréfagos,
conocidos como CD4 y uno de los dos receptores de la quemoquina CCR-5 o CXCR-4. La proteina gp120 se expresa
en primer lugar como una molécula precursoras mayor (gp160), que luego se escinde post-translacionalmente para dar
gpl20 y gp41. La proteina gp120 estd retenida sobre la superficie del virén mediante conexién a la molécula gp41,
que estd insertada en la membrana viral.

La proteina gp120 es la diana principal de los anticuerpos de neutralizacién, pero desafortunadamente la mayoria
de las regiones inmunogénicas de las proteinas (bucle V3) son también las partes mdas variables de la proteina. Por
tanto, se cree que el uso de gp120 (o su precursor gp160) como un antigeno para vacuna para educir anticuerpos de
neutralizacién va a ser de uso limitado para una vacuna ampliamente protectora. La proteina gp120 también contiene
epitopos que son reconocidos por linfocitos T citotéxicos (CTL). Estas células efectoras son capaces de eliminar
las células infectadas con virus, y por tanto constituyen un segundo mecanismo inmunolégico antiviral principal. Al
contrario que las regiones diana de anticuerpos de neutralizacion algunos epitopos de CTL parecen ser conservados
relativamente entre diferentes cepas de VIH. Por esta razén gp120 y gp160 pueden ser componentes antigénicos ttiles
en vacunas que ayudan a educir respuestas inmunes mediadas por células (particularmente CTL).

Proteinas de no envoltura de VIH-1 incluyen, por ejemplo, proteinas estructurales internas tales como los productos
de genes gag y pol y otras proteinas no estructurales tales como Rev, Nef, Vif y Tat (Green y col., New England J.
Med, 324, 5, 308 y siguientes (1991) y Bryant y col. (Ed. Pizzo), Pediatr. Infect. Dis. J., 11, 5, 390 y siguientes (1992).

La Nef del VIH es una proteina temprana, esto es, es expresada pronto en infeccién y en ausencia de proteina
estructural.

El gen de Nef codifica pronto una proteina del VIH accesoria que ha demostrado poseer varias actividades. Por
ejemplo, se sabe que la proteina Nef provoca la baja regulacién de CD4, receptor del VIH, y moléculas de clase |
MHC de la superficie celular, aunque estd en debate la importancia bioldgica de estas funciones. De forma adicional,
Nef interactda con la ruta de sefial de las células T e induce un estado activo, que en cambio puede promover expresion
génica mas eficiente. Algunos aislados del VIH presentan mutaciones en esta region, lo que hace que no codifiquen
proteina funcional y se vean seriamente comprometidos en su replicacion y patogénesis in vivo.

El gen de Gag se translada como una poliproteina precursora que se escinde mediante proteasa para dar productos
que incluyen la proteina matriz (p17), la capsida (p24), la nucleocépsida (p9), p6 y dos péptidos espaciales, p2 y pl.

El gen Gag da lugar a la proteina precursora Gag de 55 kilodalton (kD), también denominada p55, que se expresa
a partir del ARNm viral no empalmado. Durante la translacién el término N de p55 es miristoilado, activando su
asociacion con el aspecto citoplasmatico de las membranas celulares. La poliproteina Gag asociada a la membrana
recluta dos copias del ARN gendmico viral con otras proteinas virales y celulares que activa la germinacién de la
particula viral desde la superficie de una célula infectada. Tras la germinacién se esciende la p55 mediante la proteasa
codificada viralmente (un producto del gen de pol) durante el proceso de maduracién viral en cuatro proteinas mas
pequefias designadas MA (matriz [p17]), CA (cdpsida [p24]), NC (nucleocépsida [p9]), y p6.

Ademds de las 3 proteinas Gag principales, todos los precursores de Gag contienen otras regiones distintas, que
se escinden y permanecen en el virion como péptidos de varios tamafios. Estas proteinas tienen diferentes papeles,
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por ejemplo, la proteina p2 tiene un papel propuesto en la regulacion de la actividad de la proteasa y contribuye a la
cronologia correcta del procesamiento proteolitico.

El polipéptido p17 (MA) se deriva del extremo miristoilado, de terminal N de la p55. La mayoria de las moléculas
de MA permanecen adheridas a la superficie interna de la bicapa lipida del virién, estabilizando la particula. Se recluta
un subconjunto de MA dentro de las capas mds profundas del virién, donde comienza a formar parte del complejo que
acompaiia al ADN viral al nicleo. Estas moléculas de MA facilitan el transporte nuclear del genoma viral debido a que
es reconocida una sefial cariofilica en MA por parte de la maquinaria de importacién nuclear celular. Este fenémeno
permite al VIH infectar las células que no se dividen, una propiedad inusual para un retrovirus.

La proteina p24 (CA) forma el nicleo cénico de las particulas virales. Se ha demostrado que la ciclofilina A
interactdia con la regién p24 de la p55 llevando a su incorporacién a las particulas de VIH. La interaccién entre Gag
y ciclofilina A es esencial debido a que la disrupcién de esta interaccién por parte de la ciclosporina A inhibe la
replicacién viral.

La region NC de Gag es responsable del reconocimiento especifico de la denominada sefial de empaquetamiento
del VIH. La sefial de empaquetamiento consiste en cuatro estructuras tallo-bucle localizadas cerca del extremo 5’ del
ARN viral, y es suficiente para mediar la incorporacién de un ARN heterélogo en los viriones de VIH-1. La NC se
une a la sefial de empaquetamiento a través de interacciones mediadas por dos motivos dedo de cinc. La NC también
facilita la transcripcion inversa.

La regién polipeptidica p6 media las interacciones entre p55 Gag y la proteina accesoria Vpr, llevando a la in-
corporacion de Vpr en viriones de ensamblado. La regién p6 también contiene un denominado dominio tardio que se
requiere para la liberacién eficiente de viriones de germinacién desde una célula infectada.

El gen de Pol codifica dos proteinas que contienen las dos actividades necesitadas por el virus en la infeccién
precoz, la RT y la proteina integrasa necesarias para la integracién del ADN viral en el ADN de la célula. El producto
primario de Pol se escinde mediante la proteasa del virién para dar el péptido RT de terminal amino que contiene
necesariamente actividades para la sintesis de ADN (actividad de ADN polimerasa dependiente de ARN y ADN asi
como también una funcién de ARNasa H) y proteina integrasa de terminal carboxi. La RT del VIH es un heterodimero
de RT (p66) de longitud completa y un producto de escisién (p51) al que le falta el dominio de ARNasa H de terminal
carboxi.

RT es una de las proteinas més altamente conservadas codificada por el genoma retroviral. Dos actividades princi-
pales de RT son la ADN Pol y la ribonucleasa H. La actividad de ADN Pol de RT usa ARN y ADN como templados
de forma intercambiable y como todas las ADN polimerasas conocidas es incapaz de iniciar la sintesis de ADN de
nuevo, pero requiere una molécula pre-existente para servir como un cebador (ARN).

La actividad de la ARNasa H inherente en todas las proteinas RT juega el papel esencial, ya en la replicacion,
de eliminacién del genoma de ARN cuando tiene lugar la sintesis de ADN. Degrada de forma selectiva el ARN de
todas las moléculas hibridas ARN-ADN. Estructuralmente la polimerasa y la ribo H ocupan dominios no solapados,
separados con la Pol cubriendo las dos terceras partes de los amino de la Pol.

La subunidad catalitica p66 esta plegada en 5 subdominios distintos. El terminal amino 23 de estos tiene la parte
con actividad de RT. El terminal carboxi de estos es el dominio ARNasa H.

El documento WO 03/025003 describe construcciones de ADN que codifican p17/24 Gag, Nef y RT del VIH-1,
en los que las secuencias de ADN pueden estar optimizadas con codén para parecerse a genes humanos altamente
expresados. Estas construcciones son ttiles en vacunas de ADN.

Se han sugerido proteinas de fusién que contienen multiples antigenos de VIH como candidatos a vacunas para
VIH, por ejemplo, la fusién Nef-Tat como se describe en el documento WO 99/16884. Sin embargo, las proteinas
de fusién no son de produccién directa; puede haber dificultades en la expresion de las mismas debido a que no se
corresponden con proteinas nativas. Puede haber dificultades a nivel de transcripcidn, o posteriormente. Estas tampoco
son de formulacién directa en una composicién farmacéuticamente aceptable. De forma notable, la mayoria de los
enfoques de vacunas para VIH que implican multiples antigenos condensados conjuntamente, son enfoques de ADN
o vector vivo mds que proteinas de fusién de polipéptidos.

Sumario de la invencion

La presente invencién proporciona construcciones nuevas para uso en vacunas para la profilaxis y tratamiento de
infecciones por VIH y SIDA.

En un aspecto la invencién proporciona un polipéptido de acuerdo con las reivindicaciones.

En las construcciones y composiciones de acuerdo con la invenciéon como se describen en esta invencion, la Nef es
preferiblemente una Nef de longitud completa.
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En las construcciones de acuerdo con la invencién la p17 Gag y p24 Gag son preferiblemente p17 y p24 de longitud
completa respectivamente.

En las construcciones de acuerdo con la invencién la p17 Gag y p24 Gag son preferiblemente p17 y p24 de longitud
completa respectivamente.

El polipéptido comprende tanto p17 como p24 Gag o fragmentos inmunogénicos de los mismos. En una construc-
cion de este tipo el componente p24 Gag y el componente pl7 Gag estan separados por al menos un antigeno de VIH
adicional o fragmento inmunogénico, tal como Nef y/o RT o fragmentos inmunogénicos o derivados de las mismas.

La construccién de polipéptido de acuerdo con la invencién comprende ademds RT o un fragmento o derivado
inmunogénico de la misma. Fragmentos particulares de RT que son adecuados para uso en la invencién son fragmentos
en los que la RT estd truncada en el término C, preferiblemente de modo que les falta el dominio ARNasa H de
terminal carboxi. Un fragmento de este tipo al que le falta el dominio ARNasa H de terminal carboxi es el fragmento
pS1 descrito en esta invencion.

Preferiblemente la RT o fragmento inmunogénico en las proteinas de fusién descritas en esta invencién es p66 RT
opS1 RT.

El componente RT de la proteina de fusiéon o composicién de acuerdo con la invencién comprende de forma op-
cional una mutacién en la posicién 592, o mutacién equivalente en cepas distintas a HXB2, de modo que la metionina
se elimina mediante mutacién en otro residuo, por ejemplo.

En las proteinas de fusién de acuerdo con la invencién que comprenden p24 y RT, puede ser preferible que la p24
preceda a la RT en la construccién debido a que cuando los antigenos se expresan s6los en E. coli se observa mejor
expresion de p24 que de RT.

Construcciones preferidas de acuerdo con la invencién incluyen las siguientes:
1. p24 - RT - Nef - p17
2. p24 - RT* - Nef - p17
3. p24 - p5S1RT - Nef - p17
4. p24 - pSIRT* - Nef - p17
* representa mutacion de metioninasg, en RT a lisina

El conector incluido en las construcciones enumeradas anteriormente puede ser cualquier secuencia de aminoaci-
dos corta para disminuir las interacciones potenciales entre los dos participes de la fusion que los conecta. El conector
puede ser, por ejemplo, de 4 a 10 aminodcidos de longitud. Por ejemplo, puede ser una secuencia de 6 aminoacidos tal
como la secuencia GSGGGP descrita en esta invencién en los ejemplos.

En otro aspecto la presente invencidon proporciona una proteina de fusién de antigenos de VIH que comprende
al menos cuatro antigenos de VIH o fragmentos inmunogénicos, en los que cuatro antigenos o fragmentos son o se
derivan de Nef, Pol y Gag. En este aspecto Gag esta presente como dos componentes separados que estdn separados
por al menos otro antigeno en la fusién. Preferiblemente la Nef es Nef de longitud completa. Preferiblemente la Pol
es p66 o p5S1RT. Preferiblemente 1a Gag es p17 y p24 Gag. Otros rasgos preferidos y propiedades de los componentes
del antigeno de la fusion en este aspecto de la invencién son como se describen en esta invencion.

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

1. p24 - RT - Nef - p17
2. p24 - RT* - Nef - p17
3. p24 - p5S1RT - Nef - p17
4. p24 - pSIRT* - Nef - p17

El término “derivado de” o “derivado” respecto a los antigenos de VIH incluidos en la invencién significa que
los antigenos pueden haber sido alterados de modo limitado en comparacién con sus contrapartes originales. Esto
incluye mutaciones puntuales que pueden cambiar las propiedades de la proteina, por ejemplo, mediante la mejora
de la expresion en sistemas procariéticos o eliminacién de actividad no deseable incluyendo actividad del enzima no
deseable. Las mutaciones puntuales descritas en esta invencion para la RT se disefian para alcanzar estos hechos. Sin
embargo, los antigenos deben permanecer suficientemente similares a los antigenos nativos de modo que mantengan
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las propiedades antigénicas deseables en una vacuna y asi permanecer capaces de dar una respuesta inmune frente
al antigeno nativo. De lugar o no un derivado determinado una respuesta inmune de este tipo se puede medir con un
ensayo inmunoldgico adecuado tal como ELISA (para respuestas de anticuerpos) o citometria de flujo usando tintado
adecuado para marcadores celulares y citoquinas (para respuestas celulares).

Las construcciones polipeptidicas de antigenos de VIH de acuerdo con la invencién son capaces de ser expresadas
en sistemas in vitro incluyendo sistemas procariéticos tales como E. coli. De forma ventajosa, estas se pueden purificar
mediante procedimientos de purificacién convencionales.

Las fusiones descritas en esta invencion son preferiblemente solubles cuando se expresan en un sistema de ex-
presion seleccionado, esto es, estdn presentes en una cantidad sustancial en el sobrenadante de un extracto bruto del
sistema de expresioén. La presencia de la proteina de fusion en el extracto bruto se puede medir mediante medios
convencionales tales como elucién en un gel SDS, tintado con Coomassie y comprobaciéon de la banda apropiada
mediante medida densitométrica. Las proteinas de fusién de acuerdo con la invencién son preferiblemente solubles
al menos en el 50%, mas preferiblemente solubles al menos en el 70%, lo mas preferiblemente solubles en el 90% o
mas medido mediante las técnicas descritas en esta invencidn en los ejemplos. Se conocen técnicas para mejorar la
solubilidad de las proteinas expresadas recombinantemente, por ejemplo, en sistemas de expresidn procaridticos se
mejora la solubilidad mediante disminucién de la temperatura a la que se induce la expresion génica.

Las proteinas de fusién descritas en esta invencidn se pueden purificar. En particular se pueden purificar mientras
permanecen solubles o significativamente solubles.

Fragmentos inmunogénicos como se describen en esta invencion contendrdn al menos un epitopo del antigeno y
mostrard antigenicidad por VIH y son capaces de dar una respuesta inmune cuando estaban presentes en una construc-
ci6én adecuada, tal como por ejemplo cuando estaban condensados con otros antigenos de VIH o se presentaba en un
vehiculo, siendo dirigida la respuesta inmune contra el antigeno nativo. De forma tipica los fragmentos inmunogénicos
contienen al menos 20, preferiblemente 50, mas preferiblemente 100 aminoacidos contiguos al antigeno de VIH.

La invencién proporciona en un aspecto mds polinucledtidos que codifican los polipéptidos de acuerdo con la
invencion.

Se pueden usar polinucleétidos de acuerdo con la invencién como vacunas de polinucleétidos. Los polinucledtidos
pueden estar presentes dentro de cualquiera de una variedad de sistemas de liberacidn conocidos por los especialistas
en la técnica, incluyendo sistemas de expresion de 4cido nucleico tales como ADN plasmido, sistemas de expresion
bacterianos y virales. Son bien conocidas en la técnica numerosas técnicas de liberacion de genes, tales como las des-
critas por Rolland, Crit. Rev. Therap. Drug Carrier Systems 15:143-198, 1998 y referencias citadas en ese documento.
Sistemas de expresion de dcido nucleico apropiados contienen las secuencias de ADN necesarias para la expresion en
el paciente (tal como un promotor adecuado y sefial de terminacién). Cuando el sistema de expresion es un microor-
ganismo vivo recombinante, tal como un virus o bacteria, el gen de interés se puede insertar dentro del genoma del
virus recombinante vivo o bacteria. La inoculacién y la infeccién in vivo con este vector vivo llevara a la expresién in
vivo del antigeno e induccién de respuestas inmunes. Virus y bacterias usadas para este fin son, por ejemplo: poxvirus
(por ejemplo, vaccinia, fowlpox, canaripox, poxvirus modificados, por ejemplo, virus Ankara modificado (MVA)),
alfavirus (virus Sindbis, virus Semliki Forest, virus de la encefalitis equina venezolana), flavivirus (virus de la fiebre
amarilla, virus del dengue, virus de la encefalitis japonesa), adenovirus, virus adeno-asociados, picornavirus (poliovi-
rus, rinovirus), virus de herpes (virus varicella zoster, etc), morbilivirus (e.g. rubeola), Listeria, Salmonella, Shigella,
Neisseria, BCG. Estos virus y bacterias pueden ser virulentos, o ser atenuados de varias formas con el fin de obtener
vacunas vivas. Tales vacunas vivas también forman parte de la invencidn.

Un vector de rubéola preferido para uso como un vector vivo de acuerdo con la invencién es la cepa de Schwartz
o una cepa derivada de la misma.

Un adenovirus preferido para uso como un vector vivo es un adenovirus humano sero-prevalente inferior tal como
Ad5 o Ad35 o un adenovirus de origen no humano tal como un adenovirus de primate no humano tal como un adeno-
virus de simio. Tal adenovirus humanos sero-prevalentes inferiores o similares tendrdn menos de 60, de forma tipica
menos del 50%, de sero-prevalencia en la poblacién. Preferiblemente, los vectores son defectivos en la replicacién. De
forma tipica estos virus contienen una delecion en E1 y se pueden criar en lineas celulares que se transforman con un
gen E1. Los adenovirus de simio preferidos son virus aislados de chimpancés. En particular C68 (también conocido
como Pan9) (véase la patente de Estados Unidos n° 6083716) y se prefieren para uso en la presente invencién Pan 5,
6 y Pan 7 (documento W0 03/046124). Estos vectores se pueden manipular para insertar un polinucleétido heterélogo
de acuerdo con la invencién de modo que se pueden expresar los polipéptidos de acuerdo con la invencion. El uso,
formulacién y fabricacién de tales vectores adenovirales recombinantes se describe detalladamente en el documento
WO 03/046142.

Por tanto, se puede proporcionar Nef, p17 y p24 Gag y RT de una vacuna preferida de acuerdo con la invencién en
forma de un polinucleétido que codifica el polipéptido deseado.

Se pueden usar los polinucleétidos de acuerdo con la invencion para expresar los polipéptidos codificados en un
sistema de expresion seleccionado. Al menos uno de los antigenos de VIH, por ejemplo, la RT, se puede codificar me-
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diante una secuencia optimizada con codén en el polinucleétido, esto quiere decir que la secuencia ha sido optimizada
para la expresion en un sistema de expresion recombinante seleccionado tal como E. coli.

En otro aspecto la invencién proporciona un polipéptido p51 RT o derivado del mismo o un polinucleétido que lo
codifica, preferiblemente optimizado con codén para la expresion en un sistema de expresién adecuado, en particular
un sistema procaridtico tal como E. coli.

El polipéptido p5S1 RT o polinucleétido se puede usar sélo, o en combinacién con una construccién de polipéptido
o polinucleétido de acuerdo con la invencién. Por tanto, en un aspecto mds la invencién proporciona una composicién
que comprende (i) un polipéptido que comprende Nef o un fragmento que contiene epitopo de Nef y p17 Gag y/o
p24 Gag, en los que cuando ambos pl17 y p24 Gag estidn presentes hay al menos un antigeno de VIH o fragmento
inmunogénico entre ellos y (ii) un polipéptido p51 RT. La invencién proporciona ademas polinucledtidos que codifican
estos.

Preferiblemente Nef es Nef de longitud completa. Preferiblemente p17 es p17 de longitud completa.

Los polipéptidos y polinucleétidos de acuerdo con la invencién se pueden combinar con otros antigenos o po-
linucledtidos que codifican otros antigenos. En particular, esto puede incluir proteinas env del VIH o fragmentos o
derivados de las mismas. Las formas preferidas de env son gp120, gp140 y gp160. La env puede ser, por ejemplo, la
proteina de envoltura descrita en el documento WO 00/07631 de un clon de envoltura de clado B de VIH-1 conocido
como R2, o un fragmento o derivado del mismo. Por tanto, la invencién proporciona ademas una composicién que
comprende cualquiera de los polipéptidos o composiciones de polipéptido de acuerdo con la invencién, junto con una
proteina env del VIH o fragmento o derivado de la misma. De forma similar la invencién proporciona una composi-
cién que comprende un polinucledtido o polinucleétidos que codifican un polipéptido o polipéptidos de acuerdo con
la invencién y un polinucleétido que codifica una proteina env del VIH o fragmento o derivado de la misma.

La invencién proporciona ademds procedimientos de preparacion de los polipéptidos descritos en esta invencion,
tal procedimiento comprende la expresion de un polinucledtido que codifica el polipéptido en un sistema de expresion
adecuado, en particular un sistema procariético tal como E. coli y reconversién del polipéptido expresado. Preferi-
blemente se induce la expresién a una temperatura baja, que es una temperatura por debajo de 37°, para promover la
solubilidad del polipéptido.

La invencién proporciona ademds un procedimiento para la purificacién de un polipéptido como se describe en
esta invencion, tal procedimiento comprende:

i). proporcionar una composicioén que comprende el polipéptido no purificado;
ii). someter la composicion a al menos dos etapas cromatograficas;
iii).  de forma opcional carboxiamidacion del polipéptido;

iv) llevar a cabo una etapa de intercambio en tampdn para proporcionar la proteina en un tampé6n adecuado
para una formulacién farmacéutica.

La carboxiamidacién se puede llevar a cabo entre las dos etapas cromatogréficas. La etapa de carboxiamidacion se
puede llevar a cabo usando yodoacetamida.

En un ejemplo, el procedimiento de acuerdo con la invencién no usa mas de dos etapas cromatograficas.

La invencién proporciona ademds composiciones farmacéuticas y composiciones inmunogénicas y vacunas que
comprenden los polipéptidos y polinucledtidos de acuerdo con la invencién, en combinacién con un adyuvante o
vehiculo farmacéuticamente aceptable.

Las vacunas de acuerdo con la invencién se pueden usar para inmunizacién profildctica o terapéutica contra VIH.

La invencién proporciona ademads el uso de los polipéptidos y composiciones de polipéptido y los polinucledti-
dos y composiciones de polinucledtido como se describen en esta invencién, en la fabricacién de una vacuna para
inmunizacidn profildctica o terapéutica contra VIH.

La vacuna de la presente invencién contendrd una cantidad inmunoprotectora o inmunoterapéutica del polipéptido
y/o antigenos de polinucleétido y se puede preparar mediante técnicas convencionales.

La preparaciéon de vacuna se describe en general en New Trends and Developments in Vaccines, editado por
Voller y col., University Park Press, Baltimore, Maryland, EEUU 1978. La encapsulacién dentro de liposomas se
describe, por ejemplo, por parte de Fullerton, patente de Estados Unidos 4.235.877. La conjugacién de proteinas en
macromoléculas se describe, por ejemplo, por parte de Likhite, patente de Estados Unidos 4.372.945 y por parte de
Armor y col., patente de Estados Unidos 4.474.757.
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La cantidad de proteina en la dosis de vacuna se selecciona como una cantidad que induce una respuesta inmuno-
protectora sin efectos secundarios adversos significativos en vacunas tipicas. Tal cantidad variard dependiendo de qué
inmunégeno especifico se use y del régimen de vacunacién que se seleccione. En general se espera que cada dosis
comprenda de 1 a 1000 ug de cada proteina, preferiblemente de 2 a 200 g, lo més preferiblemente de 4 a 40 ug
de la fusién de polipéptido. Se puede averiguar una cantidad Optima para una vacuna determinada mediante estudios
convencionales que incluyen la observacién de titulos de anticuerpo y otras respuestas inmunes en sujetos. Tras una
vacunacion inicial, los sujetos pueden recibir un refuerzo en aproximadamente 4 semanas, y una segunda inmunizacién
de refuerzo a continuacion.

Las proteinas de la presente invencion estan preferiblemente adyuvadas en la formulacién de vacuna de la inven-
cién. Se describen adyuvantes en general en Vaccine Design - the Subunit and Adjuvant Approach, editado por Powell
and Newman, Plenum Press, Nueva York, 1995.

Adyuvantes adecuados incluyen una sal de aluminio tal como hidréxido de aluminio o fosfato de aluminio, pero
también pueden ser una sal de calcio, hierro o cinc, o pueden ser una suspension insoluble de tirosina acilada, o
azucares acilados, polisacdridos derivatizados catiénicamente o aniénicamente, o polifosfazenos.

En la formulacién de la invencidn se prefiere que la composicién adyuvante incluya una respuesta Th1 preferencial.
Sin embargo, se entenderd que no se excluyan otras respuestas, incluyendo otras respuestas humorales.

Se genera una respuesta inmune a un antigeno a través de la interaccidn del antigeno con las células del sistema
inmune. La respuesta inmune resultante se puede distinguir ampliamente en dos categorias extremas, siendo respuestas
inmunes humorales o mediadas por células (caracterizadas tradicionalmente por mecanismos efectores de anticuerpo
y celulares de proteccion respectivamente). Estas categorias de respuesta se han denominado respuestas de tipo Thl
(respuesta mediada por célula), y respuestas inmunes de tipo Th2 (respuestas humorales).

Las respuestas inmunes de tipo Thl extremas se pueden caracterizar por la generacién de linfocitos T citotéxicos
restringidos por el haplotipo, especificos del antigeno, y respuestas de células asesinas naturales. En ratones, las res-
puestas de tipo Thl se caracterizan frecuentemente por la generacién de anticuerpos del subtipo IgG2a, mientras que
en el humano estas corresponden a anticuerpos de tipo IgG1. Las respuestas inmunes de tipo Th2 se caracterizan por
la generacién de un amplio intervalo de isotipos de inmunoglobulina incluyendo en ratones IgG1, IgA e IgM.

Se puede considerar que la fuerza impulsora detrés del desarrollo de estos dos tipos de respuestas inmunes son las
citoquinas, un nimero de mensajeros proteicos identificados que sirven para ayudar a las células del sistema inmuno-
16gico y dirigir la respuesta inmune eventual a una respuesta Th1 o Th2. Por tanto, niveles elevados de citoquinas de
tipo Th1 tienden a favorecer la induccién de respuestas inmunes mediadas por células respecto al antigeno adminis-
trado, mientras que niveles elevados de citoquinas de tipo Th2 tienden a favorecer la induccidn de respuestas inmunes
humorales respecto al antigeno.

Es importante recordar que la distincién de respuestas inmunes de tipo Thl y Th2 no es absoluta. En realidad
un individuo soportard una respuesta inmune que se describe que es predominantemente Thl o predominantemente
Th2. Sin embargo, es frecuentemente conveniente considerar las familias de citoquinas en términos de lo descrito en
clones de células T CD4+ve murinas por parte de Mosmann y Coffman (Mosmann, T.R. and Coffiman, R.L. (1989)
TH1 and TH2 cells: different patterns of lymphokine secretion lead to different functional properties. Annual Review
of Immunology, 7, pdginas 145 a 173). Tradicionalmente las respuestas de tipo Th1 estdn asociadas con la produccién
de las citoquinas INF-y e IL-2 por parte de linfocitos T. Otras citoquinas frecuentemente asociadas directamente con
la induccién de respuestas inmunes de tipo Th1l no son producidas por células T, tales como IL-12. Por el contrario
las respuestas de tipo Th2 estds asociadas con la secrecién de IL-4, IL-5, IL-6, IL-10 y factor de necrosis tumoral 5
(TNF-5).

Se sabe que ciertos adyuvantes de vacuna son particularmente adecuados para la estimulacién de respuestas de
citoquina de tipo Th1 o Th2. Tradicionalmente los mejores indicadores del equilibrio Th1 :Th2 de la respuesta inmune
tras una vacunacién o infeccién incluye la medida directa de la produccién de citoquinas Thl o Th2 por parte de
linfocitos T in vitro tras reestimulacién con antigeno, y/o la medida de la relacion IgG1:IgG2a de respuestas de
anticuerpo especificas de antigeno.

Por tanto, un adyuvante de tipo Thl es uno que estimula poblaciones de células T aisladas para producir altos
niveles de citoquinas de tipo Th1 cuando se re-estimulan con antigeno in vitro, e induce respuestas de inmunoglobulina
especificas del antigeno asociadas con isotipo de tipo Thl.

Inmunoestimulantes de tipo Th1 preferidos que se pueden formular para producir adyuvantes adecuados para uso
en la presente invencion incluyen los siguientes sin restringirse a estos.

Monofosforil lipido A, en particular el monofosforil lipido A 3-de-O-acilado (3D-MPL), es un inmunoestimulante
de tipo Thl preferido para uso en la invencién. 3D-MPL es un adyuvante bien conocido fabricado por Ribi Immuno-
chem, Montana. Quimicamente es suministrado frecuentemente como una mezcla de monofosforil lipido A 3-de-O-
acilado con cadenas aciladas en 4, 5 6 6. Se puede purificar y preparar mediante los procedimientos dados a conocer
en el documento GB 2122204B, tal referencia también describe la preparacion de difosforil lipido A, y variantes 3-
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O-deaciladas del mismo. Se han descrito otros lipopolisacaridos purificados y sintéticos (documentos US 6.005.099
y EP 0729473 B1; Hilgers y col., 1986, Int. Arch. Allergy. Immunol., 79(4):392-6; Hilgers y col., 1987, Immunology,
60(1):141-6; y EP 0549074 B1). Una forma preferida de 3D-MPL es en la forma de una formulacién particulada que
tiene un tamafo de particular pequefio inferior a 0,2 um de didmetro, y su procedimiento de fabricacion se describe en
el documento EP 0689454.

Las saponinas son también inmunoestimulantes Th1 preferidos de acuerdo con la invencién. Las saponinas son
adyuvantes bien conocidos y se dan a conocer en: Lacaille-Dubois, M y Wagner H. (1996. A review of the biological
and pharmacological activities of saponins. Phytomedicine volumen 2, paginas 363-386). Por ejemplo, se describen
Quil A (derivado de la corteza del arbol sudamericano Quillaja Saponaria Molina), y fracciones del mismo, en el
documento US 5.057.540 y en “Saponins as vaccine adjuvants”, Kensil, C. R., Crit Rev Ther Drug Carrier Syst, 1996,
12 (1-2):1-55; y en el documento EP 0362279 B1. Se han descrito saponinas hemoliticas QS21 y QS17 (fracciones de
Quil A purificadas con HPLC) como potentes adyuvantes sistémicos, y se describe el procedimiento de su produccién
en la patente de Estados Unidos nimero 5.057.540 y en el documento EP 0362279 B1. También se describe en estas
referencias el uso de QS7 (una fraccién no hemolitica de Quil-A) que actia como un potente adyuvante para vacunas
sistémicas. El uso de QS21 se describe ademds por parte de Kensil y col. (1991. J. Immunology volumen 146, 431-
437). Se conocen también combinaciones de QS21 y polisorbato o ciclodextrina (documento WO 99/10008). Los
sistemas adyuvantes particulados que comprenden fracciones de QuilA, tales como QS21 y QS7 se describen en los
documentos WO 96/33739 y WO 96/11711. Un sistema de este tipo es conocido como un Iscorn y puede contener
una o mas saponinas.

Otro inmunoestimulante preferido es un oligonucle6tido inmunoestimulatorio que contiene dinucledtidos CpG no
metilados (“CpG”). CpG es una abreviatura de motivos de dinucleétido de citosin-guanosina presentes en ADN. CpG
es conocido en la técnica como un adyuvante cuando se administra tanto por via sistémica como mucosal (documentos
WO 96/02555, EP 468520, Davis y col, J. Immunol, 1998, 160(2):870-876; McCluskie y Davis, J. Immunol., 1998, 161
(9):4463-6). Histéricamente se observé que la fraccion de ADN de BCG podria ejercer un efecto anti-tumor. En otros
estudios, se demostr6 que oligonucledtidos sintéticos derivados de secuencias de genes de BCG son capaces de inducir
efectos inmunoestimulatorios (tanto in vitro como in vivo). Los autores de estos estudios concluyeron que ciertas
secuencias palindrémicas, incluyendo un motivo CG central, portaban esta actividad. El papel central del motivo CG
en la inmunoestimulacién se elucidaba m4s tarde en una publicacién de Krieg, Nature 374, paginas 546 1995. Anlisis
detallados han mostrado que el motivo CG tiene que estar en un cierto contexto de secuencia, y que esas secuencias
son comunes en ADN bacteriano pero que son raras en ADN de vertebrados. La secuencia inmunoestimulatoria es
frecuentemente: Purina, Purina, C, G, pirimidina, pirimidina; en la que el motivo CG no estd metilado, pero se conocen
otras secuencias CpG no metiladas por ser inmnoestimulatorias y se pueden usar en la presente invencion.

En ciertas combinaciones combinaciones de los seis nucle6tidos esta presente una secuencia palindrémica. Pueden
estar presentes en el mismo oligonucle6tido varios de estos motivos, bien como repeticiones de un motivo o una com-
binacién de distintos motivos. La presencia de una o varias de estas secuencias inmunoestimulatorias que contienen
oligonucle6tidos puede activar distintos subconjuntos inmunes, incluyendo células asesinas naturales (que producen
interferona y y tienen actividad citolitica) y macréfagos (Wooldrige y col. volumen 89 (nimero 8), 1977). Otras se-
cuencias que contienen CpG no metilado que no tienen esta secuencia de consenso se ha demostrado también ahora
que son inmunomodulatorias.

GpG cuando se formula en vacunas, se administra por lo general en solucién libre junto con antigeno libre (do-
cumento WO 96/02555; McCluskie y Davis, véase anteriormente) o conjuntado convalentemente con un antigeno
(documento WO 98/16247), o formularse con un vehiculo tal como hidréxido de aluminio ((antigeno de superficie
de la hepatitis) Davis y col. véase anteriormente; Brazolot-Millan y col, Proc. Natl. Acad. Sci, EEUU, 1998, 95(26),
15553-8).

Tales inmunoestimulantes como se describen anteriormente, se pueden formular junto con vehiculos, tales como
por ejemplo liposomas, emulsiones aceite en agua y o sales metalicas, incluyendo sales de aluminio (tal como hidré-
xido de aluminio). Por ejemplo, se puede formular 3D-MPL con hidréxido de aluminio (documento EP 0689454) o
en emulsiones aceite en agua (documento WO 95/17210); se puede formular QS21 de forma ventajosa con liposomas
que contienen colesterol (documento WO 96/33739), emulsiones aceite en agua (documento WO 95/17210) o alumbre
(documento WO 98/15287); CpG se puede formular con alumbre (Davis y col. véase anteriormente; Brazolot-Millan
véase anteriormente) o con otros vehiculos catidnicos.

Se prefieren también combinaciones de inmunoestimulantes, en particular una combinacién de un monofosforil
lipido A y un derivado de saponina (documentos WO 94/00153; WO 95/17210; WO 96/33739; WO 98/56414; WO
99/12565; WO 99/11241), més particularmente la combinacién de QS21 y 3D-MPL como se describe en el documento
WO 94/00153. De forma alternativa, una combinacién de CpG mds una saponina tal como QS21 también forma un
adyuvante potente para uso en la presente invencidn. De forma alternativa, la saponina se puede formular en un
liposoma o en un Iscorn y combinarse con un oligonucleétido inmunoestimulatorio.

Por tanto, sistemas adyuvantes adecuados incluyen, por ejemplo, una combinacién de monofosforil lipido A, prefe-
riblemente 3D-MPL, junto con una sal de aluminio. Un sistema mejorado incluye la combinacién de un monofosforil
lipido A y un derivado de saponina, particularmente la combinacién de QS21 y 3D-MPL como se describié en el
documento WO 94/00153, o una composicién menos reactogénica donde el QS21 se desactiva en liposomas que
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contienen colesterol (DQ) como se describe en el documento WO 96/33739. Esta combinacién puede comprender
adicionalmente un oligonucleétido inmunoestimulatorio.

Se describe una formulacién adyuvante particularmente potente que involucra QS21, 3D-MPL y tocoferol en una
emulsion aceite en agua en el documento WO 95/17210 y es otra formulacién preferida para uso en la invencién.

Otra formulacién preferida comprende un oligonucleétido CpG sélo o junto con una sal de aluminio.

En un aspecto adicional de la presente invencidon se proporciona un procedimiento para la fabricacion de una
formulacién de vacuna como se describe en esta invencion, en el que el procedimiento comprende mezcla de un
polipéptido de acuerdo con la invencion con un adyuvante adecuado.

Las combinaciones adyuvantes particularmente preferidas para uso en las formulaciones de acuerdo con la inven-
ci6én son como sigue:

1) 3D-MPL + QS21 en un liposoma

ii) Alumbre + 3D-MPL

iii)  Alumbre + QS21 en a liposome + 3D-MPL
iv)  Alumbre + CpG

V) 3D-MPL + QS21 + emulsién aceite en agua
vi)  CpG

La administracién de la composicion farmacéutica puede tomar la forma de una o de més de una dosis individual,
por ejemplo, como dosis repetidas de la misma composicién que contiene polipéptido, o en un régimen de vacunacién
“induccién-refuerzo” heterélogo. Un régimen induccién-refuerzo heter6logo usa administracién de diferentes formas
de vacuna en la induccién y el refuerzo, cada una de las cuales puede incluir por si misma dos o mas administraciones.
La composicién de induccién y la composicién de refuerzo tendrdn al menos un antigeno en comun, aunque no es
necesariamente una forma idéntica del antigeno, esta puede ser una forma diferente del mismo antigeno.

Se pueden llevar a cabo inmunizaciones de induccién refuerzo de acuerdo con la invencién con una combinacién de
proteina y formulaciones basadas en ADN. Una estrategia de este tipo se considera que es efectiva en la induccién de
amplias respuestas inmunes. Vacunas de proteina adyuvadas inducen principalmente anticuerpos y respuestas inmunes
de células T de ayuda, mientras la liberacién de ADN como un pldsmido o un vector vivo induce fuertes respuestas
de linfocitos T citotéxicos (CTL). Por tanto, la combinacién de proteina y vacunacién con ADN proporcionard una
amplia variedad de respuestas inmunes. Esto es particularmente relevante en el contexto de VIH, ya que se cree que
ambos anticuerpos de neutralizacion y CTL son importantes para la defensa inmune contra VIH.

De acuerdo con la invencién un calendario para la vacunacion puede comprender la administracion secuencial
(“induccidn-refuerzo”) o simultanea de antigenos de de polipéptido y ADN que codifica los polipéptidos. E1 ADN se
puede liberar como ADN desnudo tal como ADN pldsmido o en la forma de un vector vivo recombinante, por ejemplo,
un vector poxvirus, un vector adenovirus, un vector de virus de la rubeola, o cualquier otro vector vivo adecuado. Se
pueden inyectar antigenos de proteina una o varias veces seguido de una o varias administraciones de ADN, se puede
usar ADN en primer lugar durante una o mas administraciones seguidas de una o mas inmunizaciones con proteina.

Un ejemplo particular de inmunizacién por induccién-refuerzo de acuerdo con la invencién incluye la induccién
con ADN en la forma de un vector vivo recombinante tal como un vector de poxvirus modificado, en la induccién
de respuestas inmunes amplias. Vacunas de proteina adyuvadas induce fuertes respuestas de linfocitos T citotéxicos
(CTL). Por tanto, la combinacién de proteina y vacunacién con ADN proporcionard una amplia variedad de respuestas
inmunes. Esto es particularmente relevante en el contexto de VIH, ya que se cree que ambos anticuerpos de neutrali-
zacion y CTL son importantes para la defensa inmune contra VIH.

De acuerdo con la invencién un calendario para la vacunacién puede comprender la administracién secuencial
(“induccion-refuerzo”) o simultdnea de antigenos de de polipéptido y ADN que codifica los polipéptidos. E1 ADN se
puede liberar como ADN desnudo tal como ADN plasmido o en la forma de un vector vivo recombinante, por ejemplo,
un vector poxvirus, un vector adenovirus, un vector de virus de la rubeola, o cualquier otro vector vivo adecuado. Se
pueden inyectar antigenos de proteina una o varias veces seguido de una o varias administraciones de ADN, se puede
usar ADN en primer lugar durante una o mds administraciones seguidas de una o mas inmunizaciones con proteina.

Un ejemplo particular de inmunizacién por induccién-refuerzo de acuerdo con la invencion incluye la induccién
con ADN en la forma de un vector vivo recombinante tal como un vector poxvirus modificado, por ejemplo, virus
Ankara modificado (MVA) o un alfavirus, por ejemplo, virus de encefalitis equina venezolana, o un vector adenovirus,
o un vector de virus de la rubeola, seguido de refuerzo con una proteina, preferiblemente una proteina adyuvada.
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Por tanto la invencién proporciona ademads un kit farmacéutico que comprende:

a) una composicion que comprende un polipéptido de acuerdo con la reivindicacién 1 junto con un excipiente
farmacéuticamente aceptable; y

b) una composicién que comprende un polinucleétido que codifica una o més de Nef o Gag o un fragmento o
derivado inmunogénico de Nef o Gag que contiene un epitopo de Nef o Gag presente en el polipéptido de
a), junto con un excipiente farmacéuticamente aceptable.

En una realizacién alternativa el kit farmacéutico comprende:

a) una composicién que comprende un polinucleétido que codifica un polipéptido de acuerdo con la reivindi-
cacién 1, junto con un excipiente farmacéuticamente aceptable, y

b) una composicién que comprende un polipéptido que comprende uno o mas de Nef o Gag o un fragmento o
derivado inmunogénico de Nef o Gag que contiene un epitopo de Nef o Gag presente en el polipéptido de
a), junto con un excipiente farmacéuticamente aceptable.

Polipéptidos y polinucleétidos preferidos para uso en un kit para induccién/refuerzo de acuerdo con la invencién
son polipéptidos y polinucleétidos como se describen en esta invencién. Por tanto, el componente proteico de un en-
foque induccidén/refuerzo de tipo proteina/ADN puede ser cualquiera de las proteinas de fusién preferidas descritas en
esta invencidn. Igualmente, el componente ADN puede ser un polinucledtido que codifica cualquiera de las proteinas
preferidas.

Por tanto, por ejemplo, las fusiones p24 - RT - Nef - p17, p24 - RT* - Nef - p17, p24 - pS1RT - Nef - pl7, p24
- pSIRT* - Nef - pl7 se pueden proporcionar en un kit de induccién refuerzo, productos tales como truncados. La
adaptacion de uso del coddn a la expresion de E. coli puede eliminar también las secuencias de “desplazamiento de
marco” putativas asf como también la terminacién prematura y/o sitios de iniciacién internos.

El codigo de ADN tiene 4 letras (A, T, C y G) y usa estas para deletrear tres letras “codones” que representan los
aminodcidos de las proteinas codificadas en un gen del organismo. La secuencia lineal de codones a lo largo de la
molécula de ADN se translada en la secuencia lineal de aminoacidos en la(s) proteina(s) codificadas por estos genes.
El c6digo estd altamente degenerado, con 61 codones que codifican para los 20 aminodcidos naturales y 3 codones
que representan sefales “de parada”. Por tanto, la mayoria de los aminodcidos estdn codificados por mds de un codén
- de hecho varios estan codificados por cuatro o mds codones diferentes.

Donde esté disponible mds de un codén para codificar para un aminodcido dado, se ha observado que los patrones
de uso de codén de organismos son altamente no aleatorios. Diferentes especies muestran una preferencia diferente en
su seleccion de coddn y, ademads, la utilizacion de los codones puede ser marcadamente diferente en una tnica especie
entre genes que se expresan a niveles superiores e inferiores. Esta preferencia es diferente en virus, plantas, bacterias y
células de mamiferos, y algunas especies muestran una preferencia mas fuerte lejos de una seleccién de codén aleatoria
que otros. Por ejemplo, los humanos y otros mamiferos no son menos fuertemente preferidos que ciertas bacterias o
virus. Por estas razones, hay una probabilidad significativa de que un gen viral de un virus de mamifero expresado en
E. coli, o un gen extrafio o recombinante expresado en células de mamifero tengan una distribucién inapropiada de
codones para expresion eficiente. Se cree que la presencia en una secuencia de ADN heteréloga de bucles de codones o
una abundancia de codones que se observan raramente en el huésped en cuya expresion se van a producir, es predictiva
de bajos niveles de expresion heteréloga en ese huésped.

En los polinucledtidos de la presente invencién el modelo de uso del codén puede estar alterado del tipico de virus
de inmunodeficiencia humana para representar mds estrechamente la preferencia codénica del organismo diana, por
ejemplo E. coli.

Hay una variedad de programas disponibles publicamente ttiles para la optimizacién con codén, por ejemplo
“CalcGene” (Hale y Thompson, Protein Expression and Purification 12: 185-189 (1998).

Ejemplos
Ejemplo 1
Construccion y expresion de F4 de fusion p24 - RT - Nef - p17 y F4 optimizada con codon (co) del VIH-1

1. F4 no optimizada con codon

Se expresaron proteinas gag p24 de (proteina cdpsida) y p17 (proteina matriz), la transcriptasa inversa y Nef de
VIH-1 en cepa B834 de E. coli. (B834 (DE3) es un pariente auxétrofo de la metionina de BL21 (DE3)), bajo control
del promotor del bacteriéfago T7 (sistema de expresion pET).

Estos se expresaron como una proteina de fusién simple que contiene la secuencia completa de las cuatro proteinas.
La secuencia que codifica p24 madura proviene del clon molecular de BH10 del VIH-1, secuencia p17 madura y gen

de RT de HXB2 y gen de Nef de aislado de BRU.
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Tras induccion, las células recombinantes expresaron niveles significativos de la fusién p24-RT-Nef-p17 que as-
cendieron hasta el 10% de la proteina total.

Cuando se cultivaron células e indujeron a 22°C, la proteina de fusién p24-RT-Nef-p17 se confiné principalmente
en la fraccién soluble de los lisados bacterianos (incluso tras congelacion/descongelacién). Cuando se cultivaron a
30°C, en torno al 30% de la proteina recombinante estaba asociada con la fraccién insoluble.

La proteina de fusion p24-RT-Nef-p17 estd hecha de hasta 1136 aminoacidos con una masa molecular de aproxi-
madamente 129 kDa. La proteina de longitud completa migra hasta aproximadamente 130 kDa en gel SDS. La proteina
tiene un punto isoeléctrico tedrico (pI) de 7,96 basado en su secuencia de aminodcidos, confirmado por electroforesis
en gel 2D.

Detalles del pldsmido recombinante:
nombre: pRIT15436 (o nombre de laboratorio pET28b/p24-RT-Nef-p17)

vector huésped: PET28b replicén: colEl

seleccion: kanamycin
promotor: T7
insercion: gen de fusion de p24-RT-Nef-p17.

Detalles de la proteina recombinante:

Proteina de fusién p24-RT-Nef-p17: 1136 aminodcidos

Término N - p24: 232a.a. - bisagra:2a.a. - RT: 562a.a. - bisagra:2a.a. - Nef: 206a.a. - P17: 132a.a. - Término C
Secuencias de nucledtidos y aminodcidos

Secuencia de nucleotidos

atggttatcgtgcagaacatccaggggcaaatggtacatcaggccatatcacctagaact
ttaaatgcatgggtaaaagtagtagaagagaaggctttcagcccagaagtaatacccatg
ttttcagcattatcagaaggagccaccccacaagatttaaacéccatgctaaacacagtg
gggggacatcaagcagccatgcaaatgttaaaagagaccatcaatgaggaagctgcagaa
tgggatagagtacatccagtgcatgcagggcctattgcaccaggccagatgagagaacca
aggggaagtgacatagcaggaactactagtacccttcaggaacaaataggatggatgaca
aataatccacctatcccagtaggagaaatttataaaagatggataatcctgggattaaat
aaaatagtaagaatgtatagccctaccagcattctggacataagacaaggaccaaaagaa
ccttttagagactatgtagaccggttctataaaactctaagagccgagcaagcttcacag
gaggtaaaaaattggatgacagaaaccttgttggtccaaaatgcgaacccagattgtaag
actattttaaaagcattgggaccagcggctacactagaagaaatgatgacagcatgtcag
ggagtaggaggacccggccataaggcaagagttttgcatatdggccccattagccetat

tgagactgtgtcagtaaaattaaagccaggaatggatggcccaaaagttaaacaatggcece
attgacagaagaaaaaataaaagcattagtagaaatttgtacagagatggaaaaggaagg
gaaaatttcaaaaattgggcctgaaaatccatacaatactccagtatttgccataaagaa
aaaagacagtactaaatggagaaaattagtagatttcagagaacttaataagagaactca
agacttctgggaagttcaattaggaataccacatcccgcagggttaaaaaagaaaaaatc
agtaacagtactggatgtgggtgatgcatatttttcagttcccttagatgaagacttcag
gaaatatactgcatttaccatacctagtataaacaatgagacaccagggattagatatca
gtacaatgtgcttccacagggatggaaaggatcaccagcaatattccaaagtagcatgac
aaaaatcttagagccttttagaaaacaaaatccagacatagttatctatcaatacatgga
tgatttgtatgtaggatctgacttagaaatagggcagcatagaacaaaaatagaggagct
gagacaacatctgttgaggtggggacttaccacaccagacaaaaaacatcagaaagaacc
tccattccttaaaatgggttatgaactceccatectgataaatggacagtacagectatagt
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gctgccagaaaaagacagctggactgtcaatgacatacagaagttagtggggaaattgaa
ttgggcaagtcagatttacccagggattaaagtaaggcaattatgtaaactccttagagg
aaccaaagcactaacagaagtaataccactaacagaagaagcagagctagaactggcaga
daaacagagagattctaaaagaaccagtacatggagtgtattatgacccatcaaaagactt
aatagcagaaatacagaagcaggggcaaggccaatggacatatcaaatttatcaagagcece
atttaaaaatctgaaaacaggaaaatatgcaagaatgaggggtgcccacactaatgatgt
aaaacaattaacagaggcagtgcaaaaaataaccacagaaagcatagtaatatggggaaa
gactcctaaatttaaactgcccatacaaaaggaaacatgggaaacatggtggacagagta
ttggcaagccacctggattcctgagtgggagtttgttaataccectectttagtgaaatt
atggtaccagttagagaaagaacccatagtaggagcagaaaccttctatgtagatggggce
agctaacagggagactaaattaggaaaagcaggatatgttactaatagaggaagacaaaa
agttgtcaccctaactgacacaacaaatcagaagactgagttacaagcaatttatctage
tttgcaggattcgggattagaagtaaacatagtaacagactcacaatatgcattaggaat
cattcaagcacaaccagatcaaagtgaatcagagttagtcaatcaaataatagagcagtt
aataaaaaaggaaaaggtctatctggcatgggtaccagcacacaaaggaattggaggaaa
tgaacaagtagataaattagtcagtgctggaatcaggaaagtgctalgctatgggtggcea
agtggtcaaaaagtagtgtggttggatggcctactgtaagggaaagaatgagacgagctg
agccagcagcagatggggtgggagcagcatctcgagacctggaaaaacatggagcaatca
caagtagcaatacagcagctaccaatgctgcttgtgectggcectagaagcacaagaggagg
aggaggtgggttttccagtcacacctcaggtacctttaagaccaatgact
tacaaggcagctgtagatcttagccactttttaaaagaaaaggggggactggaagggcta
attcactcccaacgaagacaagatatccttgatctgtggatctaccacacacaaggctac
ttcecctgattggcagaactacacaccagggccaggggtcagatatccactgacctttgga
tggtgctacaagctagtaccagttgagccagataaggtagaagaggccaataaaggagag
dacaccagcttgttacaccctgtgagcctgcatggaatggatgaccctgagagagaagtg
ttagagtggaggtttgacagccgcctagcatttcatcacgtggcecccgagagcetgeatcceg

gggtacttcaagaactgdaggccthcgggtgcgagagcgtcagtattaagcgggggaqa
attagatcgatgggaaaaaattcggttaaggccagggggaaagaaaaaatataaattaaa

acatatagtatgggcaagcagggagctagaacgattcgcecagttaatcctggectgttaga
aacatcagaaggctgtagacaaatactgggacagctacaaccatcecttcagacaggatc
agaagaacttagatcattatataatacagtagcaaccctctattgtgtgcatcaaaggat
agagataaaagacaccaaggaagctttagacaagatagaggaagagcaaaacaaaagtaa
gaaaaaagcacagcaagcagcagctgacacaggacacagcaatcaggtcagceccaaaatta
ctaa [NYIDESEC 1)

La secuencia p24 estd en negrita
La secuencia de Nef estd subrayada

Cajas: nucledtidos introducidos mediante construccion genética
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Secuencia de aminodcidos

MVIVONIQGQMVHQAISPRTLNAWVKVVEEKAFSPEVIPMFSALSEGATP 50
QDLNTMLNTVGGHQAAMQMLKET INERAAEWDRVHPVHAGPIAPGOMREP 100
RGSDIAGTTSTLQEQIGWMTNNPPIPVGEIYKRWIILGLNKIVRMYSPTS 150
ILDIRQGPKEPPRDYVDRFYKTLRAEQASQEVKNWMTETLLVQNANPDCK 200
TILKALGPAATLEEMMTACQGVGGPGHKARVLHMGPISPIETVSVKLKPG 250
MDGPKVKQWPLTEEKIKALVEICTEMEKEGKI SKIGPENPYNTPVFAIKK 300
KDSTKWRKLVDFRELNKRTQDFWEVQLGI PHPAGLKKKKSVTVLDVGDAY 350
FSVPLDEDFRKYTAFTIPSINNETPGIRYQYNVLPQGWKGSPAIFQSSMT 400
KILEPFRKONPDIVIYQYMDDLYVGSDLEIGQHRTKIEELRQHLLRWGLT 450
TPDKKHQKEPPFLKMGYELHPDKWTVQPIVLPEKDSWTVNDIQKLVGKLN 500
WASQIYPGIKVRQLCKLLRGTKALTEVIPLTEEAELELAENREILKEPVH 550
GVYYDPSKDLIAEIQKQGOGQWTYQIYQEPFKNLKTGKYARMRGAHTNDV ~ 600
KQLTEAVQKITTESIVIWGKTPKFKLPIQKETWETWWTEYWQATWIPEWE 650
FVNTPPLVKLWYQLEKEPIVGAETFYVDGAANRETKLGKAGYVTNRGRQK 700
VVTLTDTTNQKTELQAIYLALQDSGLEVNIVTDSQYALGI IQAQPDQSES 750
ELVNQI IEQLIKKEKVYLAWVPAHKGIGGNEQVDKLVSAGIRKVILAMGGK 800
WSKSSVVGWPTVRERMRRAEPAADGVGAASRDLEKHGAITSSNTAATNAA 850
CAWLEAQEEEEVGFPVTPQVPLRPMTYKAAVDLSHFLKEKGGLEGLIHSQ 900
RRQDILDLWI YHTQGYFPDWQNYTPGPGVRYPLTFGWCYKLVPVEPDKVE 950
EANKGENTSLLHPVSLHGMDDPEREVLEWRFDSRLAFHHVARELHPEYFK 1000
NCRPBMGARASVLSGGELDRWEKI RLRPGGKKKYKLKHIVWASRELERFAV 1050
NPGLLETSEGCRQILGQLQPSLQTGSEELRSLYNTVATLYCVHQRIEIKD 1100
TKEALDKIEEEQNKSKKKAQQAAADTGHSNQVSQNY 1136

[N°ID SEC:2]

Secuencia de P24: aminoacidos 1-232 (en negrita)

Secuencia de RT: aminodcidos 235-795

Secuencia de Nef: aminodcidos 798-1002

Secuencia de P17: aminoacidos 1005-1136

Cajas: aminoacidos introducidos mediante construccidon genética

K (Lisine): en lugar de triptopano (W). Mutacién introducida para eliminar la actividad enzimadtica.

Expresion de la proteina recombinante:

En el plasmido pET, el gen diana (p24-RT-Nef-p17) estd bajo control del promotor del bacteriéfago T7 fuerte. Este
promotor no es reconocido por la ARN polimerasa de E. coli y es dependiente de una fuente de T7 ARN polimerasa
en la célula huésped. La célula huésped B834 (DE3) contiene una copia cromosomal del gen de T7 ARN polimerasa
bajo control de lacUVS5 y la expresion es inducida por la adicién de IPTG al cultivo bacteriano.

Se cultivaron los pre-cultivos, en matraces de agitacion, a 37°C hasta fase semi-logaritmica (A620:0,6) y luego se
almacenaron a 4°C durante la noche (para evitar cultivos en fase estacionaria). Se cultivaron los cultivos en medio LBT
suplementado con glucosa al 1% y 50 pug/ml de canamicina. La adicién de glucosa al medio de crecimiento tiene la
ventaja de reducir la expresion de proteina recombinante basal (evitando la depresion mediada por AMPc del promotor
lacUVS5).

13



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2334 044 T3

Se usaron diez ml de cultivos almacenados durante la noche a 4°C para inocular 200 ml de medio LBT (sin glucosa)
que contiene canamicina. Se cultivaron los cultivos a 30°C y 22°C y cuando la densidad éptica (OD) a 620 alcanzé
0,6, se afiadié IPTG (1 mM final). Se incubaron los cultivos durante 3, 5 y 18 horas (durante la noche). Se recogieron
muestras antes y después de 3, 5 y 18 horas de induccioén.

La preparacion del extracto fue como sigue:

Se suspendieron agregados celulares en tampén* de ruptura (a una densidad 6ptica (O.D.) tedrica de 10) y se
trituré mediante cuatro pasadas en prensa francesa (a 20.000 psi o 1250 bar). Se centrifugaron los extractos brutos (T)
a20.000 g durante 30 minutos para separar las fracciones solubles (S) e insolubles (P).

*Tampén de ruptura:  Tris-HCL 50 mM pH 8,0, EDTA 1 mM, DTT + céctel de inhibidores de proteasa 1 mM

(completo/Boerhinger).

Andlisis por SDS-PAGE y Transferencia western:

Se experimentaron fracciones correspondientes a agregado insoluble (P), sobrenadante (S) y extracto bruto (T) en
SDS-PAGE al 10% en condiciones reductoras. Se detecté p24-RT-Nef -p17 recombinante mediante tintado con azul
de Coomassie en Transferencia western (WB).

Tintado con Coomassie: la proteina p24-RT-Nef-p17 aparece como:

una banda a + 130 kDa (ajustando con PM calculado)

PM teorico: 128,970 Daltons

PM aparente: 130 kDa

Andlisis por Transferencia western:

Reactivos = - anticuerpo monoclonal para RT (p66/p51)
Adquirido a ABI (Advanced Biotechnologies) dilucién: 1/5000
- Anticuerpo anti-ratén conjugado con fosfatasa alcalina dilucién: 1/7500

Nivel de expresion: - banda especifica de p24-RT-Nef-p17 muy fuerte tras induccién de 20 horas a 22°C,

representando hasta el 10% de la proteina total (véase figura 1A).

“Solubilidad” de la proteina recombinante:

Extractos celulares “frescos” (fracciones T,S,P): con crecimiento/induccién a 22°C/20 horas, casi toda la protei-
na de fusion p24-RT-Nef-pl17 se recupera en la fraccion soluble del extracto celular (figura 1A). Con crecimien-
to/induccién a 30°C/20 horas, se asocia aproximadamente el 30% de la proteina p24-RT-Nef-p17 con la fraccién
insoluble (figura 1A).

“Congelacién/descongelaciéon” (fracciones S2, P2):

La fraccion soluble (S1) (induccién de 20 horas a 22°C) se conservé a -20°C. Se congel6 y se centrifugd a 20.000
2/30 minutos: S2 y P2 (resuspendidas en volumen 1/10).

Tampdn de ruptura con DTT: casi toda la proteina de fusion p24-RT-Nef-p17 permanece soluble (s6lo precipit6 de
1 a 5%) (véase figura 1B)

Tampoén de ruptura sin DTT: de 85 a 90 % de p24-RT-Nef-p17 permanece soluble (figura 1B)

Figuras:
Figura 1A - Tintado de Coomassie y transferencia western.
Figura 1B - ensayo de solubilidad de p24-RT-Nef-p17

La proteina F4 se purificé usando el procedimiento de purificacién I en el ejemplo 7.
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Las condiciones de crecimiento celular y de induccién y preparacién de extractos celulares para los ejemplos que
siguen son como se describe en el ejemplo 1 a menos que se especifiquen otras condiciones (por ejemplo, temperatura,
composicién del tamp6n de ruptura).

2. F4 optimizada con codon
Se optimiza con coddn la siguiente secuencia de polinucledtidos de modo que el uso del coddn se asemeja al uso del

codon en un gen ampliamente expresado en E. coli. La secuencia de aminodcidos es idéntica a la dada anteriormente
para F4 no optimizado con codén.

Secuencia de nucledtidos para F4co
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atggtcattgttcagaacatacagggccaaatggtccaccaggcaattagtccgcgaact
cttaatgcatgggtgaaggtcgtggaggaaaaggcattctccccggaggtcattecgatg
ttttctgcgctatctgagggcgcaacgeccgcaagaccttaataccatgecttaacacggta
ggcgggcaccaagccgctatgcaéatgctaaaaqagactataaacgaagaggccgccgaa
tgggatcgagtgcacccggtgcacgecggcecccaattgcaccaggccagatgecgcgagecg
cgcgggtctgatattgcaggaactacgtctaccecttcaggagcagattgggtggatgact
aacaatccaccaatcccggtcggagagatctataagaggtggatcatactgggactaaac
aagatagtccgcatgtattctccgacttctatactggatatacgccaaggcccaaaggag
ccgttcagggactatgtcgaccgattctataagacccttegecgcagagcaggcatcecag
gaggtcaaaaattggatgacagaaactcttttggtgcagaatgcgaatccggattgtaaa
acaattttaaaggctctaggaccggccgcaacgctagaagagatgatgacggcttgtcag
ggagtcggtggaccggggcataaagcccgegtcttalcacatgggcccgatatctecgat

agaaacagtttcggtcaagcttaaaccagggatggatggtccaaaggtcaagcagtggcec
gctaacggaagagaagattaaggcgctcgtagagatttgtactgaaatggagaaggaagg
caagataadcaagatcgggccagagaacccgtacaatacaccggtatttgcaataaagaa
aaaggattcaacaaaatggcgaaagcttgtagattttagggaactaaacaagcgaaccca
agacttttgggaagtccaactagggatcccacatccagcecggtctaaagaagaagaaatce
ggtcacagtcctggatgtaggagacgcatattttagtgtaccgcttgatgaggacttccg
daagtatactgcgtttactataccgagcataaacaatgaaacgccaggcattcgectatca
gtacaacgtgctcccgcagggctggaaggggtctecggegatatttcagagectgtatgac
aaaaatacttgaaccattccgaaagcagaatccggatattgtaatttaccaatacatgga
cgatctctatgtgggctcggatctagaaattgggcagcatcgcactaagattgaggaact
gaggcaacatctgcttcgatggggcctcactactcccgacaagaagcaccagaaggagcee
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gccgttcctaaagatgggctacgagcecttcatccggacaagtggacagtacagecgatagt
gctgcccgaaaaggattcttggaccgtaaatgatattcagaaactagtcggcaagettaa
ctgggcctctcagatttacccaggcattaaggtccgacagcectttgcaagectactgagggg
aactaaggctctaacagaggtcatcccattaacggaggaagcagagcttgagctggcaga
gaatcgcgaaattcttaaggagccggtgcacggggtatactacgaccccteccaaggacct
tatagccgagatccagaagcaggggcagggccaatggacgtaccagatatatcaagaace
gtttaagaatctgaagactgggaagtacgcgcgcatgcgaggggctcatactaatgatgt
aaagcaacttacggaagcagtacaaaagattactactgagtctattgtgatatggggcaa
gaccccaaagttcaagctgcccatacagaaggaaacatgggaaacatggtggactgaata
ttggcaagctacctggattccagaatgggaatttgtcaacacgccgccacttgttaaget
ttggtaccagcttgaaaaggagccgatagtaggggcagagaccttctatgtcgatggege
cgcgaatcgcgaaacgaagctaggcaaggcgggatacgtgactaataggggecgecaaaa
ggtcgtaacccttacggataccaccaatcagaagactgaactacaagcgatttaccttge
acttcaggatagtggcctagaggtcaacatagtcacggactctcaatatgecgettggcat
tattcaagcgcagccagatcaaagcgaaagcgagcecttgtaaaccaaataatagaacagcet
tataaagaaagagaaggtatatctggcctgggtccccgctcacaagggaattggcggcaa
tgagcaagtggacaagctagtcagcgetgggattegcaaggttettgegatdgggggta
agtggtctaagtctagcgtagtcggctggccgacagtccgcgagcegcatgecgacgecgeccg
aaccagccgcagatggegtgggggcagcegtcetagggatctggagaagcacggggcetataa
cttccagtaacacggcggcgacgaacgcecgecatgegcatggttagaagcccaagaagagg
aagaagtagggtttccggtaactccccaggtgccgttaaggccgatgace
tataaggcagcggtggatctttctcacttccttaaggagaaaggggggctggagggeteta
attcacagccagaggcgacaggatattcttgatctgtggatttaccatacccaggggtac
tttccggactggcagaattacacceecggggcecaggegtgegetatceccctgacttteggqg
tggtgctacaaactagtcccagtggaacccgacaaggtcgaagaggctaataagggcgag
aacacttctcttcttcaccecggtaagectgecacgggatggatgacccagaacgagagget
ctagaatggaggttcgactctcgacttgcgttccatcacgtagcacgcgagctgcatcca
gaatatttcaagaactgdcgccgaacgggcgccagggccagtgtacttagtggcggaga
actagatcgatgggaaaagatacgcctacgcccggggggcaagaagaagtacaagcettaa
gcacattgtgtgggcctctcgegaacttgagcgattcgcagtgaatccaggectgettga
gacgagtgaaggctgtaggcaaattctggggcagctacagccgagcctacagactggceag
cgaggagcttcgtagtctttataataccgtcgecgactctctactgegttcatcaacgaat
tgaaataaaggatactaaagaggcccttgataaaattgaggaggaacagaataagtcgaa
aaagaaggcccagcaggccgcecgecgacaccgggcacagcaaccaggtgtcccaaaacta
ctaa

[N2 ID SEC:3]

La secuencia de p24 est4 en negrita
La secuencia de Nef estd subrayada
Cajas: nucledtidos introducidos mediante construccion genética

Los procedimientos usados en relaciéon con F4 no optimizado con codén se aplicaron para la secuencia optimizada
con codén.
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Detalles del pldsmido recombinante:
nombre: pRIT15513 (nombre de laboratorio: pET28b/p24-RT-Nef -p17)

vector huésped: pET28b

replicén: colEl

seleccion: canamicina

promotor: T7

insercion: gen de fusioén p24-RT-Nef-p17, optimizado con codén

Se expres6 el gen optimizado con codén de F4 en células de E. coli BLR(DE3), un derivado de recA™ de la cepa
B834(DE3). La mutacién de RecA evita la produccién putativa de fagos lambda.

Se cultivaron pre-cultivos, en matraces de agitacion, a 37°C hasta fase semi-logaritmica (Agy:0,6) y se almacenaron
luego a 4°C durante la noche (para evitar cultivos en fase estacionaria).

Se cultivaron cultivos en medio LBT suplementado con glucosa al 1% y canamicina 50 ug/ml. La adicién de
glucosa al medio de crecimiento tiene la ventaja de reducir la expresiéon de proteina recombinante basal (evitando
depresion mediada por AMPc del promotor lacUVS5).

Se usaron diez ml de cultivos almacenados durante la noche a 4°C para inocular 200 ml de medio LBT (sin glucosa)
que contiene canamicina. Se cultivaron cultivos a 37°C y cuando la densidad 6ptica (OD) a 260 alcanz6 0,6, se afiadié

IPTG (1 mM final). Se incubaron cultivos durante 19 horas mas (durante la noche), a 22°C. Se recogieron muestras
antes y a las 19 horas de la induccién.

La preparacion de extracto fue como sigue

Se resuspendieron agregados de células en tampoén de muestra (a una densidad 6ptica (OD) tedrica de 10), se hirvié
y se cargaron directamente en SDS-PAGE.

Andlisis SDS-PAGE y Transferencia western:

Se experimentaron muestras de extractos brutos en SDS-PAGE al 10% en condiciones reductoras.

Se detecta proteina recombinante p24-RT-Nef-p17 mediante tintado con azul de Coomassie (figura 2) y en Trans-
ferencia western.

Tintado con Coomassie: la proteina p24-RT-Nef-p17 aparece como: una banda a + 130 kDa (ajustada con PM
calculado)

PM teorico: 128.967 Daltons

PM aparente: 130 kDa

Analisis Transferencia western:

Reactivos = - Anti RT policlonal de conejo (PO3L16 de conejo) dilucién: 1/10.000
- Anti Nef-Tat policlonal de conejo (388 de conejo) dilucién 1/10.000
- Anticuerpo anti-conejo conjugado con fosfatasa alcalina dilucién: 1/7500

Tras induccién a 22°C durante 19 horas, las células recombinantes BLR(DE3) expresaron la fusion F4 a un nivel
muy alto que varfa de 10 a 15% de la proteina total.

En comparacién con F4 del gen nativo, el perfil de producto recombinante de F4 del gen optimizado con codén se
encuentra ligeramente simplificado. La principal banda relacionada con F4 a 60 kDa desapareci6, asi como también
bandas menores por debajo (véase la figura 2). En comparacion con la cepa recombinante B8§34(DE3) que expresa F4,
la cepa BLR(DE3) que produce F4co tiene las siguientes ventajas: mayor produccién de proteina de longitud completa
F4, modelo de banda menos complejo del producto recombinante.
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Ejemplo 2
Construccion y expresion de P51 RT (RT optimizada con codon, truncada)

La region RT/p66 entre los aminodcidos 428-448 es susceptible para las proteasas de E. coli. La construccién de
P51 termina en Leu 427 dando lugar a la eliminacién del dominio ARNasa H (véase alineacion de la secuencia de RT
en la figura 3).

También se eliminaron las secuencias “que desplazan el marco de lectura” de E. coli putativas en la secuencia de
gen nativo de RT (mediante optimizacién con codén del gen p51).

Diserio/construccion del gen sintético p51:

La secuencia del gen p51 sintético se disefi6 de acuerdo con el uso de codén en E. coli. Por tanto, este se optimizé
con codén de modo que el uso de codén se asemeja al uso de codén en un gen altamente expresado en E. coli.
Se construyé el gen sintético como sigue: se ensamblaron 32 oligonucleétidos en una PCR (reaccién en cadena de
la polimerasa) de etapa tinica. En una segunda PCR se amplific6 el ensamblaje de longitud completa usando los
cebadores de extremo y el producto de PCR resultante se cloné en pldsmido intermedio pGEM-T. Tras correccién
de errores puntuales introducidos durante la sintesis del gen, el gen sintético p51 se cloné en plasmido de expresion
pET29a. Este plasmido recombinante se usé para transformar células B834 (DE3).

Caracteristicas de la proteina recombinante

Secuencia de nucleotido de P51 RT

atgcccgatctctccgatagaaacagt ttcggtcaagcttaaaccagggatg 60
gatggtccaaaggtcaagcagtggccgctaacggaagagaagattaaggcgctcgtagag 120
atttgtactgaaatggagaaggaaggcaagataagcaagatcgggccagagaacccgtac 180
aatacaccggtatttgcaataaagaagaaggattcaacaaaatggcgaaagcttgtagat 240
tttagggaactaaacaagcgaacccaagacttttgggaagtccaactaggtatcccacat 300
ccagccggtctaaagaagaagaaatcggtcacagtectggatgtaggagacgcatatttt 360
agtgtaccgcttgatgaggacttccgaaagtatactgcgtttactataccgagcataaac 420
aatgaaacgccaggcattcgctatcagtacaacgtgctcecccgcagggctggaaggggtet 480

ccggcgatatttcagagcectctatgacaaaaatacttgaaccattccgaaagcagaatceg 540
gatattgtaatttaccaatacatggacgatctctatgtgggctcggatctagaaattggg 600
cagcatcgcactaagattgaggaactgaggcaacatctgcttcgatggggectcactact 660
cccgacaagaagcaccagaaggagcecgecgttecctaaagatgggctacgagecttcateeg 720
gacaagtggacagtacagccgatagtgctgeccgaaaaggattcttggaccgtaaatgat 780
attcagaaactagtcggcaagcttaactgggectctcagatttacccaggcattaaggte 840
cgacagctttgcaagctactgaggggaactaaggctctaacagaggtcatcccattaacg 900
gaggaagcagagcttgagctggcagagaatcgcgaaattcttaaggageccggtgcacggg 960
gtatactacgacccctccaaggaccttatagccgagatccagaagcaggggecagggcecaa 1020
tggacgtaccagatatatcaagaaccgtttaagaatctgaagactgggaagtacgcgege 1080
atgcgaggggctcatactaatgatgtaaagcaacttacggaagcagtacaaaagattact 1140
actgagtctattgtgatatggggcaagaccccaaagttcaagctgeccatacagaaggaa 1200
acatgggaaacatggtggactgaatattggcaagctacctggattccagaatgggaattt 1260
gtcaacacgccgccgctggtaaaactdaggectgctagdtaa 1302

[N2 ID SEC:4]

Cajas: amino4cidos introducidos mediante construccidon genética
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Secuencia de aminodcido

ﬂ:ﬂGPISPIETVSVKLKPGMDGPKVKQWPLTEEKIKALVEICTEMEKEGKISKIGPENPY 60
NTPVFAIKKKDSTKWRKLVDFRELNKRTQDFWEVQLGI PHPAGLKKKKSVTVLDVGDAYF 120
SVPLDEDFRKYTAFTIPSINNETPGIRYQYNVLPQGWKGSPAIFQSSMTKILEPFRKQNP 180
DIVIYQYMDDLYVGSDLEIGQHRTKIEELRQHLLRWGLTTPDKKHQKEPPFLEMGYELHP 240
DKWTVQPIVLPEKDSWTVNDIQKLVGKLNWASQIYPGIKVRQLCKLLRGTKALTEVIPLT 300
EEAELELAENREILKEPVHGVYYDPSKDLIAEIQKQGQGQWTYQIYQEPFKNLKTGKYAR 360
MRGAHTNDVKQLTEAVQKITTESIVIWGKTPKFKLPIQKETWETWWTEYWQATWIPEWEF 420

VNTPPLVKLRPAS] 433
[NeID SEC:5]

Cajas: aminodcidos introducidas mediante construccién genética.

K (Lisina): en lugar de triptéfano (W). Mutacioén introducida para eliminar la actividad del enzima.

Longitud, peso molecular, punto isoeléctrico (IP):

433 AA, PM: 50,3 kDa, IP: 9,08

Expresion de p51 en células B§34(DE3):

Se evaluaron el nivel de expresiéon de P51 y solubilidad de proteina recombinante, en paralelo con la cepa de
produccion RT/p66.

Nivel de expresion de p51:

Condiciones de induccién: se cultivaron/inducieron células a 37°C (+IPTG 1 mM), durante 5 horas. Tampén de
ruptura: Tris/HCI 50 mM, pH:7,5, EDTA 1 mM, +/- DTT 1 mM.

Andlisis Transferencia western:
Reactivos: - anti RT policlonal de conejo (PO3L16 de conejo) (dilucién: 1/10.000)
- anticuerpo anti-conejo conjugado con fosfatasa alcalina (dilucién: 1/7500)

Se experimentaron fracciones celulares correspondientes a extractos brutos (T), agregados insolubles (P) y sobre-
nadante (S) en SDS-PAGE al 10% en condiciones reductoras.

Como se ilustré en el gel tintado con Coomassie y Transferencia western (figura 4) se observd una expresion muy
alta de P51 (de 15 a 20% de la proteina total), mayor que la observada para P66.

Para ambas proteinas p51 y p66 (después de 5 horas de induccién a 37°C), el 80% de los productos recombinantes
se recuperaron en la fraccion soluble (S1) de extractos celulares (véase la figura 4). Cuando se expresaron a 30°C, se
asociaron el 99% de proteinas recombinantes con la fraccién soluble (datos no mostrados).

El modelo de Transferencia western para pS1 fue multibanda, pero menos complejo que el observado para P66.

Ensayo de solubilidad

Ensayo de solubilidad: congelacién/descongelacion de la fraccién soluble (S1) (induccién de 5 horas, 37°C) pre-
parada en condiciones reductoras (tampoén de ruptura con DTT) y no reductoras. Tras descongelacion se centrifugaron
las muestras de S1 a 20.000 g/30 minutos, generando S2 y P2 (p2 se resuspende en volumen 1/10).
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Después de la congelacidn/descongelacion de fracciones solubles (S1), preparadas en condiciones reductoras, asi
como en condiciones no reductoras, se recuperan ain el 99% de p51 y p66 en la fraccién soluble (S2). Sélo se
encuentra un 1% en el precipitado (P2). Esto se muestra en la figura 5.

Ejemplo 3
Construccion y expresion de pl17-Nef' y Nef-pl7 con o sin conector

Se construyeron proteinas de fusién dobles con y sin conectores. Los conectores ayudaron a disminuir las interac-
ciones potenciales entre los dos participes de la fusién y son como siguen:

NeHGSGGGPLP17 y p17{55GGEP}Nef

Construccion de pldsmidos recombinantes
e Vector de expresion pET29a/Nef-pl7

Se amplificé el gen de fusién Nef-p17 mediante PCR a partir del plasmido recombinante de F4. El producto de
PCR se clon6 en el vector de clonacién pGEM-T intermedio y a continuacién en el vector de expresiéon pET29a.

o Vector de expresion pET28b/p17-Nef

Se amplific6 el gen de Nef mediante PCR a partir del plasmido recombinante de F4. Se cloné el producto de
PCR en el vector de clonacién pGEM-T intermedio y a continuacién en el vector de expresién pET28b/p17, como un
terminal C en la fusién de marco con el gen p17.

o Vector de expresion pET29a/Nef-conector-pl7 y pET28b/p17- conector-Nef

Se insert6 un fragmento de ADN de 18 bp que codifica para el conector hexapeptidico (GSGGGP) entre los
participes de la fusién Nef y p17, mediante mutagénesis dirigida al sitio (usando el “Sistema de mutagénesis dirigida
al sitio GeneTailor”, Invitrogen).

Caracteristicas de la proteina recombinante

e Longitud, peso molecular, punto isoeléctrico (IP)

Nef-p17 (denominado NP): 340 AA, PM: 38,5 kDa, IP:7,48
Nef{GSGGGP}-P17 (denominado NLP): 346 AA, PM:38,9 kDa, IP: 7,48
p17-Nef (denominado PN): 342 AA, PM: 38,7 kDa, IP: 7,19
p17/GSGGGP:Nef (denominado PLN): 348 AA, PM: 39,1k Da, IP: 7,19
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e Secuencias de aminodcido y secuencias de polinucledtido

Secuencia de nucleétido de Nef-p17

Atgggtggcaagtggtcaaaaagtagtgtggttggatggcctactgtaagggaaagaatg 60
Agacgagctgagccagcagcagatggggtgggagcagcatctcgagacctggaaaaacat 120
Ggagcaatcacaagtagcaatacagcagctaccaatgctgecttgtgectggectagaageca 180
Caagaggaggaggaggtgggttttccagtcacacctcaggtacctttaagaccaatgact 240
Tacaaggcagctgtagatcttagccactttttaaaagaaaaggggggactggaagggceta 300
Attcactcccaacgaagacaagatatccttgatctgtggatctaccacacacaaggctac 360
Ttccctgattggcagaactacacaccagggccaggggtcagatatccactgacctttgga 420
Tggtgctacaagctagtaccagttgagccagataaggtagaagaggccaataaaggagag 480
Aacaccagcttgttacaccctgtgagcctgcatggaatggatgaccctgagagagaagtg 540
Ttagagtggaggtttgacagccgectagcatttcatcacgtggcccgagagetgecateeg 600
Gagtacttcaagaactgcaggcctatgggtgcgagagcgtcagtattaagcgggggagaa 660
Ttagatcgatgggaaaaaattcggttaaggccagggggaaagaaaaaatataaattaaaa 720
Catatagtatgggcaagcagggagctagaacgattcgcagttaatcctggectgttagaa 780
Acatcagaaggctgtagacaaatactgggacagctacaaccatcccttcagacaggatca 840
Gaagaacttagatcattatataatacagtagcaaccctctattgtgtgcatcaaaggata 900
Gagataaaagacaccaaggaagctttagacaagatagaggaagagcaaaacaaaagtaag 960
Aaaaaagcacagcaagcagcagctgacacaggacacagcaatcaggtcagccaaaattac 1020
Taa 10213

[N2 ID SEC: 6]

Nef-pl7 (NP)

MGGKWSKSSVVGWPTVRERMRRAEPAADGVGAASRDLEKHGAITSSNTAATNAACAWLEA 60
QEEREEVGFPVTPQVPLRPMTYKAAVDLSHFLKEKGGLEGLIHSQRRQDILDLWIYHTQGY 120
PPDWONYTPGPGVRYPLTPGWCYKLVPVEPDKVEEANKGENTSLLHPVSLHGMDDPEREV 180

LEWRFDSRLAFHHVARELHPEYFPKNCGRPMGARASVLSGGELDRWEKIRLRPGGKKKYKLK 240
HIVWASRELERFAVNPGLLETSEGCRQILGQLQPSLQTGSEELRSLYNTVATLYCVHQRI 300
EIKDTKEALDKIEEEQNKSKKKAQQAAADTGHSNQVSQNY 340
[N® 1D SEC:7]

Caja: amino4cidos introducidos mediante construccion genética.
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La secuencia Nef estd en negrita. Secuencia de nucleétidos de P17-Nef:

Atgggtgcgagagcgtcagtattaagcgggggagaattagatcgatgggaaaaaattcgg
Ttaaggccagggggaaagaaaaaatataaattaaaacatatagtatgggcaagcagggag
Ctagaacgattcgcagttaatcctggcctgttagaaacatcagaaggctgtagacaaata
Ctgggacagctacaaccatcccttcagacaggatcagaagaacttagatcattatataat
Acagtagcaaccctctattgtgtgcatcaaaggatagagataaaagacaccaaggaagct
Ttagacaagatagaggaagagcaaaacaaaagtaagaaaaaagcacagcaagcagcagct
Gacacaggacacagcaatcaggtcagccaaaattacctcgacaggecctatgggtggcaag
Tggtcaaaaagtagtgtggttggatggcctactgtaagggaaagaatgagacgagctgag
Ccagcagcagatggggtgggagcagcatctcgagacctggaaaaacatggagcaatcaca
Agtagcaatacagcagctaccaatgctgcttgtgecctggctagaagcacaagaggaggag
Gaggtgggttrttccagtcacacctcaggtacctttaagaccaatgacttacaaggcagcet
Gtagatcttagccactttttaaaagaaaaggggggactggaagggctaattcactcecaa
Cgaagacaagatatccttgatctgtggatctaccacacacaaggctacttcectgattgg
Cagaactacacaccagggccaggggtcagatatccactgacctttggatggtgctacaag
Ctagtaccagttgagccagataaggtagaagaggccaataaaggagagaacaccagettg
Ttacaccccgtgagcctgcatggaatgganaccctgagagagaagtgttagagtggagé
Tttgacagccgectagcecatttecatcacgtggeccgagagctgecatccggagtacttcaag
Aactgctaa

[N2 ID SEC: 8]

P17-Nef (PN)

MGARASVLSGGELDRWERIRLRPGGKKKYKLKHIVWASRELERPAVNPGLLETSEGCRQI
LGQLQPSLQTGSEELRSLYNTVATLYCVHQRI EIKDTKRALDK I EBEQNKSKKKAQQAAA
DTGHSNQVSQNY{LDRPBMGGKWSKSSVVGWPTVRERMRRAEPAADGVGAASROLEKHGALT
SSNTAATNAACAWLEAQEEEEVGFPVTPQVPLRPMTYKAAVDLSHFLKEKGGLEGLIHSQ
RRQDILDLWIYHTQGYFPDWQNYTPGPGVRYPLTFGWCYKLVPVEPDKVEEANKGENTSL
LHPVSLHGMDDPEREVLEWRFDSRLAFHHVARELHPEY FKNC

[N ID SEC: 9]

Caja: aminodcidos introducidos mediante construccién genética.
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La secuencia de p17 estd en negrita. Secuencia de nucleétidos de Nef-conector-p17:

Atgggtggcaagtggtcaaaaagtagtgtggttggatggcctactgtaagggaaagaatg 60
Agacgagctgagccagcagcagatggggtgggagcagcatctcgagacctggaaaaacat 120
Ggagcaatcacaagtagcaatacagcagctaccaatgctgettgtgcctggctagaagca 180
Caagaggaggaggaggtgggttttccagtcacacctcaggtacctttaagaccaatgact 240
10 Tacaaggcagctgtagatcttagccactttttaaaagaaaaggggggactggaagggcta 300
Attcactcccaacgaagacaagatatccttgatctgtggatctaccacacacaaggcectac 360
Ttcecctgattggcagaactacacaccagggeccaggggtcagatatccactgacctttgga 420
Tggtgctacaagctagtaccagttgagccagataaggtagaagaggccaataaaggagag 480
Aacaccagcttgttacaccctgtgagcctgcatggaatggatgaccctgagagagaagtg 540
Ttagagtggaggtttgacagccgcctagcatttcatcacgtggcccgagagctgcatccg 600
Gagtacttcaagaactgcaggcctggatccggtggcggccctatgggtgcgagagecgtca 660
20 Gtattaagcgggggagaattagatcgatgggaaaaaattcggttaaggccagggggaaag 720
Aaaaaatataaattaaaacatatagtatgggcaagcagggagctagaacgattcgcagtt 780
Aatcctggcctgttagaaacatcagaaggctgtagacaaatactgggacagctacaacca B840
Tcccttcagacaggatcagaagaacttagatcattatataatacagtagcaaccctctat 900
Tgtgtgcatcaaaggatagagataaaagacaccaaggaagctttagacaagatagaggaa 960
Gagcaaaacaaaagtaagaaaaaagcacagcaagcagcagctgacacaggacacagecaat 1020
Caggtcagccaaaattactaa 1041

30 [N 1D SEC:10]

25

Nef-conector-p17 (NPL)

35

MGGKWSKSSVVGWPTVRERMRRAEPAADGVGAASRDLEKHGAITSSNTAATNAACAWLEA 60
QEEEEVGFPVTPQVPLRPMTYKAAVDLSHFLKEKGGLEGLIHSQRRQDILDLWIYHTQGY 120
FPDWONYTPGPGVRYPLTFGWCYKLVPVEPDKVEEANKGENTSLLHPVSLHGMDDPEREV 180
LEWRFDSRLAFHHVARELHPEYFKNdEEGSGGGPMGARASVLSGGELDRWEKIRLRPGGK 240
KKYKLKHIVWASRELERFAVNPGLLETSEGCRQILGQLQPSLQTGSEELRSLYNTVATLY 300
CVHQRIEIKDTKEALDKIEEEQNKSKKKAQQAAADTGHSNQVSQNY 346

45 [N ID SEC: 11]

40

Conector hexapeptidico

50 Caja: aminodcidos introducidos mediante construccion genética

Secuencia de nucleétido de P17-conector-Nef:

55
Atgggtgcgagagcgtcagtattaagcgggggagaattagatcgatgggaaaaaattcgg 60

Ttaaggccagggggaaagaaaaaatataaattaaaacatatagtatgggcaagcagggag 120
Ctagaacgattcgcagttaatcctggcctgttagaaacatcagaaggctgtagacaaata 180
60 Ctgggacagctacaaccatcccttcagacaggatcagaagaacttagatcattatataat 240
Acagtagcaaccctctattgtgtgcatcaaaggatagagataaaagacaccaaggaagct: 1300

65
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Ttagacaagatagaggaagagcaaaacaaaagtaagaaaaaagcacagcaagcagcaget 360
Gacacaggacacagcaatcaggtcagccaaaattacctcgacaggectggateeggtgge 420
Ggtcctatgggtggcaagtggtcaaaaagtagtgtggttggatggectactgtaagggaa 480
Agaatgagacgagctgagccagcagcagatggggtgggagcagcatctcgagacctggaa 540
Raacatggagcaatcacaagtagcaatacagcagctaccaatgctgcttgtgectggecta 600
Gaagcacaagaggaggaggaggtgggttttccagtcacacctcaggtacctttaagacca 660
Atgacttacaaggcagctgtagatcttagccactttttaaaagaaaaggggggactggaa 720
Gggctaattcactcccaacgaagacaagatatcecttgatctgtggatctaccacacacaa 780
Ggctacttccctgattggcagaactacacaccagggccaggggtcagatatccactgacc 840
Tttggatggtgctacaagctagtaccagttgagccagataaggtagaagaggccaataaa 900
Ggagagaacaccagcttgttacaccctgtgagecctgcatggaatggatgaccctgagaga 960
Gaagtgttagagtggaggtttgacagccgcectagecatttcatcacgtggeccgagagetg 1020
Catccggagtacttcaagaactgctaa 1047
[N2 ID SEC: 12]

P17-conector-Nef (PLN)

MGARASYVLSGGELDRWEKIRLRPGGKKKYKLKHIVWASRELERFAVNPGLLETSEGCRQI 60
LGQLQPSLQTGSEELRSLYNTVATLYCVHQRIEIKDTKEALDK IEEEQNKSKKKAQQAAA 120
DTGHSNQUVSQNY[LDRBGSGGGPMGGKWSKS SVVGWPTVRERMRRAEPAADGVGAASRDLE 180
KHGA ITSSNTAATNAACAWLEAQEEEEVGF PVTPQVPLRPMTYKAAVDLSHFLKEKGGLE 240
GLIHSQRRQDILDLWIYHTQGYFPDWQNYTPGPGVRY PLTFGWCYKLVPVEPDKVEEANK 300
GENTSLLHPVSLHGMDDPEREVLEWRFDSRLAFHHVARELHPEYFKNC 348

[N ID SEC:13]
Conector hexapeptidico

Caja: aminodcidos introducidos mediante construccion genética.

Expresion comparativa de Nef-p17, fusiones pl7-Nef, con y sin conectores
Las cuatro cepas recombinantes se indujeron a 30°C durante 3 horas, en paralelo con cepas que producen F4 y Nef.
Se prepararon extractos brutos y se analizaron mediante gel tintado con Coomassie y Transferencia westernting.
Andlisis Transferencia western:

Reactivos: - anti RT policlonal de conejo (PO3L16 de conejo) (dilucién: 1/10.000)

- anticuerpo anti-conejo conjugado con fosfatasa alcalina (dilucién: 1/7500)

Como se ilustra en la figura 6, las fusiones Nef-p17 y p17-Nef, con y sin conector, se expresan a un alto nivel (10%
de las proteinas totales).

En el Transferencia western: las cuatro construcciones de fusién dobles presentan un modelo multi-banda, pero
menos complejo que el observado para F4. Cuando se expresan sélas, las proteinas Nef y p17 presentan patrones de
banda simples.

Se analizaron adicionalmente cepas que expresan fusiones Nef-p17 (NP) y pl17-Nef (PN) sin péptido conector
(ensayos de solubilidad, véase a continuacién).
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Ensayo de solubilidad de Nef-pl17 y pl7-Nef
Se indujeron proteinas Nef-p17 and p17-Nef en paralelo con cepas que producen F4 y Nef.

Condiciones de induccidn: crecimiento/inducién de células a 30°C (+IPTG 1 mM), durante 3 horas.

Tampon de ruptura: Tris/HCI 50 mM pH: 8, NaCl 50 mM, EDTA 1 mM

Extractos celulares frescos

Se prepararon extractos celulares (en condiciones no reductoras) y fracciones que corresponden a extractos brutos
(T), agregado insoluble (P) y se analizaron los sobrenadantes (S1) en gel tintado con Coomassie y Transferencia
western.

Como se ilustra en la figura 7 en gel tintado con Coomassie y Transferencia western, casi todas las Nef-p17, p17-
Nef, asf como también proteinas Nef se recuperan en la fraccion soluble (S) de extractos celulares. Para la construccién
F4: del 5 a 10% de proteina recombinante ya se recuperaba en la fraccién de agregado.

Conclusiones

Todas las construcciones de fusién dobles ensayadas son altamente expresadas ( > 10% de proteina total). Las
proteinas de fusién P17-Nef y Nef-p17 son més solubles que F4. Ambas presentan un modelo de WB menos complejo.
Ejemplo 4
Construccion y expresion de p24-RT*-Nef-pl17 (F4*)

F4* es una versiéon mutada de la fusion F4 (p24-RT/p66-Nef-p17) donde se sustituye la metionina en la posicién
592 por una lisina. Esta metionina es un sitio de “inicio” transcripcional interno putativo, ya que soportd secuenciacion
del terminal N llevada a cabo en una muestra de eluido en Q-sepharosa del experimento de purificacién de F4. Incluso,
la banda pequena relacionada con F4 principal a 62 kDa presente en la muestra eluida en Q comienza en la metionina

592.

La metionina se reemplaza por una lisina: RMR — RKR. El motivo RKR estd presente de forma natural en
secuencias de RT de clado A.

Se evalué el impacto de esta mutacién en epitopos CD4-CD8:

- se pierde un epitopo CTL de HLA-A3 (A* 3002), pero estian presentes otros 9 epitopos HLA-A3 en la
secuencia de RT.

- no se identificé epitopo de ayuda en esta region.

Caracteristicas de proteina recombinante

Término N - p24: 232a.a/ - bisagra:2a.a] - RT: 562a.a/ -bisagra:2a.a/ - [Nef:
206a.a)-

- P17: 132a.a.| — Término C

e Longitud, peso molecular, punto isoeléctrico (IP)
1136 AA, 129 kDa, IP: 8,07

e Secuencia de nucleotidos

atggttatcgtgcagaacatccaggggcaaatggtacatcaggccatatcacctagaact
ttaaatgcatgggtaaaagtagtagaagagaaggctttcagcccagaagtaatacccatg
ttttcagcattatcagaaggagccaccccacaagatttaaacaccatgctaaacacagtg
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gggggacatcaagcagccatgcaaatgttaaaagagaccatcaatgaggaagctgcagaa
tgggatagagtacatccagtgcatgcagggcctattgcaccaggccagatgagagaacca
aggggaagtgacatagcaggaactactagtacccttcaggaacaaataggatggatgaca
aataatccacctatcccagtaggagaaatttataaaagatggataatcctgggattaaat
aaaatagtaagaatgtatagccctaccagcattctggacataagacaaggaccaaaagaa
ccttttagagactatgtagaccggttctataaaactctaagagccgagcaagcttcacag
gaggtaaaaaattggatgacagaaaccttgttggtccaaaatgecgaacccagattgtaag
actattttaaaagcattgggaccagcggCCacactagaagaaatgatgacagcatgtcag
ggagtaggaggacccggccataaggcaagagttttgcatatgggccccattagecctat
tgagactgtgtcagtaaaattaaagccaggaatggatggcccaaaagttaaacaatggece
attgacagaagaaaaaataaaagcattagtagaaatttgtacagagatggaaaaggaagg
gaaaatttcaaaaattgggcctgaaaatccatacaatactccagtatttgecataaagaa
aaaagacagtactaaatggagaaaattagtagatttcagagaacttaataagagaactca
agacttctgggaagttcaattaggaataccacatcccgcagggttaaaaaagaaaaaatce
agtaacagtactggatgtgggtgatgcatatttttcagttcccttagatgaagacttcag
gaaatatactgcatttaccatacctagtataaacaatgagacaccagggattagatatca
gtacaatgtgcttccacagggatggaaaggatcaccagcaatattccaaagtagcatgac
aaaaatcttagagccttttagaaaacaaaatccagacatagttatctatcaatacatgga
tgatttgtatgtaggatctgacttagaaatagggcagcatagaacaaaaatagaggagct
gagacaacatctgttgaggtggggacttaccacaccagacaaaaaacatcagaaagaacc
tccattccttaaaatgggttatgaactccatcctgataaatggacagtacagectatagt
gctgccagaaaaagacagctggactgtcaatgacatacagaagttagtggggaaattgaa
ttgggcaagtcagatttacccagggattaaagtaaggcaattatgtaaactccttagagg
aaccaaagcactaacagaagtaataccactaacagaagaagcagagctagaactggcaga
aaacagagagattctaaaagaaccagtacatggagtgtattatgacccatcaaaagactt
aatagcagaaatacagaagcaggggcaaggccaatggacatatcaaatttatcaagagcce
atttaaaaatctgaaaacaggaaaatatgcacgtaaacgcggtgcccacactaatgatgt
daaaacaattaacagaggcagtgcaaaaaataaccacagaaagcatagtaatatggggaaa
gactcctaaatttaaactgcccatacaaaaggaaacatgggaaacatggtggacagagta
ttggcaagccacctggattcctgagtgggagtttgttaataccectectttagtgaaatt
atggtaccagttagagaaagaacccatagtaggagcagaaaccttctatgtagatggggce
agctaacaggdagactaaattaggaaaagcaggatatgttactaatagaggaagacaaaa
agttgtcaccctaactgacacaacaaatcagaagactgagttacaagcaatttatctage
tttgcaggattcgggattagaagtaaacatagtaacagactcacaatatgcattaggaat
cattcaagcacaaccagatcaaagtgaatcagagttagtcaatcaaataatagagcagtt
aataaaaaaggaaaaggtctatctggcatgggtaccagcacacaaaggaattggaggaaa
tgaacaagtagataaattagtcagtgctggaa tcaggaaagtgct
agtggtcaaaaagtagtgtggttggatggcctactgtaagggaaagaatgagacgagcectg
agccagcagcagatggggtgggagcagcatctcgagacctggaaaaacatggagcaatca
caagtagcaatacagcagctaccaatgctgettgtgecetggctagaagcacaagaggaqgqg
aggaggtgggttttccagtcacacctcaggtacctttaagaccaatgact
tacaaggcagctgtagatcttagccactttttaaaagaaaaggggggactggaagqggcta
attcactcccaacgaagacaagatatccttgatctgtggatctaccacacacaaggetac
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ttccctgattggcagaactacacaccagggcecaggggtcagatatccactgacctttgga
tggtgctacaagctagtaccagttgagccagataagqtagaagaggccaataaaggagag
aacaccagcttgttacaccctgtgagectgcatggaatggatgaccctgagagagaagtg
ttagagtggaggtttgacagccgcctagcatttcatcacgtggcccgagagetgecatrceg
gagtacttcaagaacCngggccthtgggtgcgagagcgtcagtattaagcgggggaga
attagatcgatgggaaaaaattcggttaaggccagggggaaagaaaaaatataaattaaa
acatatagtatgggcaagcagggagctagaacgattcgcagttaatcctggcctgttaga
aacatcagaaggctgtagacaaatactgggacagctacaaccatceccttcagacaggatc
agaagaacttagatcattatataatacagtagcaaccctctattgtgtgcatcaaaggat
agagataaaagacaccaaggaagctttagacaagatagaggaagagcaaaacaaaagtaa
gaaaaaagcacagcaagcagcagctgacacaggacacagcaatcaggtcagccaaaatta
ctaa

[N2 ID SEC: 14]

La secuencia de p24 est4 en negrita
La secuencia de Nef estd subrayada

Cajas: nucledtidos introducidos mediante construccion genética

e Secuencia de aminodcidos

MVIVQNIQGQMVHQAISPRTLNAWVKVVREKAPSPEVIPMFSALSEGATP 50
QDLNTMLNTVGGHQAAMQMLKETINEEAAEWDRVHPVHAGPIAPGOMREP 100
RGSDIAGTTSTLQEQIGWMTNNPPIPVGEIYKRWIILGLNKIVRMYSPTS 150
ILDIRQGPKEPFRDYVDRFYKTLRAEQASQEVKNWMTETLLVQNANPDCK 200
TILKALGPAATLEEMMTACQGVGGPGHKARVLHMGPISPIETVSVKLKPG 250
MDGPKVKQWPLTEEKIKALVEICTEMEKEGKISKIGPENPYNTPVFAIKK 300
KDSTKWRKLVDFRELNKRTQDFWEVQLGIPHPAGLKKKKSVTVLDVGDAY 350
FSVPLDEDFRKYTAFTIPS INNETPGIRYQYNVLPQGWKGSPAIFQSSMT 400
KILEPFRKQNPDIVIYQYMDDLYVGSDLEIGQHRTKIEELRQHLLRWGLT 450
TPDKKHQKEPPFLMGYELHPDKWTVQP IVLPEKDSWTVNDIQKLVGKLN 500
WASQIYPGIKVRQLCKLLRGTKALTEVIPLTEEAELELAENREILKEPVH 550
GVYYDPSKDLIAEIQKQGQGQWTYQIYQEPFKNLKTGKYARKRGAHTNDV 600
KQLTEAVOKITTESIVIWGKTPKFKLPIQKETWETWWTEYWQATWIPEWE 650
FVNTPPLVKLWYQLEKEPIVGAETFYVDGAANRETKLGKAGYVTNRGRQK 700
VVTLTDTTNQKTELQAIYLALQDSGLEVNIVTDSQYALGIIQAQPDQSES 750
ELVNQI IEQLIKKEKVYLAWVPAHKGIGGNEQVDKLVSAGIRKVLAMGGK 800
WSKSSVVGWPTVRERMRRAEPAADGVGAASRDLEKHGAITSSNTAATNAA 850
CAWLEAQEEEEVGFPVTPQVPLRPMTYKAAVDLSHFLKEKGGLEGLIHSQ 900
RRQDILDLWIYHTQGYFPDWQNYTPGPGVRYPLTFGWNCYKLVPVEPDKVE 950
EANKGENTSLLHPVSLHGMDDPEREVLEWRFDSRLAFHHVARELHPEYFK 1000
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NORPMGARASVLSGGELDRWEKIRLEPGGKKKYKLEKHIVHASRELERFAYV 1050
NPGLLETSEGCRQILGQLOPSLOTGSEELRSLYNTVATLYCVHQRIEIKD 1100
TKEALDKIEEEQUNKSKKEAQQAMRDTGHSNQVSONY 1136
IN? 1D SEC: 15]

Secuencia de P24: amino&cidos 1-232 (en negrita)

Secuencia de RT: aminoacidos 235-795

Secuencia de Nef: aminoécidos 798-1002

Secuencia de P17: aminoacidos 1005-1136

Cajas: aminoacidos introducidos mediante construccion genética

K (Lisina)l: en lugar de triptéfano (W).
actividad del enzima.

Mutacién introducida para eliminar la

Expresion de F4* en células B§34(DE3)

Se indujo cepa recombinante F4* a 22°C durante 18 horas, en paralelo con la construccién no mutada F4. Se
prepararon extractos brutos y se analizaron mediante gel tintado con Coomassie y Transferencia westernting.

Como se ilustra en la figura 8, se expresé F4* en un alto nivel (10% de proteina total), ligeramente mayor en
comparacién con F4 y desaparecio la banda a 62 kDa pequeiia.

Andlisis Transferencia western:

Reactivos: - anti p24 pool 3 Mabs (JC13.1, JC16.1, IG8.1.1)(dilucién 1/5000)
- anti RT policlonal de conejo (O3L16 de conejo) (dilucién: 1/10 000)
- anti Nef-Tat policlonal de conejo (388 de conejo) (dilucién: 1/10 000)
- anticuerpo anticonejo conjugado con fosfatasa alcalina (dilucién: 1/7500)

- anticuerpo antiratén conjugado con fosfatasa alcalina (dilucién: 1/7500)
Ejemplo 5
Construccion y expresion de F3 y F3* (F3 mutado)

F3 (p17-p51-Nef) y F3* (p17-p51*#-Nef) en las que el sitio de iniciacién de metionina interno putativo es reempla-
zado por lisina.

Se podrian usar las fusiones F3 y F3* en combinacion con p24.
Construccion de pldsmidos recombinantes

F3: Se excit6 la secuencia que codifica pS1 (como fragmento de ADN Scal y Stul) a partir de plasmido de expresion
pET29a/p51 y se ligd en plasmido pET28b/p17-Nef, en el sitio Stul (localizado entre p17 y el gen de Nef), como una

fusién en marco con secuencias de pl17 y Nef. La construccion de fusion resultante p17-p51-Nef se denomina F3.

F3*: Se consiguié mutacién del sitio de iniciacion de metionina interno putativo usando el “‘sistema de mutagénesis
dirigida al sitio Gene Tailor” (Invitrogen), generando la construccién F3*.

Se usaron plasmidos F3 y F3* para transformar células B§34 (DE3).

Caracteristicas de proteina recombinante

Término N p17: 134a.a. - bisagra:2a.a.| — p51/p51*: 426a.a.| -bisagra:2a.a. -
Nef: 206a.a.| Término C

e Longitud, peso molecular, punto isoeléctrico (IP)

770 AA, 88.5 kDa, IP:8,58

28



20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2334 044 T3

e Secuencia de nucledtidos (para F3%)

atgggtgcgagagegtcagtattaagcgggggagaattagatcgatgggaaaaaattcegg
ttaaggccagggggaaagaaaaaatataaattaaaacatatagtatgggcaagcagggag
ctagaacgattcgcagttaatcctggcctgttagaaacatcagaaggctgtagacaaata
ctgggacagctacaaccatcccttcagacaggatcagaagaacttagatcattatataat
acagtagcaaccctctattgtgtgcatcaaaggatagagataaaagacaccaaggaagcet
ttagacaagatagaggaagagcaaaacaaaagtaagaaaaaagcacagcaagcagcagct
gacacaggacacagcaatcaggtcagccaaaattace tcgaTCCGATCTCT
CCGATAGAAACAGTTTCGGTCAAGCTTAAACCAGGGATGGATGGTCCAAAGGTCAAGCAG
TGGCCGCTAACGGAAGAGAAGATTAAGGCGCTCGTAGAGATTTCGTACTGARAATGGAGAAG
GAAGGCAAGATAAGCAAGATCGGGCCAGAGAACCCGTACAATACACCGGTATTTGCAATA
AAGAAGAAGGATTCAACAAAATGGCGAAAGCTTGTAGATTTTAGGGAACTAAACAAGCGA
ACCCAAGACTTTTGGGAAGTCCAACTAGGTATCCCACATCCAGCCGGTCTAAAGAAGAAG
AAATCGGTCACAGTCCTGGATGTAGGAGACGCATATTTTAGTGTACCGCTTGATGAGGAC
TTCCGRAAGTATACTGCGTTTACTATACCGAGCATAAACAATGAAACGCCAGGCATTCGC
TATCAGTACAACGTGCTCCCGCAGGGCTGGAAGGGETCTCCGGCGATATTTCAGAGCTCT
ATGACAAAAATACTTGAACCATTCCGAAAGCAGAATCCGGATATTGTAATTTACCAATAC
ATGGACGATCTCTATGTGGGCTCGGATCTAGAAATTGGGCAGCATCGCACTAAGATTGAG
GAACTGAGGCAACATCTGCTTCGATGGGGCCTCACTACTCCCGACAAGAAGCACCAGAAG
GAGCCGCCGTTCCTAAAGATGGGCTACGAGCTTCATCCGGACAAGTGGACAGTACAGCCG
ATAGTGCTGCCCGAAAAGGATTCTTGGACCGTAAATGATATTCAGAAACTAGTCGGCAAG
CTTAACTGGGCCTCTCAGATTTACCCAGGCATTAAGGTCCGACAGCTTTGCAAGCTACTG
AGGGGAACTAAGGCTCTAACAGAGGTCATCCCATTAACGGAGGAAGCAGAGCTTGAGCTG
GCAGAGAATCGCGAAATTCTTAAGGAGCCGGTGCACAGGGTATACTACGACCCCTCCAAG
GACCTTATAGCCGAGATCCAGAAGCAGGGGCAGGGCCAATGGACGTACCAGATATATCAA
GAACCGTTTAAGAATCTGAAGACTGGGAAGTACGCGCGCAAACGAGGGGCTCATACTAAT
GATGTAAAGCAACTTACGGAAGCAGTACAAAAGATTACTACTGAGTCTATTGTGATATGG
GGCAAGACCCCAAAGTTCAAGCTGCCCATACAGAAGGAAACATGGGAAACATGGTGGACT
GAATATTGGCAAGCTACCTGGATTCCAGAATGGGAATTTGTCAACACGCCGCCGCTGGTA
AAACTGaggcctiATeggtggcaagtggtcaaaaagtagtgtggttggatggectactgta

agggaaagaatgagacgagctgagcecagcagcagatggggtgggagcagcatctcgagac
ctggaaaaacatggagcaatcacaagtagcaatacagcagctaccaatgectgettgtgece
tggctagaagcacaagaggaggaggaggtgggttttccagtcacacctcaggtacctita
agaccaatgacttacaaggcagctgtagatcttagecactttttaaaagaaaagggggga
ctggaagggctaattcactcoccaacgaagacaagatatecttgatcetgtggatctaccace
acacaaggctacttocctgattggcagaactacacaccagggecaggggtcagatatcca
ctgacctttggatggtgctacaaqgctagtaccagttgagccagataaggtagaagaggcec
aataaaggagagaacaccagcttgttacaccetgtgagectgratggaatggatgacect
gagagagaagtgttagagtggaggtttgacageccgccectageatttcatcacgtggeecga
gagctgcatccggagtacttcaagaactgctaa

[N2 ID SEC:16]

P17: secuencia en negrita

P51: secuencia en letras mayusculas

Nef: secuencia en letras mindsculas

Cajas: nucleétidos introducidos mediante construccién genética

29

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
300
960
1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620
1680
1740
1800
1860
1920
1980
2040
2100
2160
2220
2280
2213
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e Secuencia de aminodcidos (para F3)

MGARASVLSGGRLDRWERIRLRPGGRRKYRLKHIVWASRELERFAVNPGLLETSEGCRQI 60
LOQLOPSLOTGSEELRSLYNTVATLYCVHQRIBEIKDTKEALDRKIBREQNKSKERAQQAAR 120
DTGHSNQVSQNY[LDRTIGPISPIETVSVKLKPOMDGPKVKQWPLTEEKIKALVEICTEMEK 180
EGKISKIGPENPYNTPVFAIKKKDSTKWRKLVDFRELNKRTQDFWEVOLGI PHPAGLKKK 240
KSVTVLDVGDAYFSVPLDEDFRKYTAFTI PSINNETPGIRYQYNVLPQGWKGSPAIFQSE 300
MTKILEPFRKQNPDIVIYQYMDDLYVGSDLEIGOHRTKI EELRQHLLRWGLTTPDKKHOK 360
EPPFLEMGYELHPDKWTVQPTVLPEKDSWTVNDIQKLVGKLNWASQT YPGIKVROLCKLL 420
RGTKALTEVIPLTEEAELELAENREILKEPVHGVYYDPSKDLIAEIQKQGQGQWTYQIYQ 480
EPFKNLKTGKYARMRGAHTNDVKQLTEAVQKITTES I VIWGKTPKFKLPIQKETWETWHT 540
EYWQATWIPEWEFVNTPPLVKLRBMGGKWSKSSVVGWPTVRERMRRAEPAADGVGARSRD 600
LEKHGAITS SNTAATNAACAWLEAQEEEEVGF PVTPQVPLRPMTYKARVDLSHFLKEKGE 660
LEGLIHSQRRODILDLWIYHTQGY FPDWONYTPCPGVRY PLTFGWCYKLVPVEPDKVEEA 720
NKGENTSLLHPVSLHGMDDPEREVLEWRFDSRLAFHHVARELHPEYFKNC 770

IN®ID SEC: 17]

Secuencia de P17: aminoacidos 1-134 (en negrita)

Secuencia de P51: aminodcidos 137-562

Secuencia de Nef: aminoédcidos 565-770

Cajas: aminoacidos introducidos mediante construccién genética

K(Lisina)i§: en lugar de ftriptéfano (W). Mutacién introducida para eliminar la
actividad del enzima.
Expresion de F3 en células BS34(DE3)

Se evaluaron el nivel de expresion de F3 y las solubilidades de proteina recombinante en paralelo con cepas de
produccion de (p24-p66-Nef-p17) de F4 y p17-Nef (F2).

Condiciones de induccion: crecimiento de células a 37°C/inducidas a 30°C (+IPTG 1 mM), durante 3 horas.

Tampones de ruptura:

F4: Tris/HCI 50 mM pH:8,0, NaCl 50 mM, EDTA 1 mM, +/- DTT 1 mM

F2: Tris/HC1 50 mM pH:8,0, NaCl 50 mM, EDTA 1 mM, sin DTT

F3: Tris/HC1 50 mM pH:7,5, NaCl 50 mM, EDTA 1 mM, +/- DTT 1 mM
Andlisis Transferencia western:

reactivos

- anti RT policlonal de conejo (PO3L16 de conejo) (dilucién: 1/10 000)

- anti Nef-Tat policlonal de conejo (388 de conejo) (dilucién 1/10 000)

- anticuerpo anti-conejo conjugado con fosfatasa alcalina (dilucién: 1/7500)
Extractos celulares “frescos”

Se analizaron las fracciones celulares correspondientes a extractos brutos (T), agregados insolubles (P) y sobrena-
dante (S) en SDS-PAGE al 10% en condiciones reductoras. Como se ilustra en la figura 9, la proteina de fusién F3
se expresa en un alto nivel (10% de proteina total). Casi toda la F3 se recupera en la fraccién soluble (S) de extractos
celulares, aunque de 5 a 10% de producto F4 estd ya asociado con la fraccién de agregado. El modelo de WB es
simplificado en comparacién con F4.
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Expresion de F3* en células B834(DE3)

Se indujo la cepa recombinante F3* a 37°C durante 3 horas, construida en paralelo con F3 no mutada. Se prepararon
los extractos celulares brutos y se analizaron mediante gel tintado con Coomassie y Transferencia westernting. Como
se ilustra en la figura 10, se expresa la proteina de fusiéon F3* en un nivel muy alto (de 10 a 20% de proteina total).
Hubo un modelo de WB simplificado en comparacién con F3; habia desaparecido una banda muy decaida a +/- 32
kDa (detectado sdlo por WB).

Ejemplo 6
Construccion y expresion de F4(p51) y F4(p51)*
Se us6é RT/p51 en la construccidén de fusion F4 (en lugar de RT/p66).
F4(p51) = p24-p51-Nef-p17

F4(p51)* = p24-p51*-Nef-p17 - F4(p51) mutado: sitio de iniciacién de metionina interno putativo (presente en la
parte de RT) reemplazado por lisina, para simplificar adicionalmente el modelo del antigeno.

Construccion de pldsmidos recombinantes:

F4(p51): Se amplificé la secuencia que codifica p5S1 mediante PCR a partir del plasmido de expresién pET29a/p51.
Se incorporaron sitios de restriccion dentro de los cebadores de PCR (Ndel y Stul en el extremo 5°. Avrll en el extremo
3’ de la secuencia de codificacién). Se clon6 el producto de PCR en plasmido intermedio pGem-T y se secuencié. Se
restringio el plasmido intermedio pGem-T/pS1 mediante Ndel y Avrll y se ligé el fragmento p51 en el plasmido de
expresion pET28b/p24-RT/p66-Nef-p17 restringido por Ndel y Nhel (dando lugar a la escisiéon de la secuencia de
RT/p66). La ligadura se llevé a cabo mediante mediante combinacién de reacciones de digestién a concentraciones
apropiadas, en presencia de ligasa de ADN de T4. Se usé el producto de ligadura para transformar las células DH5«
de E. coli. Se confirm¢ la verificacién de la insercién de p51 dentro del marco de lectura translacional correcto (en
lugar de RT/p66 en la fusién f4) mediante secuenciacién de ADN. La construccién de fusién resultante p24-RT/p51-
Nef-p17 se denominé F4(p51).

F4(p51)*: Se consiguié la mutacién del sitio de iniciacién de la metionina interno putativo (presente en RT/p51)
con “sistema de mutagénesis dirigido al sitio GeneTailor” (Invitrogen), generando la construccion F4(pS51)*.

Se usaron plasmidos de expresion F4(p51) y F4(p51)* para transformar las células B834(DE3).

Caracteristicas de proteinas recombinantes

Término N p24: 232a.a| - pbisagra:4a.a}p51/51*: 426a.a. -bisabra:3a.a.-Nef:
[206a.a] -

bisagra:2a.a. | p17: 132a.a] — Término

c

e Longitud, peso molecular, punto isoeléctrico (IP)
1005 AA, 114.5 kDa, IP: 8,47

e Secuencia de nucledtidos (para F4(p51)*)

Atggttatcgtgcagaacatccaggggcaaatggtacatcaggccatatcacctagaact 60
Ttaaatgcatgggtaaaagtagtagaagagaaggctttcageccagaagtaatacccatg 120
Ttttcagcattatcagaaggagccacceccacaagatttaaacaccatgctaaacacagtg 180
Cggggacatcaagcagccatgcaaatgttaaaagagaccatcaatgaggaagctgcagaa 240
Tgggatagagtacatccagtgcatgcagggcctattgcaccaggccagatgagagaacca 300
Aggggaagtgacatagcaggaactactagtacccttcaggaacaaataggatggatgaca 360
Aataatccacctatcccagtaggagaaatttataaaagatggataatcctgggattaaat 420
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Aaaatagtaagaatgtatagccoctaccageattotggacataagacaaggaccaaaagaa
Cettttagagactatgtagaccggttetataaaactetaagagecgageaagettcacay
Gaggtaaaaaattggatgacagaaaccttgttggtecaaaatgcgaacccagatigtaag
Actattttaaaagcattgggaccagcggctacactagaagaaatgatgacagcatgtoag
Ggagtaggaggacceggecataaggcaagagt tttoCATATGaggec tlGGTCCGATCTCT
CCGATAGARACAGTTTCGGTCAAGCTTARACCAGGGATGGATGGTCCARAGGTCARGCAG
TGECCGCTAACGGAAGAGAAGATTAAGGCGCTCGTAGAGATTTGTACTGAARTGGAGAAG
GAAGGCARAGATAAGCAAGATCGGGCCAGAGAACCCGTACAATACACCGGTATTTGCAATA
AAGAMGAAGGATTCAACARRATGGCGARAGCTTGTAGATTTTAGGGAACTARACARGLGA
ACCCRAGACTTTTCGGAACTCCAACTAGGTATCCCACATCCAGCCGOTCTARAGAAGARG
ARATCGGTCACAGTCCTGGATGTAGGAGACGCATATTITAGTGTACCGCTTGATGAGGAC
TTCCGAARGTATACTGCGTT TACTATACCGAGCATAAACAATGARACGCCAGGCATTCGC
TATCAGTACAACGTGCTCCCGCAGGCCTGGAAGGGETCTCCGGCCGATATTTCAGAGCTCT
ATGACARRAATACTTGAACCATTCCGARAGCAGRATCCGGATATTGTAATTTACCAATAC
ATCGACGATCTCTATGTGEGCTCACGATCTAGAAATTGEGCAGCATCOCACTAAGATTGAG
GAACTGAGGCAACATCTGCTTCGATGGGGCCTCKCTACTCCCGACAAGAAGCECCAGAAG
GAGCCGCCGTTCCTAAAGATGGGCTACGAGCTTCATCOGGACAAGTGGACAGTACAGCCG
ATAGTGCTGcQCGAAAAGGATTCTTGGACCGTAAATGATATTCAGAAACTAGTCGGCAAG
CTTAACTGGGCCTCTCAGATTTACCCAGGCAT TAAGGTCCGACAGCTTTGCAAGCTACTG
AGGGGAACTAAGGCTCTAACAGAGGTCATCCCATTAACGGAGGRAGCAGAGCTTGAGCTG
GOAGAGALTCCCGAAATTCTTAAGCAGUCGGTGCACAGGETATACTACGACCCCTCCARG
GACCTTATAGCCGAGATCCAGAAGCAGGGGCAGGGCCAATGGACGTACCAGATATATCAA
GAACCGTTTAAGAATCTGAAGACTGGGAAGTACGCGCGCARACGAGGGCCTCATACTAAT
GATGTAAAGCAACTTACGGAAGCAGTACARAAGATTACTACTGAGTCTATTGTGATATGE
GOCARGACCCCAAAGTTCAAGCTGCCCATACAGAAGGARACATGGGAAACATGGTGGACT
GAATARTTGGCAAGCTACCTGGATTCCAGAATGGGRATTTCTCAACALGCCGCCGUTGGTA
AAACTGgccctaGCTATGggtggcaagtggt caaaaagtagtgtaggt tggatggectact
Gtaagggaaagaatgagacgagctgagecagcagoagatggggtgggageageatctcga
Gacctygaaaaacatgyagceaatcacaagtagcaatacageagetaccaatgobgettgt
Gectgyctagaageacaagaggaggaggaggbgggttttecagtecacaccteaggtacet
Trtaagaccaatgacttacaaggecagetgtagatettagecactttttaaaagaaaagggg
Ggactggaagggcetaaticactoccaacgaagacaagatatoocttgatectgtggatctac
Cacacacaaggctacttcectgatiggeagaactacacaccagggecaggggtecagatat
Ceactgacctitggatggtgetacaagetagtaccagttgagocagataaggtagaagag
Geraataaaggagagaacaccagettgttacacectgtgagectgeatggaatggatgac
c:tgagagagaagtgttagagtggaggtttgacagccgcctagcatttcatcacgtggcc

‘CgagagctgeatceggagtacttcaagaactgdAGGCCTATGGGTGCGAGAGCGTCAGTA

480 -

540
600
660

720
780
840
500
960
1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
i620
1680
1740
1800
1860
1920
1580
2040
2100
2160
2220
2280
2340
2400 -
2460
2520
2580
2840

TTAAGCGGGGGAGAAT TAGATCGATGGGARAARATTCGETTAAGGCCAGGCGGAAAGAAR

AAATATAMATTAAMACATATAGTATGGGCAAGCAGGGAGCTAGAACGATTCGCAGTTAAT

CCTGECCTGTTAGAAACATCACGAMGGCTCTAGACAAATACTGGGACAGCTACAACCATCC

2700
2760
2820

CTTCAGACAGCGATCAGAAGAACTTAGATCATTATATAATACAGTAGCAACCCTCTATTGT

2880

GTGCATCAAAGCATAGAGATAAARAGACACCANGGAAGCTTTAGACARGATAGAGGARGAG

CAAAACAAAAGTAAGAARAARAAGCACAGCAAGCAGCAGCTGACACACGACACAGCAATCAG

2940
3000

GTCAGCCAAAATTACtaa
[N2ID SEC: 18]

P24: secuencia en negrita

P51: secuencia en letras mayusculas

Nef: secuencia en letras minusculas

P17: secuencia subrayada

Cajas: nucledtidos introducidos mediante construccidén genética
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e Secuencia de aminodcidos (para F4(p51)*)

MVIVQNIQGQMVHOAISPRTLNAWVKVVEEKAFS PEVIPMFSALSEGAT PQDLNTMLNTY
GGHQAAMOMLKET INEEAAEWDRVHPVHAGP I APGOMREPRGSDIAGT TS TLOEQIGWMT
NNPPIPVGEIYKRWI ILGLNKIVRMYSPTS1LDIRQGPKEPFRDYVDRFYKTLRAEQASQ
EVKNWMTETLLVONANPDCKT ILKALGPARTLE EMMTACQGVGGPGHKARVLMREK
PIETVSVKLKPGMDGPKVKOWPLTEEKI KALVEICTEMEKEGKISKIGPENPYNTPVFAT
KKKDSTKWRKLVDFRELNKRTQDFWEVQLGI PHPAGLKKKKSVTVLDVGDAYFSVPLDED
FRKYTAFTIPSINNETPGIRYQYNVLPQGWKGSPAI FQSSMTKILEPFRKQNPDIVI YOY
MDDLYVGSDLEIGQHRTKI EELRQHLLRWGLTTPDKKHOKEP PFLEMG Y ELHPDKWTVQP
IVLPEKDSWTVNDIQKLVGKLNWASQIYPGIKVRQLCKLLRGTKALTEVI PLTEEAELEL
AENREILKEPVHGVY YDPSKDLIAETQKQGQGOWTY( 1 YQEPFKNLKTGKYARK
DVKQLTEAVQKITTESIVIWGKTPKFKLPIQKETHETWWTEYWQATWI PEWEFVNTEPPLY
LALAMGGKWSKSSYVGWPTVRERMRRAE PAADGVGAASRDLEKHGAT TSSNTAATNAAC
AWLEAQEEEEVGFPVTPQVPLRPMTYKAAVDLSHFLKEKGGLEGLT HSQRRODILDLWIY
HTQGYFPDWQNYTPGPGVRY PLTFGWCYKLY PVE PDKVEEANKGENTSLLHPVSLHGMDD
PEREVLEWRFDSRLAFHHVARELHPEYFKNCREMGARASVLSGGELDRWEKI RLRPGGKK
KYKLKHIVWASRELERFAVNPGLLETSEGCRQILGOLOPSLOTGSEELRSLYNTVATLYC
VHQRIEIKDTKEALDKIEEEQNKSKKKAQOARADTGHSNQUSQNY
[N ID SEC:19]
P24: aminoéacidos 1-232
P51: aminoédcidos 237-662
Nef: aminoécidos 666-871
P17: aminoéacidos 874-1005

&9
139
180
240
300
is0
F20
480
540
&00
G560
T20

T80
840
200
a80

1608

K (Lisina) | en lugar de friptéfano (W). Mutacién introducida para

eliminar la actividad del enzima.

Expresion de F4(p51) en células B834(DE3)

Se evaluaron el nivel de expresién de F4(p51) y la solubilidad de la proteina recombinante en paralelo con la cepa
que expresa F4.

Condiciones de induccién: crecimiento de células a 37°C/inducido a 22°C (+IPTG 1 mM), durante 19 horas.

Tampén de ruptura: Tris/HCl 50 mM pH:7,5, EDTA 1 mM, DTT 1 mM

Andlisis Transferencia western:

reactivos

- anti RT policlonal de conejo (PO3L16 de conejo) (dilucién: 1/10 000)
- anti Nef-Tat policlonal de conejo (388 de conejo) (dilucién 1/10 000)

- anticuerpo anti-conejo conjugado con fosfatasa alcalina (dilucién: 1/7500)

Se analizaron fracciones celulares correspondientes a extractos brutos (T), agregado insoluble (P) y sobrenadante
(S) en SDS-PAGE en condiciones de reduccién del 10%.
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Como se ilustra en la figura 11, se expresa F4(p51) a un alto nivel (10% de proteina total), similar a F4. Casi toda
la F4(p51) se recupera en la fraccién soluble (S) de extractos celulares. Tras deteccién con un reactivo anti-Nef-tat
reagent, el modelo de WB para F4(p51) mostr6 ser simplificado (reduccién de productos truncados por debajo de +/-
60 kDa).

Expresion de F4(p51)* en células B834(DE3)

Se indujo la cepa recombinante F4(p51)* a 22°C durante 18 horas, en paralelo con la construccién no mutada
F4(p51), F4 y F4*. Se prepararon extractos celulares brutos y se analizaron mediante gel tintado con Coomassie y
Transferencia westernting. Como se ilustra en la figura 12 se observo alta expresion de fusiones F4(p51) y F4(p51)*,
representando al menos el 10% de la proteina total. Patron de WB: reduccion de productos truncados por debajo de
+/- 60 kDa. Ademads, para la construcciéon F4(p51)*, ha desaparecido la banda de 47 kDa (debido al sitio de inicio
interno).

Ejemplo 7
Purificacion de F4, F4(p51)* y F4* - Procedimiento de purificacion |

La proteina de fusién F4, que comprende los 4 antigenos de VIH-1 p24-RT-Nef-p17, se purificé a partir de homo-
geneizado de células de E. coli de acuerdo con el procedimiento de purificacion I, que comprende las siguientes etapas
principales:

m Precipitacion de F4 con sulfato de amonio

m Cromatografia de intercambio de cationes en SO3 Fractogel (modo positivo)
m Cromatografia de interaccion hidréfoba en octil-Sepharosa (modo positivo)
m Cromatograffa de intercambio aniénico en Q-sepharosa FF (modo positivo)
m Cromatograffa de filtracién en gel Superdex 200 en presencia de SDS

m Didlisis y concentracion

De forma adicional, se purificaron la proteina de fusiéon F4(p51)* (RT reemplazada por pS1 optimizado con codén
que porta una mutacién adicional Met592Lys) y la proteina F4* (F4 que porta una mutacion Met592Lys adicional)
usando el mismo procedimiento de purificacién 1.

Cuantificacion de la proteina
m Se determiné la proteina total usando el ensayo de Lowry. Antes de la medida de la concentracién de
proteina se dializan todas las muestras durante la noche frente a PBS, se us6 SDS al 0,1% para eliminar las
sustancias que interfieren (urea, DTT). Se us6 BSA (Pierce) como patrén.

SDS-PAGE y transferencia western

m Se prepararon muestras en tamp6én de muestra para SDS-PAGE en condiciones no reductoras (+/- S-mer-
captoetanol) y se calent6 durante 5 minutos a 95°C.

m Se separaron las proteinas en geles SDS-poliacrilamida de 4 a 20% a 200 V durante 75 minutos usando
geles de Tris-glicina de Novex pre-fundidos o geles Criterion (Bio-Rad), de un 1 mm de grosor.

m Se visualizaron las proteinas con azul de Coomassie R250.

m Para las transferencias western (WB), se transfirieron las proteinas desde el gel SDS a membranas de
nitrocelulosa (Bio-Rad) a 4°C durante 1,5 horas a 100 V o durante la noche a 30 V.

m Se detecté F4 usando anticuerpos monoclonales contra los distintos antigenos, anti-p24, anti-Nef-Tat, anti-
RT (a veces se us6 una mezcla de anti-p24 y anti Nef-Tat para detectar un niimero médximo de bandas de
proteina).

m Se unieron anticuerpos anti-ratén o anti-conejo conjugados con fosfatasa alcalina a los anticuerpos prima-
rios y se visualizaron bandas de proteinas usando BCIP y NBT como los sustratos.
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Transferencia western de anti-E. coli

Se separaron 5 pg de proteina (Lowry) mediante SDS-PAGE y se transfirieron a membranas de nitrocelulosa
como anteriormente.

Se detectaron proteinas de célula huésped residuales usando anticuerpos de anti -E. coli policlonales. Se
visualizaron bandas de proteina con la reaccién de fosfatasa alcalina como anteriormente.

Procedimiento de purificacion 1

El procedimiento I comprende una precipitacion con sulfato de amonio y cuatro etapas cromatograficas:

Se homogeneizaron células de E. coli en tampoén Tris 50 mM a pH 8,0 en presencia de DTT 10 mM, PMSF
1 mM, EDTA 1 mM a una densidad 6ptica a 50 (~360 ml). Se aplicaron 2 pasadas Rannie a 1000 bar.

Se eliminaron mediante centrifugacién a 14400 x g durante 20 minutos células detriticas y el material
insoluble.

Se afiadié sulfato de amonio (AS) desde una solucién stock 3,8M al sobrenadante clarificado hasta una
concentracién final de 1,2M. Se precipitaron proteinas durante ~2 horas a temperatura ambiente (RT) y
luego se agregan mediante centrifugacién (10 minutos a 14400 x g). Se resuspendié el agregado en urea
8M, DTT 10 mM en tamp6n fosfato 10 mM a pH 7,0.

Se capturd el antigeno en una columna de SO3 Fractogel (Merck) en presencia de urea 8M y DTT 10 mM
a pH 7,0 en tampon fosfato. Se lavé la columna para eluir la proteina no unida seguido de una etapa de pre-
elucion con NaCl 170 mM para eliminar las proteinas de célula huésped unidas (HCP). Se eluy6 luego F4
con NaCl 460 mM, urea 8M, DTT 10 mM en tampén fosfato a pH 7,0.

El eluido en SO3 se diluy6 dos veces con tamp6n fosfato 10 mM, pH 7, y se cargd en una columna de
octil-Sepharosa (Amersham Biosciences) en presencia de urea 4 M, DTT 1 mM, NaCl 230 mM en tamp6n
fosfato a pH 7,0. Tras una etapa de lavado (tampén de equilibrado) se eluyé F4 unido con urea § M, DTT
1 mM en tamp6n Tris 25 mM a pH 8,0.

Se diluy¢ el eluido en octilo y se ajusté a pH 9,0 y se uni6 luego F4 a una columna de Q-sepharosa
(Amersham Bioscience) en presencia de urea 8M a pH 9,0 (Tris 25 mM). Se lavé por arrastre la proteina
no unida (urea 8M, Tris 25 mM a pH 9,0) y una etapa de pre-eluciéon (NaCl 90 mM en urea 8M, Tris 25
mM, pH 9,0) eliminé las HCP y los productos de degradacién de F4. Se desorbié F4 de la columna con
NaCl 200 mM, urea 8M en tamp6n Tris a pH 9,0.

Se salpicé una alicuota de eluido en Q con SDS al 1% y se dializ6 frente a tampén PBS que contiene SDS
al 0,1% y DTT 1 mM para eliminar la urea antes de inyectar la muestra en la columna de filtracién en gel
(Superdex 200 de calidad para preparacién, dos columnas de 16 x 60 cm conectadas en serie). Se reunieron
las fracciones relevantes tras andlisis SDS-PAGE en proceso.

Se dializaron las muestras dos veces a temperatura ambiente en membranas de didlisis (corte a 12-14 kDa)
durante la noche frente a 1 1 de arginina 0,5M, Tris 10 mM, glutationa 5 mM, pH 8,5.

Las etapas de purificacion secuenciales se muestran en el flujograma siguiente.

(Esquema pasa a pagina siguiente)

35



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2334 044 T3

Diagrama de flujo de purificacion

360 ml de homogeneizado densidad éptica (OD) 50 (Rannie)
Tris 50 mM pH 8,0, PMSF 1 mM, DTT 10 mM, EDTA 2 mM
2
Clarificacion
20 minutos de centrifugacion a 14400 x g

2

precipitacion con sulfato de amonio

AS 1,2M, 2 horas a temperatura ambiente, centrifugacién a 14400 x g, 10
minutos
2
agregado resuspendido en urea 8M, PO4 10 mM, DTT 10 mM, pH 7,0
2
cromatografia en (+) SO3 Fractogel EMD 650 (M)
urea 8M, pH 7,0, DTT 10mM, pre-elucién a NaCl 170 mM, elucién NaCl 460
mM
2
2 x dilucién a pH 7,0, urea 4 M, DTT 5 mM, NaCl 230 mM

2

cromatografia en (+) octil-Sepharosa

urea 4M, pH 7,0, NaCl 230 mM, elusion de urea 8 M, Tris 20 mM pH 8,0

2

~2 x dilucién, ajuste a pH 9,0 (NaOH)

d
cromatografia en (+) Q Sepharose FF
Tris pH 9,0, urea 8M, pre-elucion NaCl 90 mM, elucién NaCl 200 mM
d
adicion de SDS al 1%
d
dialisis
— TBS, SDS al 0,1%, pH 8,5
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A

cromatografia de filtracion en gel Superdex 200 16 x 120 cm
TBS, SDS al 0,1%, pH 8,5
2
IPA SDS-PAGE
2
reunién/concentracion/dialisis
— tampdn compatible con la formulacion
IPA — Andlisis en-proceso

Todos los tampones contienen DTT 1 mM si no es especifica de otra forma.

Resultados de la purificacion de F4
Seguimiento de SDS-PAGE/Transferencia western del procedimiento de purificacion

La figura 13 muestra el gel SDS y la transferencia western de anti-p24/anti-Nef-Tat de las fracciones que contienen
F4 recogidas durante la purificacién de F4.

El homogeneizado de E. coli se muestra en la figura 3, carril 2, estimando que F4 representa aproximadamente el
10% de las proteinas totales (barridos de densidad de geles SDS tintados con azul de Coomassie). Tras centrifugacién
se recupero la fraccién soluble de F4 en el sobrenadante clarificado (carril 3). La etapa de precipitacién con sulfato de
amonio eliminé muchas impurezas (carril 4) y redujo la carga proteica para la etapa cromatogréfica subsiguiente. De
forma adicional, se us6 urea 8M para resuspender los complejos disociados precipitados de F4 con HCP y permitié
tanto la captura completa de F4 como la elucion cuantitativa desde la resina SO3. El eluido en SO3 mostrado en la carril
5 estaba enriquecido considerablemente en F4 pero el modelo heterogéneo permanecié principalmente invariable. La
columna de octil-Sepharosa hidréfoba eliminé principalmente las HCP de bajo peso molecular (LMW) y los productos
de degradacion de F4 (carril 6), con lo que se simplifica el modelo de F4. La cromatografia en Q-sepharosa simplificd
adicionalmente el modelo de F4 y eliminé muchas impurezas (carril 7). Se obtuvo pureza final en términos de E. coli
tras esta etapa. De hecho, no se detectaron proteinas de célula huésped en el eluido en Q mediante andlisis transferencia
western de anti-E. coli. La F4 purificada producida de esta forma se designé como F4Q. La columna de Superdex 200
separd los productos de degradacion de F4 de bajo peso molecular (LMW) del F4 de longitud completa mejorando
la homogeneidad de F4 en el eluido de Superdex 200 (carril 8). El término FA4S se puede usar para designar a F4
purificada de acuerdo con el esquema completo del procedimiento I.

Se realizé una transferencia western de anti-E. coli de las mismas fracciones recogidas durante la purificacion
de F4. La ausencia de bandas visibles en la transferencia western de anti-E. coli indicé contaminacién por HCP por
debajo del 1% en el eluido en Q y en el eluido en Superdex.

Recuperacion de F4 y proteina

La recuperacién de F4 en cada etapa del procedimiento de purificacion se estimé a partir de analisis por SDS-

PAGE y transferencia western. Para estimar la recuperacién de F4 en geles SDS, los volimenes de muestra cargados

en los geles SDS correspondian a los volimenes de las distintas fracciones recogidas durante la purificacién.

La tabla 1 muestra la recuperacién de proteina en las fracciones que contienen F4.
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TABLA 1

Recuperacion de proteina en las fracciones positivas de F4 recogidas durante el procedimiento de purificacion
(360 ml de homogeneizado). Se determiné la concentracion de proteina con el ensayo Lowry

Etapa de purificacion Proteina | Recuperacion | Recuperacion
(mg) en etapa acumulada
(%) (%)
Homogeneizado 6500 100 100
Homogeneizado clarificado 4641 71 711
Precipitado con sulfato de 728 16 11
amino (AS) resuspendido
Eluido en SO3 247 34 3,8
Eluido en octil-Sepharosa 129 52 2,0
Eluido en Q-sepharosa 74 57 1,1
Superdex 200 36 49 0,6

La tabla muestra la cantidad de proteina en el homogeneizado y el material soluble, incluyendo F4, recuperado
en el sobrenadante tras la etapa de clarificacion. La etapa de precipitacion con sulfato de amonio (AS) eliminé una
gran cantidad de HCP y sélo se observé una ligera pérdida de F4 en el gel SDS. La cromatografia en SO3 eliminé
adicionalmente muchas impurezas y el gel SDS indicé una gran recuperacion de F4. Por el contrario, las recupera-
ciones de proteina de ~50% medida con las columnas de octil-Sepharosa y Q-sepharosa se acompafiaron también de
pérdidas de F4. La recuperacion de proteina tras la cromatografia de filtracion en gel fue de aproximadamente el 50%.
El gel SDS muestra que se eliminaron muchas bandas de proteina LMW (bandas de degradacién de F4), reduciendo
concomitantemente la recuperaciéon de F4.

Rendimiento en F4

La tabla 1 anterior muestra que se podria obtener aproximadamente 36 mg de F4 purificada a partir de 360 ml
de homogeneizado a una densidad 6ptica (OD) de 50. Por tanto, 1 1 de homogeneizado a densidad 6ptica (OD) de
50 deberia dar aproximadamente 100 mg de F4 purificada. Debido a que se alcanzaron densidades dpticas de 70-90
durante el procedimiento de fermentacién, el rendimiento por litro de fermento estaria, de acuerdo con lo anterior, en
el intervalo de 140 a 180 mg de F4.
Resultados de la purificacion de F4(p51)*

Se purificé la construccién de fusién F4(p51)* usando el procedimiento de purificacion I descrito anteriormente
sin modificaciones.

Seguimiento de SDS-PAGE/Transferencia western del procedimiento de purificacion

La figura 14 muestra los andlisis en gel SDS y transferencia western con anti-p24/anti-Nef-Tat de las fracciones
que contienen F4(p51)* recogidas durante la purificaciéon de F4(p517%).

El gel SDS vy el transferencia western demuestran que la proteina de fusién F4(p51)* se comporta globalmente de
forma similar a F4 en la etapa de precipitacién con sulfato de amonio asi como también durante las etapas cromato-
graficas. F4(p51)* purificada presentaba un modelo de heterogeneidad similar a F4 purificada.

Una transferencia western de anti E. coli indic6 que la contaminacién con HCP estaba por debajo del 1% tanto en
el eluido en Q como en el eluido en Superdex.
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Rendimiento

Se perdieron aproximadamente el 25% de F4(p51)* en la fraccién insoluble del homogeneizado. De forma adi-
cional, debido a que el procedimiento de purificacién no estaba adaptado a esta proteina, se observaron pérdidas en
las etapas cromatogréficas. Por lo tanto se redujo la recuperacion global de F4(p51)* en aproximadamente 25 mg por
litro de homogeneizado (densidad 6ptica, OD, 50). Extrapolado a 1 litro de cultivo a densidad 6ptica (OD) de 177, el
rendimiento estaria, de acuerdo con lo anterior, en el intervalo de 85 mg de F4(p51)*.

Resultados de purificacion de F4*

La construccién de fusién F4* se purificé usando el procedimiento de purificacién I descrito anteriormente sin
modificaciones.

Seguimiento de SDS-PAGE/Transferencia western del procedimiento de purificacion

La figura 15 muestra el gel SDS y transferencia western con anti-p24/anti-Nef-Tat de las fracciones que contienen
F4* recogidas durante la purificacion de F4*.

Como con F4(p51)* también se puede sefialar que F4* se comporté globalmente de forma bastante similar a F4
durante el procedimiento de purificacion. Se recuperd la proteina en las fracciones esperadas como se muestra en el gel
SDS y transferencia western. Una transferencia western de anti-E. coli demostré también la eliminacién de la mayor
parte de HCP ya después de la columna de Q-sepharosa.

Rendimiento

La recuperacidn global fue de aproximadamente 17 mg de F4* purificada obtenida a partir de 465 mg de homoge-
neizado de densidad 6ptica (OD) 50. Extrapolado a un 1 1 de cultivo a densidad 6ptica (OD) de 140, el rendimiento
estaria, de acuerdo con lo anterior, en el intervalo de 100 mg de F4*.

En resumen, se purificaron las tres proteinas de fusién F4, F4(p51)* y F4* usando el procedimiento de purificacién
I. El gel SDS en la figura 16 compara las tres proteinas purificadas mostrando el distinto nivel de heterogeneidad de
las construcciones después de la etapa de Q-sepharosa y después de la eliminacion de bandas de LMW (bajo peso
molecular) mediante la columna de Superdex 200.

Ejemplo 8
Purificacion de F4 y F4co (optimizada con codon) - Procedimiento de purificacion 11
Procedimiento de purificacion 11

Se desarroll6 también un procedimiento de purificacion simplificado, el procedimiento II en comparacién con el
procedimiento I. El procedimiento II consiste tinicamente en 2 etapas cromatograficas y didlisis/diafiltracion final para
intercambio de tampdn. De forma resefiable, se introduce una columna cromatogriafica CM hyperZ (BioSepra) para
reemplazar la etapa de clarificacién, la precipitacién con sulfato de amonio y la cromatografia en SO3 del procedi-
miento I (ejemplo 7). El procedimiento II se usé para purificar tanto F4 como F4 optimizada con codén completo
(“F4c0”). Para F4co, se desarrollaron dos formas distintas del procedimiento II, una que involucra la carboxiamida-
cion y otra que no. La finalidad de la etapa de carboxiamidacion era evitar la agregacién por oxidacion de la proteina.
Esta carboxiamidacidn se lleva a cabo tras la primera etapa cromatografica (CM hyperZ).

m Se homogeneizaron células de E. coli (que expresan F4 o F4co) en tampén Tris 50 mM a pH 8,0 en
presencia de DTT 10 mM, a una densidad 6ptica (OD) de 90. Se aplicaron 2 pasadas por equipo Rannie a
1000 bar.

m Se afiadi6 urea 8M al homogeneizado antes de aplicacion a la resina CM hyperZ (BioSepra) equilibrada
con urea 8M en tampdn fosfato a pH 7. Se realiz6 la captura del antigeno en un modo discontinuo. Se
empaquetod luego la resina en una columna, se lavaron por arrastre las proteinas no unidas con el tampé6n
de equilibrado y se eliminaron las proteinas de célula huésped unidas (HCP) mediante una etapa de pre-
elucién con NaCl 120 mM. Se eluyé6 luego F4co con NaCl 360 mM, urea 8M, DTT 10 mM en tampén
fosfato a pH 7,0.

m Para controlar la agregacién por oxidacion de la proteina de fusidn, se pueden carboxiamidar los grupos

cisteina de F4co con yodoacetamida. Por tanto, se afiade opcionalmente yodoacetamida 50 mM al eluido en
CM hyperZ y se realizé la carboxiamidacién durante 30 minutos a temperatura ambiente en la oscuridad.
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m Eleluido en CM hyperZ se diluy6 luego de forma adecuada (aproximadamente de 5 a 8 veces) y se ajust6 a
pH 9,0. Se uni6 luego F4co o F4coca a una columna de Q-sepharosa (Amersham Bioscience) en presencia
de urea 8M en tamp6n Tris a pH 9,0. Se lavé por arrastre la proteina no unida con tampén de equilibrado
y una etapa de pre-elucién con NaCl 90 mM (sélo con proteina no carboxiamidada) en el mismo tamp6n
eliminé la HCP unida. Se desorbid la F4co de la columna con NaCl 200 mM, urea 8M en tamp6n Tris a
pH 9,0.

m Se dializaron muestras dos veces a temperatura ambiente en membranas de didlisis (corte 12-14 kDa)
durante la noche frente a 1 1 de arginina 0,5M, tampoén Tris 10 mM, glutationa 10 mM (afiadido sélo a la
proteina no carboxiamidada), pH 8,5. De forma alternativa, se consigui6 el intercambio de tampén mediante
diafiltracién frente a 10 volimenes de muestra del mismo tampdn usando una membrana de flujo tangencial
con corte a 30 o 50 kDa.

m Finalmente, se filtr el producto dializado en condiciones de esterilidad a través de una membrana de 0,22
qm.

Se muestran las etapas de purificacién secuenciales en el flujograma siguiente.

Diagrama de flujo de purificacion

Homogeneizado densidad 6ptica (OD) 90 (Rannie)
Tris 50 mM pH 8,0, DTT 10 mM
2
adicion de urea 8M, ajustando a pH 7,0
2
cromatografia en (+) CM hyperZ
pH 7,0, urea 8M, DTT 10mM, pre-eluciéon a NaCl 120 mM, elucién en NaCl 360
mM

2

carboxiamidacién opcional: adicién de yodoacetamida 50 mM, 30 minutos a
temperatura ambiente

A

dilucién y ajuste a pH 9,0, urea 8M

2
cromatografia en (+) Q Sepharose FF
Tris pH 9,0, urea 8M, pre-elucién, elucién con NaCl*
2
dialisis/diafiltracion
— tampén fosfato, arginina 0,5M, pH 8,5 (glutationa 10 mM)
2

Filtracion en condiciones de esterilidad

Todos los tampones contenfan DTT si F4co no estaba carboxiamidada y glutationa en el volumen purificado. Se
omitieron agentes reductores una vez que la proteina estaba carboxiamidada. *NaCl - para F4co esto fue NaCl 200
mM, para elucién de F4coca elution fue mediante gradiente de NaCl. Esta etapa se puede optimizar adicionalmente
para F4coca mediante pre-elucion con NaCl 60 mM y eluyendo con NaC 100 mM; y para F4co mediante elucién con
NaCl 100 mM (no se necesita etapa de pre-elucion).
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Resultados: purificacion de F4co

La figura 17 muestra un gel SDS de fracciones que contienen F4 recogidas durante la purificacién de F4co y la
purificacion de F4co carboxiamidado (“F4coca”).

La resina CM hyperZ capturé completamente F4co del homogeneizado bruto (carril 1) en presencia de urea 8M y
se alcanz6 elucién cuantitativa con NaCl 360 mM. El eluido en CM hyperZ mostrado en la carril 2 estaba enriquecido
considerablemente en F4co. Después de dilucién apropiada y ajuste de la muestra a pH 9, se unié F4co o F4coca a
una columna de Q-sepharosa. Se eluy6 luego de forma especifica F4co o F4coca con NaCl 200 mM como se muestra
en la carril 3. Esta cromatografia no eliminé sélo las proteinas de célula huésped que quedan sino también el ADN y
endotoxinas. Para llevar el material purificado a un tampdén compatible con la formulacidn, el eluido de Q-sepharosa
se dializé frente a tampdn Tris 10 mM, arginina 0,5 M, glutationa 10 mM pH 8,5 en una membrana de didlisis con
corte a 12-14 kDa. Se omiti6 la glutationa con la proteina carboxiamidada.

La purificacién de F4co y F4coca dio aproximadamente 500 mg de material purificado por 1 de cultivo de densidad
optica (OD) 130. Este estaba en un intervalo similar al observado previamente con el F4 no optimizado con codén.

Como se describié anteriormente, se han desarrollado dos procedimientos de purificacién distintos (I y II) pa-
ra purificar las distintas construcciones de F4. La figura 18 compara los distintos volimenes purificados que se
obtuvieron.

El gel SDS en la figura 18 ilustra claramente el distinto modelo de las dos diferentes proteinas, F4 y F4co. Mien-
tras que F4 presentaba varias bandas (LMW) gruesas de peso molecular bajo, s6lo las bandas finas fueron visibles
con la F4co optimizada con codén. El procedimiento I y procedimiento I dan lugar a un modelo para F4co muy
similar. El andlisis de transferencia western de anti-E. coli confirmé la pureza de las proteinas purificadas indicando
contaminacién con proteina de célula huésped por debajo del 1% en todas las preparaciones.

Ejemplo 9
Inmunogenicidad de F4 en ratones
Formulacion

Formulacién de adyuvante 1B

Para preparar la formulacién adyuvante 1B, se seca en vacio una mezcla de lipido (tal como fosfatidilcolina bien
de yema de huevo o sintética) y colesterol y 3 D-MPL en disolvente organico (o de forma alternativa en una corriente
de gas inerte). Se afiade luego una solucién acuosa (tal como solucién salina tamponada con fosfato), y se agita el
recipiente hasta que todo el lipido estd en suspension. Se microfluidiza luego esta suspension hasta que el tamafio del
liposoma se reduzca hasta aproximadamente 100 nm, y luego se filtra en condiciones de esterilidad a través de un filtro

de 0,2 um. Se podria reemplazar esta etapa por extrusién o ultrasonidos.

De forma tipica la relacién de colesterol:fosfatidilcolina es 1:4 (en relacién peso/peso), y se afiade la solucién
acuosa para dar una concentracién en colesterol final de 5 a 50 mg/ml.

Los liposomas tienen un tamaiio definido de 100 nm y se designan como SUV (para vesiculas unilamelares pe-
quefias). Si esta solucion se congela y se descongela repetidamente las vesiculas se condensan para formar estructuras
multilamelares grandes (MLV) de tamafio que varia de 500 nm a 15 ym.

Los liposomas son estables por si mismos en el tiempo y no tienen capacidad fusogénica.

Se afiade QS21 en solucién acuosa a los liposomas para alcanzar concentraciones finales de 3 D-MPL y QS21 de
100 pg/ml.

Formulacién 2A

Monofosforil lipido A 3-desacilado y QS21 en una emulsion aceite en agua

La preparacion de la emulsion aceite en agua se puede realizar siguiendo el protocolo que se describe en el docu-
mento WO 95/17210. La emulsion contiene en detalle: escualeno al 5%, tocoferol al 5%, tween 80 al 2,0%; el tamafio
de particula es 180 nm.

Preparacion de emulsion de aceite en agua (concentrado dos veces)

Se disuelve Tween 80 en solucién salina tamponada con fosfato (PBS) para dar una solucién al 2% en PBS. Para
proporcionar 100 ml se agitan 5 g de emulsién doblemente concentrada de DL alfatocoferol y 5 ml de escualeno

para mezclar completamente. Se afiade 90 ml de solucién PBS/Tween y se mezcla completamente. Se pasa luego la
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emulsion resultante a través de una jeringuilla y se microfluidiza finalmente usando un equipo microfluidics M110S.
Las gotas de aceite resultante tienen un tamafio de aproximadamente 180 nm.

La emulsién en volumen estéril se afiade a PBS para alcanzar una concentracion final de 500 ul de emulsién por ml
(en relacién volumen/volumen). Se aflade luego 3 D-MPL para alcanzar una concentracion final de 100 ug. Se afiade
luego QS21 para alcanzar una concentracion final de 100 ug por ml. Entre cada adicién de componente se agita el
producto intermedio durante 5 minutos.

F4Q no optimizado con coddn, purificado de acuerdo con el procedimiento de purificacion I, se diluy6 en un
tampo6n de fosfato/arginina pH 6,8. Se mezcld la dilucién con dos adyuvantes concentrados diferentes (adyuvantes 2A
y 1B) con el fin de obtener una formulacién final de 40 pg/dosis de 500 ul de F4 en presencia de 290 (para adyuvante
2A) - 300 (para adyuvante 1B) mM de argnina, 50 ug de MPL y 50 ug de QS21. Se inyectaron en ratones 100 ul de
cada formulacion.

Se realizaron estudios de inmunogenicidad en ratones para evaluar las respuestas inmunes celulares y humorales a
los cuatro antigenos encontrados dentro de F4 (p24, p17, RT y Nef).

Debido a la complejidad del antigeno F4, se inmunizaron dos veces ocho cepas de ratén, cada una con un ante-
cedente genético diferente, en el dia 0 y dia 21 con 8 ug de proteina F4 adyuvantada preparada como se describi
anteriormente, en un volumen de 100 ul. Se recogieron muestras de suero y bazo 14 dias tras la dltima inmunizacién
(dfa 35) para andlisis de las respuestas humorales y celulares en cada uno de los cuatro componentes de F4 (p24, p17,
RT y Nef), asf como también F4.

Se caracterizaron las respuestas a anticuerpo totales mediante ELISA especifico para p24, p17, RT, Nef y F4. La
siguiente tabla, tabla 2, resume donde se observaron respuestas humorales especificas del antigeno en cada cepa. Los
resultados indican la presencia o ausencia de anticuerpos en comparacion con animales de control inmunizados con
adyuvante s6lo. Los resultados presentados son una compilacién de dos experimentos separados pero idénticos. En
la tabla, 2A se refiere al antigeno formulado con 3D-MPL y QS21 en una emulsién aceite en agua y 1B se refiere a
antigeno formulado con 3D-MPL, QS21 y liposomas que contienen colesterol.

TABLA 2
Cepa de raton P17 P24 Nef RT F4
CB6F1 +/- + + + +
+2A -1B
Balb/c - + + + +
+2A —1B
C3H - - - - -
DBA - + + +
CBA - - +/- +
+2A -1B +2A +/-1B
129Sv - + + +
B6D2F1 +/- + + +
+2A -1B
OF1 + + + + +
+ = presencia de anticuerpos - = ausencia de anticuerpos

Los ratones OF1 dieron respuestas de anticuerpo para los cuatro componentes de F4. Las respuestas observadas
se muestran en la figura 19. +/- indica que la respuesta observada era débil o sélo se observé con uno de los dos
adyuvantes. Por ejemplo, respuestas de pl7 a ratones B6D2F1: +/- general con +2A y -1B significa que hay una
respuesta con 2A (no débil) y ninguna con 1B. Respuestas p17 en ratones Balb/c: - general, con un +/- 2A y un - 1B,
aqui el +/- significa que la respuesta con adyuvante 2A era débil.

Se caracterizaron respuestas celulares mediante tintado por citometria de flujo para expresiéon de CD4 y CD8, IFNy
y IL-2 (tintado de citoquina intracelular para expresion de IFNy y IL-2), siguiendo reestimulacién de células de bazo
con péptidos especificos p24, p17, RT o Nef, usando colecciones de librerias de péptidos de 15 mers con solapamiento
de 11 mer. Las respuestas de CD4 fueron la respuesta celular dominante observada. La siguiente tabla, tabla 3, resume
dénde se observaron las respuestas de CD4+IL-2+ especificas del antigeno para cada cepa de ratén. De nuevo, esto se
muestra como presencia o ausencia de una respuesta.
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TABLA 3
5 Cepa de ratén P17 P24 Nef RT
CB6F1 - + + +
+-2A -1B
Balb/c - +/- +/- +
10 débil débil
C3H + + -
DBA - + +
15 CBA + + -
+2A -1B
129S8v - + - +
B6D2F1 - + + +
20
OF1 - - - +
+ = presencia de CD4+IL-2+ - = ausencia de CD4+IL-2+
25 Ratones DBA dieron respuestas de CD4 a los cuatro componentes de F4. Las respuestas de CD4+IL-2+ y
CD4+IFNy+ observadas para esta cepa de ratén se muestran en la figura 20.
En resumen, F4 formulada en cualquiera de las dos formulaciones de adyuvante es capaz de promover respuestas
humorales y celulares a p24, p17, RT y Nef. Esto demuestra que cada region de F4 es inmunogénica en una situacién
30 invivo.
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REIVINDICACIONES

1. Un polipéptido que comprende Nef o un fragmento o derivado inmunogénico de la misma, p17 Gag y p24 Gag
o fragmentos o derivados inmunogénicos de las mismas, en el que hay al menos un antigeno de VIH o fragmento
inmunogénico entre pl7 Gag y Gag, comprendiendo adicionalmente el polipéptido RT o un fragmento o derivado in-
munogénico de la misma, en el que los fragmentos o derivados inmunogénicos son capaces de aumentar una respuesta
inmune frente al antigeno nativo.

2. El polipéptido de acuerdo con la reivindicacién 1 que comprende ademds Pol o un fragmento o derivado inmu-
nogénico de la misma, en el que el fragmento o derivado inmunogénico es capaz de aumentar toda respuesta inmune
frente al antigeno nativo.

3. El polipéptido de acuerdo con la reivindicacién 1 6 la reivindicacién 2, en el que RT o fragmento inmunogénico
es un fragmento en el que RT estd truncada en el término C tal que le falta el dominio ARNasa H de terminal carboxi.

4. El polipéptido de acuerdo con la reivindicacién 3, en el que el fragmento de RT es el fragmento p51.

5. El polipéptido de acuerdo con alguna de las reivindicaciones 2 a 4, en el que RT comprende una mutacién en la
posicion 592 para reemplazar la metionina por otro residuo, por ejemplo, lisina.

6. El polipéptido de acuerdo con alguna de las reivindicaciones 1 a 4, en el que la Nef es Nef de longitud completa.
7. Un polipéptido de acuerdo con la reivindicacion 1, seleccionado entre uno de los siguientes:

1. p24 Gag - RT - Nef - p17 Gag

2. p24 Gag - RT* - Nef - p17 Gag

3. p24 Gag - pSIRT - Nef - p17 Gag

4. p24 Gag - pS1RT* - Nef - p17 Gag

en los que * representa mutacién de metioninasy, en RT a lisina

8. Un procedimiento para la purificacién de un polipéptido de acuerdo con alguna de las reivindicaciones 1 a 7, tal
procedimiento comprende:

i) proporcionar una composicién que comprende el polipéptido no purificado;
ii) someter la composicion a al menos dos etapas cromatograficas;
iii)  de forma opcional carboxiamidacién del polipéptido;

iv)  llevar a cabo una etapa de intercambio en tampdn para proporcionar la proteina en un tampé6n adecuado
para una formulacién farmacéutica.

9. El procedimiento de acuerdo con la reivindicacién 8, en el que no hay mds de dos etapas cromatogréficas.

10. EI procedimiento de acuerdo con la reivindicacién 8 o la reivindicacién 9, en el que la carboxiamidacién se
lleva a cabo entre las dos etapas cromatogréaficas.

11. Una composiciéon que comprende polipéptido de acuerdo con la reivindicacién 1.

12. Una composicién de acuerdo con la reivindicacién 1, en la que la RT o fragmento inmunogénico de la misma
es un fragmento en el que RT estd truncada en el término C de modo que le falta el dominio ARNasa H de terminal
carboxi.

13. La composicién de acuerdo con la reivindicacién 12, en la que el fragmento de RT es el fragmento p51.

14. La composicion de acuerdo con alguna de las reivindicaciones 11 a 1, en la que 1a RT comprende una mutacién
en la posicién 592 tal que la metionina se reemplaza por otro residuo, por ejemplo, lisina.

15. La composicion de acuerdo con alguna de las reivindicaciones 11 a 14, en la que la Nef es Nef de longitud
completa.

16. Un polinucleétido o polinucleétidos que codifica un polipéptido o composicién de polipéptidos de acuerdo con
alguna de las reivindicaciones 1 a7y 11 a 15.
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17. Una composicién farmacéutica que comprende un polipéptido o polinucleétido o composicién de polipéptidos
o polinucleétidos de acuerdo con cualquier reivindicacion previa o un polipéptido purificado de acuerdo con cualquier
reivindicacion previa, junto con un vehiculo o adyuvante farmacéuticamente aceptable.

18. Una composicion farmacéutica de acuerdo con la reivindicacion 17, en la que el adyuvante es un adyuvante
que induce Thl tal como QS21 o 3D-MPL o una combinacién de QS21 y 3D-MPL.

19. Un kit farmacéutico que comprende:

a)

b)

una composicién que comprende un polipéptido de acuerdo con la reivindicacién 1 junto con un excipiente
farmacéuticamente aceptable; y

una composicién que comprende un polinucledtido que codifica una o més de Nef o Gag o un fragmento o
derivado inmunogénico de Nef o Gag que contiene un epitopo de Nef o Gag presente en el polipéptido de
a), junto con un excipiente farmacéuticamente aceptable, en el que el fragmento o derivado inmunogénico
es capaz de aumentar una respuesta inmune frente al antigeno nativo.

20. Un kit farmacéutico que comprende:

a)

b)

una composicién que comprende un polinucleétido que codifica un polipéptido de acuerdo con la reivindi-
cacion 1, junto con un excipiente farmacéuticamente aceptable, y

una composicién que comprende un polipéptido que comprende uno o mas de Nef o Gag o un fragmento o
derivado inmunogénico de Nef o Gag que contiene un epitopo de Nef o Gag presente en el polipéptido de
a), junto con un excipiente farmacéuticamente aceptable, en el que el fragmento o derivado inmunogénico
es capaz de aumentar una respuesta inmune frente al antigeno nativo.
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Figura 1A
SDS-PAGE al 10% en condiciones reductoras (F4 p24-RT-Nef-p17)
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Figura 1B
Ensayo de solubilidad (F4 p24-RT-Nef-p17)
Geles reductores (SDS-PAGE al 10%)
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Figura 2: gel tintado con Coomasie y transferencia western para F4 optimizado
con codén
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Figura 3
Asignacion de proteinas RT: construccion GSK, HXB2, BH10
- 20 * 40 »
RT-GBEK : MGPISPIETVSVHLKPGMDCPKVEQHPLTEEKIKALVEICTEMEREGKISKIGPE «+ 55
BT-HXBZ  : -- PISPIETVDPVKLKPOMDGPKVEQWPLTEEKIKALVEICTENEKECKISKIGRE ; 53
RT-BH10  : --PISPIETVPVKLKPGMDGPKVKQMPLTEEKIKALVEICTEMEKEGKISKIGRE : 53
&0 . 80 . 100 *
RT-GSK : NPYNTPVFAIKKKDSTKWRKLVDFRELNKRTODPWEVQLGIPHPAGLKKKKSVTV ; 110
RT-HXBZ  : NPYNTPVFAIKRKDSTKWRKLVDFRELNKRTQDFWEVQLGIPHPAGLKXKKSVIV : 108
RT-BHIC : HPYWTPVFAIKKEDETKWRKLVDPRELNKRTQDFWEVOLG IPHPAGLEEEKSVTY : 108
120 . 149 . 160
RT-GSK : LOVGDAYFSYPLOEDFRKYTAFTIPSINNETPGIRYQYNVLPQGWKGSPAIFOSS « 165
RT-HXB2Z : LIVGDAYPSVPLDEDPREYTAFTIPSINHETPO IRYOYNVLBQUWKGEPRIFYSES ¢« 163
RT-BHIG @ LDVGDAYFSVPLDEDFRKYTAFTIPSTHWETPGIRYOYNVLEQOWKGEPRIFQSS 1 163
* 150 * 2008 . 220
RT-GSK : MTKILEPFREQNPDIVIYOYMDDLYVGSDLEIGOHRTKIEELROHLLRWGLTTED « 220
RT-HX8Z + MTKILEPFREQNPOIVIYOYMDDLYVGSULEIGOHRTKIEELRQHLLRWGLTTED « 218
RT-BHL0  : MTKILEPFEKONPDIVIYQYMDDLYVGSDLEIGQHRTKIBELRQHLLRWGLTTED : 218
. 240 . 260 .
RT-GSK ¢ KKHQKEPPFLEMGYELHPOKWTVOPIVLPEKDSHTVNDIQRLVGKIMWASQIYRG « 275
RT-HEBZ  : KKHOKEPPFLWMGYELHPDEWTVOPIVLPERDSWTVHDIORLVGKLNWASQIYFG : 273
RT-BH10  : KKHOKEPPFLWMGYELHPDKWTVOPIVLPEKDSWTVHDIQKLVGKLNWASQIYPG : 273
280 » 300 " 320 .
RY-GSK ¢ IXVROLCKLLRGTALTEVIPLTEEABLELABNREILKEPVHGVYYDPSKDLIAE : 330
RT-HXB2  : IKVROLCKLLRGTKALTEVIPLTEEAELELAENREILKEPVHGVYYDPSKDLIAE : 328
ET-8H1G ¢ IKVROLOKLLRGTRALTEVIPLTEEAELELABNREILEEPVHOVYYDPSKDLIAE : 328
340 * 360 . 380
RT-GSK : IQKQGUGQWTYQIYQEPFINLKTGKYARMRGAHTNDVKQLTEAVOKITTESIVIN + 385
RT-HEB2  : IQKOGQGOWTYQIYOERFRNLKTGKYARMRGAHTNDVKQLTEAVOKITTESIVIW : 363
RT-BH10  : IQKQGQGQWTYQIYQEPFKNLKTGKYARMRGAHTNDVKQLTEAVQKITTESIVIW . 383
» 400 T 420 * 440
RT-6S5K : GKTPKFKLPIQKETWETWWTEYWQATWIPEWEFVNTPPLVKIWYOLEKEPIVGAE : 440
RT-HNBZ  : GKTPKPKLPIOKETWETWWTEYWQATWIPEWEFVNTPPLVKIWYQLEKEPIVCAE : 438
RT-8H10  : GKTPEFRLPIQKETWETWWTEYWOATWIPEWEFUNTPPLVENWYOLEKEPIVOAE : 438
e * 460 * 4 .
RT-GBK : EFYVDEAANRETKLGKACYVTNRGROKVUTLTOTTNQKTELQATYLALGDSGLEY, : 495
RT-HKB2  : TFYVDGAANRETKLGKAGYVTNRGRUKVUTLIDTTNOKTELQAIVLALQUSGLEY, : 491
RT-BH10  : TFYVDGAANRETKLOKAGYVTHRGROKVVRLTNTTHOKTELOAIVLALOBSGLEV : 493
L. | S, JU. ... K. 540 »
RT-GSK : NIVIDSQYALS [OAQPDGSESELVNG T1 EOL IKNERVYLAWY PAAKGIGGNEQY : 550
RT-HKBZ  : WIVIDSGYALGIIOAQPDOSESELVNQIIEQLIKREKVVLAWVPAHKGIGGNEQY : 548
RT-BHI0  : NIVTDSGYALGIIQAQPDRSESELVNQTITEQLIKKEKVYLAWVEANKGIGGNEQY, : 548
580
RT-GSK : DKLVBAGIREVL : 562
RT-HKB2  : DKLVSAGL---- : 556
RT-BH10 : DELVEAGL---- : 556

K: mutacién puntual introducida para eliminar actividad del enzima
Negrita y subrayado: aminoacidos que difieren de RT/HXB2
Bloque resaltado: dominio de RNasa H

Negrita: primeros aminoacidos de integrasa

Paréntesis: final de p51
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Figura 4
Gel tintado con Coomasie y Transferencia western para P51 RT (optimizado
con coddn)
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Figura 5:
Ensayo de solubilidad
RT/P51 y RT/p66

S1: faccion soluble {3 hde induccidn & 30° C) conservada a -20° C,

descongelado y centrifugado a 200000 / 30 min.
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Figura 6
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Figura 7
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Figura 8
Induccion: 19 horas, 22° C
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Figura 9
Condicién de induccién; 3 h, 302 C
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Figura 10

1) control negative (BEM{DEI:pET19a)

2/F3
3IF3
WH W
Tincidn con o o
Coomasie MNeffar RY
i R t t 3 31 1
' ‘ R B
175 = k
- e 83
&2
# =
) E 475
a5
k]

SR e,

izel reductor de SDS-PAGE al 10%

@ HelTw polckaal ik coaejo 388 LAS 97340 150 000
@ RT polklaal te conelo (PO3L 15 Wio o0

" Barda generada con el aitio “de inicio” irderno de metioning

56



ES 2334 044 T3

Figura 11
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Figura 12

ES 2334 044 T3

Induccion: 19 horas, 22° C

1§ Control negativo (BE3A(DE3):pET29a)

2iF4

3/ Fax
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Figura 13

Figura 13: purificacion de F4

A: Gel SDS al 4-20% tintado con azul Coomasie, 5 ug de proteina/carril; B:
transferencia western de anti-p24/anti Nef-Tat, 0,5 pg de proteina/carril 1;
patron MW; carril 2, homogeneizado; carril 3, homogeneizado clarificado; carril
4, precipitado en AS resuspendido; carril 5, eluido en SO3; carril 6, eluido en
octil sepharosa; carril 7, eluido en Q sepharosa; carril 8, eluido en Superdex
200.
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Figura 14
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Figura 14: purificaciéon de F4(p51)*

A: Gel SDS al 4-20% tintado con azul Coomasie, 5 ug de proteina/carril; B:
transferencia western de anti-p24/anti Nef-Tat, 0,5 ug de proteina/carril. Carril
1, homogeneizado F4; carril 2, homogeneizado F4(51)*; carril 3,
homogeneizado clarificado; carril 4, agregado de homogeneizado; carril 5,
sobrenadante de precipitacién en AS; carril 6, precipitado en AS resuspendido;
carril 7, eluido en SO3; carril 8, eluido en octil sepharosa; carril 9, eluido en Q

sepharosa; carril 10, eluido en Superdex 200; carril 11, eluido de F4 en Q; carril
12, eluido de F4 en Superdex 200.
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Figura 15
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Figura 15: purificacion de F4*.
A: Gel SDS al 4-20% tintado con azul Coomasie, 5 ug de proteina/carril; B:
transferencia western de anti-p24/anti Nef-Tat, 0,5 ug de proteina/carril 1. Carril
1, homogeneizado; 2, homogeneizado clarificado; 3, precipitado en AS
resuspendido; 4, eluido en SO3; 5, eluido en octil sepharosa; 6, eluido en Q; 7,
eluido en Q sepharosa concentrado/dializado; 8, eluido en Superdex 200; 9,
fraccion rechazada de eluido en Superdex 200.
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Figura 16
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Figura 16: pureza de F4 vs F4* vs F4(51)*

A: eluido en Q, B: eluido en S200. Se cargaron los geles de SDS de 4-20% con
5 ug de proteina para el tinte azul Coomasie (en la izquierda) y con 0,5 ug para
la transferencia western anti-p24/anti-Nef-Tat (en la derecha).
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Figura 17
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Figura 17: SDS-PAGE seguido de la purificacion de F4co y F4co
carboxiamidado. Se separaron 5 ug de cada fraccion recogida durante la
purificacion de F4co o F4coca en un gel SDS al 4-12%. Se tifi6 el gel con azul
Coomasie. 1: homogeneizado; 2: eluido en CM hyperZ; 3: eluido en Q
sepharosa; 4: volumen purificado.
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Figura 18

15w 0 S

Figura 18: andlisis por SDS-PAGE de F4, F4co y F4coca purificados de
acuerdo con el procedimiento de purificacién | o procedimiento de purificacién
Il. Se separaron 5 pg de cada proteina en un gel SDS al 4-12% en condiciones
reductoras (izquierda) o en condiciones no reductoras (derecha). Se tifié el gel
con azul Coomasie. 1: procedimiento |l — F4co; 2: procedimiento Il — F4coca; 3:
procedimiento | — F4coca; 4: procedimiento | — F4; 5: procedimiento | — F4
carboxiaminado.
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Figura 19
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Serologia p24 en OF1
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Figura 20
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