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DESCRIPCION

Vacuna.
Campo de la invencion

La presente invencion se refiere a construcciones de dcidos nucleicos, a vectores que comprenden dichas construc-
ciones, a procedimientos de preparacion de los vectores y las construcciones y a su uso en la profilaxis o terapia, en
particular a vacunas terapéuticas. La invencion se refiere ademas a células huésped que comprenden las construcciones
y vectores y a proteinas de fusién codificadas por las construcciones asi como a las propias proteinas de fusién. La
invencion se refiere ademds a formulaciones farmacéuticas que comprenden las construcciones y vectores y al uso de
las construcciones y vectores en medicina. La invencién se refiere en particular a vacunas de ADN que son ttiles en
la profilaxis y el tratamiento de infecciones por el VIH, mds en particular cuando se administran mediante suministro
mediado por particulas.

Antecedentes de la invencion

El VIH-1 es la causa principal del sindrome de inmunodeficiencia adquirida (SIDA) que se considera como uno
de los principales problemas de salud mundiales. Aunque se ha llevado a cabo una extensa investigacion a lo largo de
todo el mundo para producir una vacuna, dichos esfuerzos hasta ahora no han tenido éxito.

La glicoproteina de la envuelta del VIH gp120 es la proteina virica que se usa para la unién a la célula huésped.
Esta unién es mediada por la unién a dos moléculas de superficie de células T auxiliares y macréfagos, conocidas
como CD4 y uno de los dos receptores de quimioquinas CCR-4 o CXCR-5. La proteina gp120 se expresa primero
como una molécula precursora mas grande (gp160), que después se escinde a la molécula gp41, que se inserta en la
membrana virica.

La proteina gp120 es el objetivo principal de anticuerpos neutralizantes, pero desgraciadamente las regiones mas
inmunégenas de las proteinas (bucle V3) también son las partes mds variables de la proteina. Por lo tanto, se cree que
el uso de gp120 (o su precursor gpl160) como un antigeno vacuna para provocar anticuerpos neutralizantes, tiene un
uso limitado para una vacuna protectora amplia. La proteina gp120 también contiene epitopos que son reconocidos
por linfocitos T citotéxicos (CTL)). Estas células efectoras pueden eliminar células infectadas por virus, y por lo
tanto constituyen un segundo mecanismo inmunitario antivirico principal. En contraste con las regiones objetivo de
anticuerpos neutralizantes, parece que algunos epitopos de CTL estdn relativamente conservados entre las diferentes
cepas del VIH. Por esta raz6n, se puede considerar que gp120 y gp160 son componentes antigénicos ttiles en vacunas
cuyo objetivo es provocar respuestas inmunitarias mediadas por células (en particular CTL).

Se han descrito proteinas del VIH-1 que no son de la envuelta, e incluyen, por ejemplo, proteinas estructurales
internas tales como los productos de los 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 sigs (1991) y Bryantetal. (Ed. Pizzo), Pediatr. Infect. Dis. J., 11,
5,390y sigs (1992).

Las proteinas Tat y Nef del VIH son proteinas tempranas, es decir, se expresan pronto en la infeccidén y en ausencia
de proteina estructural.

Se sabe que la proteina Nef causa la eliminacién de CD4, el receptor del VIH, de la superficie celular, pero se
debate sobre la importancia bioldgica de esta funcién. Ademds, Nef interacciona con la ruta de sefiales de las células
T e induce un estado activo, que a su vez puede promover la expresién de genes mas eficaz. Algunos aislados de VIH
tienen mutaciones en esta region, que hacen que no codifiquen la proteina funcional y tienen gravemente comprometida
su replicacién y patogénesis in vivo.

El gen Tat da lugar a una serie de transcritos religados de modo distinto en diferentes momentos durante la in-
feccion. El primer exén codifica una proteina de 86 aminoacidos que domina pronto en la infeccién. El segundo
exon codifica 14 aminodcidos adicionales, y esta forma parcialmente religada de Tat se encuentra tarde en la in-
feccion. Ambas formas son transactivadores completamente funcionales, pero la forma mads larga también contiene
un patrén RGD importante para la unién a las integrinas a,5; y @sB;. Tat se une a una estructura de bucle de ta-
llo corto, conocida como elemento de respuesta de transactivacién (TAR), que estd situado en el extremo 5° de los
ARN de VIH, y favorece la transcripcién a partir del LTR de VIH al menos 1000 veces. Tat tiene una funcién en
la promocién de la fase de elongacién de la infeccién por el VIH y estimula la produccién de transcritos viricos de
longitud completa. Tat puede afectar a la expresion de una serie de genes celulares y puede activar la expresién de
una serie de genes celulares incluyendo TNEF, IL-2 e IL-6, y regula la expresion de p53 y Bcl-2. Tat se produce en
exceso y es secretado de las células infectadas. Este Tat extracelular puede entrar en otras células y puede sensibi-
lizar a las células para la infeccién por el VIH o acelerar la velocidad de replicacién del VIH en las células recién
infectadas.

En la presentacion de un congreso (C. David Pauza, Immunization with Tat toxoid attenuates SHIV89.6PD infec-
tion in rhesus macaques, 12th Cent Gardes meeting, Marnes-La-Coquette, 26.10.1999), se describieron experimentos
en los que se inmunizaban macacos rhesus con taxoide Tat solo o combinado con una combinacién de vacuna de
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glicoproteina de envuelta gp160 (1 dosis de vacuna recombinante y 1 dosis de proteina recombinante). Los resul-
tados observados mostraron que la presencia de la glicoproteina de envuelta no proporcionaba ventajas frente a los
experimentos realizados con Tat solo.

El gen Gag se traduce a partir del ARN de longitud completa para dar una poliproteina precursora que es esencial-
mente escindida en 3-5 proteinas de capside; la proteina de la matriz, proteina de cépside y proteina de unién al dcido
nucleico y proteasa (1. Fundamental Virology, Fields BN, Knipe DM and Howley M 1996 2. Fields Virology vol 2
1996).

El gen gag da lugar a la proteina precursora Gag de 55 kilodalton (kD), llamada también p55, que se expresa a partir
del ARN, virico no religado. Durante la traduccién, el extremo N de p55 se miristoila, provocando su asociacion con el
aspecto citoplasmatico de las membranas celulares. La poliproteina Gag asociada a la membrana recluta 2 copias del
ARN genémico virico junto con otras proteinas viricas y celulares que provocan la emergencia de la particula virica
de la superficie de una células infectadas, Después de emerger, pS5 es escindida por la proteasa codificada viricamente
(un producto del gen pol) durante el procedimiento de maduracién virica en 4 proteinas mas pequefias, denominadas
MA (matriz [p17]), CA (cépside [p24]), NC (nucleocapside [p9]) y p6. (4).

Ademads de las 3 proteinas Gag principales, todos los precursores de Gag contienen varias regiones distintas, que se
escinden y permanecen en el virién como péptidos de diferentes tamafios. Estas proteinas tienen diferentes funciones,
p. €j., la proteina p2 tiene una funcién propuesta en la regulacion de la actividad de la proteasa y contribuye al momento
correcto de procesamiento proteolitico.

El polipéptido MA deriva del extremo N-terminal miristoilado de p55. La mayoria de las moléculas MA perma-
necen unidas a la superficie interior de la bicapa lipidica del virion, estabilizando la particula. Un subconjunto de MA
es reclutado dentro de las capas mas profundas del virién donde se convierten en parte del complejo que acompaiia al
ADN virico al nicleo. Estas moléculas MA facilitan el transporte nuclear del genoma virico porque una sefal cariofi-
lica en MA es reconocida por la maquinaria de importacién nuclear celular. Este fenémeno permite que el VIH infecte
las células que no se dividen, una propiedad que no es habitual en los retrovirus.

La proteina p24 (CA) forma el nicleo cénico de las particulas viricas. Se ha demostrado que la ciclofilina A
interacciona con la regién p24 de p55 conduciendo a su incorporacion en las particulas de VIH. La interaccion entre
Gag y la ciclofilina A es esencial, porque la alteracién de esta interaccién por la ciclosporina A inhibe la replicacién
virica.

La region NC de Gag es responsable del reconocimiento especifico de la llamada sefial de empaquetamiento del
VIH. La sefial de empaquetamiento consiste en 4 estructuras de bucle-tallo situadas cerca del extremo 5’ del ARN
virico, y es suficiente para mediar la incorporacién de un ARN heter6logo en los viriones del VIH-1. NC se une a la
seflal de empaquetamiento a través de las interacciones mediadas por 2 patrones de dedos de cinc. NC también facilita
la transcripcion inversa.

La regidn del polipéptido p6 también media la interaccién entre Gag pS5 y la proteina auxiliar Vpr, conduciendo
a la incorporacién de Vpr en los viriones que se estan formando. La regién p6 también contiene un llamado dominio
tardio que es necesario para la liberacion eficaz de los viriones que emergen de una célula infectada.

El gen Pol codifica 2 proteinas que contienen las dos actividades que el virus necesita en una infeccién temprana,
la RT y la proteina integrasa necesarias para la integracion del ADN virico en el ADN celular. El producto principal de
Pol es escindido por la proteasa del virién para dar el péptido RT amino terminal que contiene las actividades necesarias
para la sintesis de ADN (ARN y ADN polimerasa dirigida por ADN, ribonucleasa H) y la proteina integrasa carboxi
terminal. La RT del VIH es un heterodimero de RT de longitud completa (p66) y un producto de escisién (p51) que
carece del dominio de integrasa Rnasa carboxi terminal.

La RT es una de las proteinas mas conservadas codificada por el genoma retrovirico. Las 2 actividades principales
de RT son la ADN Pol y ribonucleaas H. La actividad de ADN Pol de RT usa el ARN y el ADN como moldes que
se pueden intercambiar, y como todas las ADN polimerasas conocidas, no es capaz de iniciar de nuevo la sintesis de
ADN, si no que requiere una molécula preexistente que sirva como cebador (ARN).

La actividad de Rnasa inherente en todas las proteinas RT tiene una funcién esencial pronto en la replicacion de
la eliminacién del ARN gendmico cuando avanza la sintesis de ADN. Degrada selectivamente el ARN de todas las
moléculas hibridas de ARN-ADN. Estructuralmente, la polimerasa y la ribo H ocupan dominios separados que no se
superponen con Pol y cubren dos tercios de aminos de Pol.

La subunidad catalitica p66 estd plegada en 5 subodminios distintos. El amino terminal 23 de estos, tiene la parte
con actividad de RT. El carboxi terminal de estos, es el dominio de Rnasa H.

Después de infectar la célula huésped, el genoma ARN retrovirico se copia en ADN bc lineal por la transcripta-
sa inversa que estd presente en la particula infecciosa. La integrasa (revisada en Skalka AM’99 Adv. in Virus Res.,
52, 271-273) reconoce los extremos del ADN virico, los corta y acompafia al ADN virico a un sitio del cromoso-
ma huésped para catalizar la integracién. Muchos sitios del ADN huésped pueden ser objetivos para la integracion.
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Aunque la integrasa es suficiente para catalizar la integracion in vitro, no es la Unica proteina asociada con el ADN
virico in vivo, el complejo de ADN virico, proteina grande, aislado de las células infectadas ha se ha designado el
complejo de preintegracion. Esto facilita la adquisicion de los genes de la célula huésped por los genomas viricos de la
progenie.

La integrasa estd compuesta de 3 dominios distintos, el dominio N terminal, el ndcleo catalitico y el dominio C
terminal. El dominio del nicleo catalitico contiene todos los requisitos para la quimica de la transferencia de polinu-
cleotidilos.

Las vacunas de ADN normalmente consisten en un vector plasmidico bacteriano en el que se inserta un promotor
fuerte, el gen de interés que codifica un péptido antigénico y una secuencia de poliadenilacién/terminacién transcrip-
cional. El gen de interés puede codificar una proteina entera o simplemente una secuencia antigénica relacionada con
el patégeno, tumor u otro agente frente al que se pretende proteger. El pldsmido se puede hacer crecer en bacterias,
tales como por ejemplo E. coli y después aislar y preparar en un medio adecuado, dependiendo de la via de adminis-
tracion pretendida, antes de administrarlo al huésped. Después de la administracién, el pldsmido es absorbido por las
células del huésped, o se suministra directamente en las células huésped, donde se produce el péptido codificado. El
vector plasmidico preferiblemente estard hecho sin un origen de replicacién funcional en células eucariotas, con el fin
de prevenir la replicacion del pldsmido en el huésped mamifero y la integracién en el ADN cromosémico del animal
implicado.

Hay una serie de ventajas de la vacunacién con ADN con respecto a las técnicas de vacunacion tradicionales.
Primero, se ha previsto que debido a que las proteinas que son codificadas por la secuencia de ADN son sintetizadas
en el huésped, la estructura o conformacién de la proteina serd similar a la proteina nativa asociada con el estado
patolégico. También es probable que la vacunaciéon con ADN ofrezca proteccidon contra diferentes cepas de un virus,
generando una respuesta de linfocitos T citot6xicos que reconocen epitopos de proteinas conservadas. La tecnologia
también ofrece la posibilidad de combinar diversos inmunogenes en una sola preparacion para facilitar la inmunizacién
simultdnea con respecto a una serie de estados patolégicos.

Se proporciona informacién de antecedentes ttil en relacién con la vacunacién con ADN en Donnelly y col., “DNA
vaccines” Ann. Rev Immunol. 1997 15: 617-648.

Doe y col. (1994) Eur. J. immunol., 24: 2369-2376, investigaron como afectaban las variaciones en la glicosilacién
a la respuesta de CTL CD8+ a gp120, y encontraron que gp120 producida en células CHO de mamifero tenfan una
menor capacidad de sensibilizar las respuestas de CTL cuando se comparaba con proteinas de envuelta derivadas de
células de insecto o levadura, salvo que se eliminaran los oligosacaridos unidos por N antes de la inmunizacioén.

Ahora se ha descubierto que se pueden obtener beneficios usando un polinucleétido que codifica una proteina de
la envuelta del VIH no glicosilada en una vacuna para el VIH. Sorprendentemente, un vector de ADN que expresa
gp120 sin una sefal de secrecién y que por lo tanto no es glicosilado o secretado de la célula, es un estimulador de
las respuestas de CTL mas eficaz que un vector de ADN que expresa gp120 con su sefial de secrecion nativa. Puesto
que la sefial de secrecion es responsable de dirigir gp120 al sitio intracelular en el que se produce la glicosilacion, el
gp120 que carece de su sefial de secrecion nativa no es glicosilado. Ademas, con la presencia de una proteina del VIH
no estructural tal como tat en una proteina de fusién con gp120 no glicosilado, las respuestas de CTL aumentan. En
contraste, Tat en una proteina de fusién con gp120 normal previene la secrecién pero no da como resultado una mayor
respuesta inmunitaria. E1 gp120 no glicosilado también se puede expresar de forma satisfactoria en una proteina de
fusién con otros antigenos del VIH, tanto estructurales como no estructurales.

Resumen de la invencion

La presente invencioén proporciona, por lo tanto, construcciones nuevas para usar en vacunas de dcidos nucleicos o
polipéptidos para la profilaxis y el tratamiento de infecciones por el VIH y SIDA.

En un aspecto, la invencién proporciona un polinucleétido que comprende una secuencia que codifica la proteina
de la envuelta del VIH gp120, en el que gp120 no es glicosilada cuando se expresa en una célula objetivo de mamifero,
y en el que gp120 carece de una sefial de secrecion funcional, unida a una secuencia que codifica RT de VIH, Gag de
VIH y Nef de VIH, operativamente unida a un promotor heterélogo que codifica una proteina de fusién que contiene
gpl120, RT, Gag y Nef.

En las siguientes realizaciones preferidas, la proteina de fusién se selecciona de:

gp120-RT-Nef-Gag, y

RT-Nef Gag-gp120.

Opcionalmente, la secuencia Nef para usar en la invencion se trunca para eliminar la secuencia que codifica la

regién N terminal, es decir, eliminar 30-85, preferiblemente 60-85, preferiblemente los 65 aminoacidos N-terminales
(este dltimo truncado se denomina en el presente documento trNef).
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Ventajosamente, Nef se puede modificar para eliminar uno de los sitios de muristilacién. Por ejemplo, el sitio de
miristilacién Gly 2 se puede eliminar por delecién o sustitucion.

Alternativamente o adicionalmente, Nef se puede modificar para alterar el patrén de dileucina de Leu 174 y Leu
175 por delecion o sustitucién de una o ambas leucinas. La importancia del patrén de dileucina en la reduccién de
CD4 se describe, por ejemplo, en Bresnahan P.A. y col. (1998) Current Biology, 8 (22): 1235-8.

El polinucledtido RT para usar en la invencién codifica preferiblemente una mutacion para inactivar esencialmente
cualquier actividad de transcripcion inversa. Un mutante inactivo preferido implica la sustituciéon de K lisina por W
tript6fano 229. Véase el documento WO 03/025003.

Preferiblemente, Gag para usar en la invencién no codifica el polipéptido Gag P6. Las secuencias Gag preferidas
para usar en la invencién comprenden P 17 y/o 24.

Preferiblemente, una o més secuencias del VIH incluidas en el polinucleétido de acuerdo con la invencién que
codifican gp120, Nef, Gag o RT tienen codones optimizados para células de mamiferos, lo mds preferiblemente de
modo que se parezcan a un gen altamente expresado en su uso de codones.

La fusién puede contener secuencias del VIH adicionales.

Las secuencias de polinuledtidos preferiblemente se optimizan en cuanto a los codones para células de mamiferos,
en linea con aspectos preferidos de la invencion.

Las proteinas de envuelta del VIH tales como gp120 expresadas en una célula de mamifero normalmente serdn
glicosiladas. El polinucleétido de acuerdo con la invenciéon comprende una secuencia que codifica gp120 que esta
adaptada para prevenir la glicosilacion en una célula objetivo de mamifero, en particular una célula objetivo humana.
La glicosilacién se puede reducir o prevenir en una serie de formas diferentes, por ejemplo por eliminacién o mutacién
de los sitios de glicosilacién, o por eliminacién de la sefial de secrecion nativa. En la construccién de polinucledtido
de acuerdo con la invencién, gyp120 carece de una sefial de secrecidn funcional. La sefial de secrecién puede variar
de longitud entre aislados de VIH, por ejemplo, tiene 30 aminodcidos de longitud en el aislado W61D descrito en el
presente documento, puede ser mds corta o mds larga que esta para aislados diferentes. En general, la sefial de secre-
cién estéd claramente definida y se eliminard en su totalidad, aunque este no es necesariamente el caso. Se eliminara
una cantidad de sefial suficiente para prevenir la funcién de llevar la proteina de la envuelta a la maquinaria celular
responsable de la glicosilacion. Esto se puede ensayar facilmente.

La invencidn se refiere preferiblemente al VIH-1. Se prefiere que las construcciones descritas en el presente docu-
mento deriven de un VIH de subtipo B o subtipo C, en particular subtipo B.

Preferiblemente, el promotor es el promotor del gen HCMV IE, mds en particular, en el que estd incluida la region
5’ no traducida del gen HCMV IE que comprende el exén 1, como se describe en el documento WO 02/36792.

En otro aspecto, la invencién proporciona un vector que comprende las secuencias de polinucledtidos descritas
en el presente documento. La secuencia de polinucleétido preferiblemente es ADN y preferiblemente estd contenida
en un vector que es un pldsmido de ADN bicatenario. Alternativamente, en lo sucesivo se describen vectores y se
incluyen en particular vectores adenoviricos tales como los vectores adenoviricos derivados de chimpancé Pan 9 o
Pan 5, 6 y 7, en los que preferiblemente estos son de replicacién defectuosa, de modo que no pueden replicarse en las
células objetivo.

En una realizacidn, la invencién proporciona una proteina de fusién que comprende la proteina de la envuelta del
VIH gp120, RT de VIH, Gag de VIH y Nef de VIH, en la que gp120 no se glicosila cuando se expresa en una célula
objetivo de mamifero y en el que gp120 carece de una sefial de secrecién funcional.

En otra realizacion, la invencién proporciona una proteina de fusiéon como se define en el presente documento,
expresada a partir de un polinucleétido que tiene los codones optimizados para células de mamifero.

En un aspecto adicional, la invencién proporciona composiciones farmacéuticas que comprenden las secuencias
de nucledtidos y vectores y proteinas de fusién descritas en el presente documento, junto con un excipiente, diluyente,
vehiculo o adyuvante farmacéuticamente aceptable. En una realizacion preferida, los polinucledtidos, preferiblemente
en forma de un vector de ADN y preferiblemente que comprenden al menos una secuencia de VIH de codones opti-
mizados, estdn presente en una composiciéon que comprende una pluralidad de particulas, preferiblemente perlas tales
como perlas de oro, sobre las que se pone el ADN como recubrimiento.

El suministro de polinucledtidos de acuerdo con la invencién se lleva a cabo preferiblemente por suministro me-
diado por particulas, en particular mediante un procedimiento de bombardeo.

Esta previsto que los vectores de acuerdo con la invencién se puedan usar con agentes inmunoestimuladores, pre-
feriblemente pero no necesariamente administrados al mismo tiempo que los vectores, y preferiblemente formulados
juntos en las composiciones de acuerdo con la invencién.
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Los agentes inmunoestimuladores para usar en la invencién incluyen, pero esta lista no es de ningin modo ex-
haustiva y no excluye otros agentes: imidazoquinolinas sintéticas tales como imiquimod [S-26308, R-837], (Harrison,
y col. “Reduction of recurrent HSV disease using imiquimod alone or combined with a glycoprotein vaccine”, Vac-
cine 19: 1820-1826, 35 (2001)); y resiquimod [S-28463, R-848] (Vasilakos, y col. “Adjuvant activites of immune
response modifier R-848: Comparison with CpG ODN”, Cellular immunology 204: 64-74 (2000).), bases de Schiff
de carbonilos y aminas que se expresan constitutivamente en las superficies de células presentadoras de antigeno y
células T, tales como tucaresol (Rhodes, J. y col. “Therapeutic potentiation of the immune system by costimulatory
Schiff-base-forming drugs”, Nature 377: 71-75 (1995)), citoquina, quimioquina y moléculas coestimuladoras como
proteina o péptido o ADN, esto incluiria citoquinas proinflamatorias tales como GM-CSF, IL-1 alfa, IL-1 beta, TGF-
alfa y TGF-beta, inductores de Th1 tales como interferén gamma, IL-2, IL-12, IL-15 e IL-18, inductores de Th2 tales
como IL-4, IL-5, IL-6, IL-10 e IL-13 y otras quimioquinas y genes coestimuladores tales como MCP-1, MIP-1 alfa,
MIP-1 beta, RANTES, TCA-3, CD80, CD86 y CD40L, otros ligandos directores inmunoestimuladores, tales como
CTLA-4 y L-selectina, proteinas estimuladoras de la apoptosis tales como Fas, (49), adyuvantes basados en lipidos
sintéticos tales como Vaxfectin, (Reyes y col., “Vaxfectin enhances antigen specific antibody titres and maintains Th1
type immune responses to plasmid DNA immunization”, Vaccine 19: 3778-3786) escualeno, alfa-tocoferol, polisor-
bato 80, DOPC y colesterol, endotoxina, [LPS], Beutler, B., “Endotoxin, ’Toll-like receptor 4, and the afferent limb
of innate immunity”, Current Opinion in Microbiology 3: 23-30 (2000)); CpG oligo- y di-nucleétidos, Sato, Y.y col.,
“Immunostimulatory DNA sequences necessary for effective intradermal gene immunization”, Science 273 (5273):
352-354(1996). Hemmi, H. y col., “A Toll-like receptor recognizes bacterial DNA”, Nature 408: 740-745, (2000), y
otros ligandos potenciales que desencadenan los receptores Toll para producir las citoquinas adecuadas inductoras de
Th1, tales como lipoproteinas micobacterianas sintéticas, proteina micobacteriana p19, péptidoglucano, 4cido teicoico
y lipido A.

Un agente inmunoestimulador preferido para usar con la invencién es GM-CSF. Este se puede usar en forma de un
polinucleétido que expresa GM-CSF que se coadministra con la vacuna de ADN de la invencién. Puede estar presente
un ADN plasmidico que codifica GM-CSF en una composicidon farmacéutica que comprende el(los) polinucleétido(s)
de acuerdo con la invencion.

Algunos adyuvantes preferidos para provocar una respuesta predominantemente de tipo Th1 incluyen, por ejemplo,
un derivado de lipido A tal como monofosforil-lipido A, o preferiblemente 3-des-O-acilado-monofosforil-lipido A.
Los adyuvantes MPL® estdn disponibles en Corixa Corporation (Seattle, WA; véase, por ejemplo, las patentes de
EE.UU. n° 4.436.727; 4.877.611; 4.866.034 y 4.912.094). Los oligonucleétidos que contienen CpG (en los que el
dinucleétido CpG no estd metilado) también inducen una respuesta predominantemente Th1. Dichos oligonucleé6tidos
son conocidos y se describen, por ejemplo, en los documentos WO 96/02555, WO 99/33488 y patentes de EE.UU.
n°® 6.008.200 y 5.856.462. Las secuencias de ADN inmunoestimuladoras también se describen, por ejemplo, en Sato
y col., Science 273:352, 1996. Otro adyuvante preferido comprende una saponina tal como Quil A, o derivados del
mismo, que incluye QS21 y QS7 (Aquila Biopharmaceuticals Inc., Framingham, MA); escina; digitonina; o saponinas
de Gypsophila o Chenopodium.

De acuerdo con un aspecto adicional de la invencién, se proporciona una célula huésped que comprende una
secuencia de polinucleétido de acuerdo con la invencién, o un vector de expresion de acuerdo con la invencién. La
célula huésped puede ser, por ejemplo, bacteriana, p. €j., E. coli, de mamifero, p. ej. humana, o puede ser una célula de
insecto. Las células de mamifero que comprenden un vector de acuerdo con la presente invencion pueden ser células
cultivadas transfectadas in vitro o pueden ser células transfectadas in vivo por administracién del vector al mamifero.

La optimizacion de codones significa que la secuencia de ADN se optimiza para que se parezca al uso de codones
de genes en células de mamifero. En particular, el uso de codones en la secuencia se optimiza para que parezca el de
genes humanos altamente expresados.

El codigo del ADN tiene 4 letras (A, T, C y G) y las usa para escribir “codones” de 3 letras que representan
los amino4cidos de las proteinas codificadas, en los genes de un organismo. La secuencia lineal de los codones a lo
largo de la molécula de ADN se traduce en la secuencia lineal de aminoécidos en la o las proteinas codificadas por
esos genes. El codigo estd muy degenerado, con 61 codones que codifican 20 aminoacidos naturales y 3 codones que
representan sefiales de “parada”. Por lo tanto, la mayoria de los aminodcidos son codificados por mds de un codén, de
hecho varios son codificados por 4 o mas codones diferentes.

Cuando hay més de un codén disponible para codificar un aminoédcido dado, se ha observado que los patrones
de uso de los codones de los organismos son altamente no aleatorios. Diferentes especies presentan una tendencia
diferente en la seleccion de codones, y ademads, el uso de los codones puede ser notablemente diferente en una sola
especie entre genes que se expresan con niveles altos y bajos. Esta tendencia es diferente en virus, plantas, bacterias
y células de mamiferos, y algunas especies presentan una tendencia mas fuerte a alejarse de una seleccién de codones
aleatoria que otras. Por ejemplo, los seres humanos y otros mamiferos tienen una tendencia menos fuerte que algunas
bacterias y virus. Por estas razones, hay una probabilidad significativa de que un gen de mamifero expresado en E. coli
0 un gen extrafio o recombinante expresado en células de mamifero, tengan una distribucién de codones inadecuada
para la expresion eficaz. Se cree que la presencia en una secuencia de ADN heter6loga de grupos de codones o una
abundancia de codones que es raro observar en el huésped en el que se produce la expresion, es indicativa de niveles
bajos de expresion heterdloga en ese huésped.
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En una realizacién de la presente invencion, se proporciona una secuencia del polinucleétido gp120 que codifica
una secuencia de aminodcidos de gp120 no glicosilada, en el que el patrén de uso de codones de la secuencia de
polinucleétidos se parece al de los genes de mamifero altamente expresados. Preferiblemente, la secuencia de polinu-
cledtidos es una secuencia de ADN. Convenientemente el patrén de uso de codones de la secuencia de polinucleétidos
es tipico de genes humanos altamente expresados.

En los polinucledtidos de la presente invencidn, el patrén de uso de codones estd alterado respecto al tipico de
los virus de inmunodeficiencia humana para representar mejor la tendencia de codones del organismo objetivo, por
ejemplo, un mamifero, en especial un ser humano. El “coeficiente de uso de codones” es una medida de cuanto se
parece el patrén de codones de una secuencia de polinucleétido dada al de una especie objetivo. Las frecuencias de
los codones se pueden obtener de fuentes de la bibliografia para los genes altamente expresados de muchas especies,
(véase, por ejemplo, Nakamura y col., Nucleic Acids Research 1996, 24:214-215). Las frecuencias de los codones
para cada uno de los 61 codones (expresada como el nimero de veces que aparece por 1000 codones de la clase de
genes seleccionada) se normaliza para cada uno de los 20 aminodcidos naturales, de modo que el valor del codén mas
frecuentemente usado para cada aminodcido se ajusta a 1 y las frecuencias para los codones menos comunes va a estar
entre 0y 1. Asi, a cada uno de los 61 codones se le asigna un valor de 1 o inferior para los genes altamente expresados
de la especie objetivo. Con el fin de calcular un coeficiente de uso de codones para un polinucleétido especifico, con
respecto a los genes altamente expresados de esa especie, se anota el valor obtenido para cada codén del polinucledtido
especifico y se toma la media geométrica de todos estos valores (dividiendo la suma de los logaritmos naturales de
esos valores entre el nimero total de codones y tomando el antilogaritmo). El coeficiente tendra un valor entre O
y 1, y cuanto mayor sea el coeficiente, mas codones en el polinucleétidos son codones usados con frecuencia. Si
una secuencia de polinucledtido tiene un coeficiente de uso de codén de 1, todos los codones son los codones “mds
frecuentes” para los genes altamente expresados de las especies objetivo.

De acuerdo con la presente invencidn, el patrén de uso de codones del polinucleétido preferiblemente excluird los
codones raros. Los codones raros se pueden definir como codones que representan <20% o mas preferiblemente que
representan <10% de los codones usados para un aminoacido particular en genes altamente expresados del organismo
objetivo. Alternativamente, los codones raros se pueden definir como codones con un valor de uso de codén sinénimo
relativo (RSCU) de <0,3 o mas preferiblemente <0,2 en genes altamente expresados del organismo objetivo. Un
valor de RSCU es el nimero de codones observados dividido entre el nimero esperado si todos los codones para ese
aminodcidos se usaran con la misma frecuencia. Una definicién adecuada de un codén raro seria evidente para un
experto en la materia.

Un polinucledtido de la presente invencidn, en general tendrd un coeficiente de uso de codones para los genes
humanos altamente expresados mayor que 0,3, preferiblemente mayor que 0,4, mas preferiblemente mayor que 0,5.
Preferiblemente, el coeficiente de uso de condones también serd menor que 1,0, y preferiblemente menor que 0,9 y
mads preferiblemente menor que 0,8. Por lo tanto, es mas preferido un coeficiente de uso de condones entre 0,5 y 0,9,
o entre 0,5 y 0,8. Las tablas de uso de codones para seres humanos se pueden encontrar también en Genbank.

En comparacién, un gen de beta-actina altamente expresado tiene un coeficiente de uso de condones de 0,747.

A continuacién se expone la tabla de uso de codones para un homo sapiens.
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1/24/91 (human_high.cod)

Aminoacido

Gly
Gly
Gly
Gly
Glu
Glu
Asp
Asp
Val
Val
Val
Val
Ala
Ala
Ala
Ala
Arg
Arg
Ser
Ser
Lys
Lys
Asn
Asn
Met
lle
lle
lle
Thr
Thr
Thr
Thr
Trp
End
Cys
Cys

Codon

GGG
GGA
GGT
GGC
GAG
GAA
GAT
GAC
GTG
GTA
GTT
GTC
GCG
GCA
GCT
GCC
AGG
AGA
AGT
AGC

Numero

905,00
525,00
441,00
1867,00
2420,00
792,00
592,00
1821,00
1866,00
134,00
198,00
728,00
652,00
488,00
654,00
2057,00
512,00
298,00
354,00
1171,00
2117,00
471,00
314,00
1120,00
1077,00
88,00
315,00
1369,00
405,00
373,00
358,00
1502,00
652,00
109,00
325,00
706,00

/1000

18,76
10,88
9,14
38,70
50,16
16,42
12,27
37,75
38,68
2,78
4,10
15,09
13,51
10,12
13,56
42,64
10,61
6,18
7,34
24,27
43,88
9,76
6,51
23,22
22,32
1,82
6,53
28,38
8,40
7.73
7,42
31,13
13,51
2,26
6,74
14,63

Fraccion

0,24
0,14
0,12
0,50
0,75
0,25
0,25
0,75
0,64
0,05
0,07
0,25
0,17
0,13
0,17
0,63
0,18
0,10
0,10
0,34
0,82
0,18
0,22
0,78
1,00
0,05
0,18
0,77
0,15
0,14
0,14
0,57
1,00
0,55
0,32
0,68



20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2 328 685 T3

Aminoacido Codon Numero /1000 Fraccion
End TAG 42,00 0,87 0,21
End TAA 46,00 0,95 0,23
Tyr TAT 360,00 7,46 0,26
Tyr TAC 1042,00 21,60 0,74
Leu TTG 313,00 6,49 0,06
Leu TTA 76,00 1,58 0,02
Phe TTT 336,00 6,96 0,20
Phe TTC 1377,00 28,54 0,80
Ser TCG 325,00 6,74 0,09
Ser TCA 165,00 3,42 0,05
Ser TCT 450,00 9,33 0,13
Ser TCC 958,00 19,86 0,28
Arg CGG 611,00 12,67 0,21
Arg CGA 183,00 3,79 0,06
Arg CGT 210,00 4,35 0,07
Arg CGC 1086,00 22,51 0,37
Gln CAG 2020,00 41,87 0,88
GIn CAA 283,00 5,87 0,12
His CAT 234,00 4,85 0,21
His CAC 870,00 18,03 0,79
Leu CTG 2884,00 59,78 0,58
Leu CTA 166,00 3,44 0,03
Leu CTT 238,00 4,93 0,05
Leu CTC 1276,00 26,45 0,26
Pro CCG 482,00 9,99 0,17
Pro CCA 456,00 9,45 0,16
Pro CCT 568,00 11,77 0,19
Pro CCC 1410,00 29,23 0,48

De acuerdo con un aspecto adicional de la invencidn, se proporciona un vector de expresion que comprende y es
capaz de dirigir la expresion de una secuencia de polinucleétido de acuerdo con el primer aspecto de la invencién, en
particular, en el que el patrén de uso de codones de la secuencia de polinucleétido de gyp120 es tipico de genes de
mamifero altamente expresados, preferiblemente genes humanos altamente expresados. El vector pueden ser adecuado
para dirigir la expresion de ADN heterélogo en células bacterianas, de insecto o mamifero, en particular en células
humanas. En una realizacion, el vector de expresion es p7313 (véase la figura 1).

La administracién de la composicién farmacéutica de la invencién puede ser en forma de una o mas de una dosis
individual, por ejemplo, como dosis repetidas del mismo pldsmido de ADN, o en un régimen de vacunacién de “sen-
sibilizacién-refuerzo”, en particular un régimen de vacunacién terapéutico. Un régimen de sensibilizacion-refuerzo
heter6logo usa la administracién de diferentes formas de vacunas en la sensibilizacién y el refuerzo, cada una de las
cuales puede incluir 2 o mds administraciones. Preferiblemente, pero no necesariamente la composicioén de sensibili-
zacién y refuerzo comprende los mismos antigenos o diferentes formas de los mismos antigenos. La composicion de
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sensibilizacién y la composicién de refuerzo tendrdn en cualquier caso al menos un antigeno en comun, aunque no
es necesariamente una forma idéntica del antigeno, puede ser una forma diferente del mismo antigeno. Un ejemplo
de formas diferentes del mismo antigeno es el caso de un polinucleétido que codifica una gp120 que carece de una
secuencia sefial funcional y no es glicosilada en células de mamiferos, y un polipéptido que es gp120 con su secuen-
cia sefial y que es glicosilada. Una versién de longitud completa y una truncada de la misma proteina, o una forma
mutada y no mutada de la misma proteina, también se pueden considerar formas diferentes del mismo antigeno para
el propdsito de un formato de sensibilizacion-refuerzo de acuerdo con la invencion.

En un ejemplo de un régimen de sensibilizacién-refuerzo, la vacunacién de “sensibilizacién” puede ser por el
suministro de ADN mediado por particulas de una composicién de sensibilizacién que comprende un polinucleétido
de acuerdo con la presente invencion, preferiblemente incorporado en un vector plasmidico, mientras que la adminis-
tracién de “refuerzo” puede ser de una composicion de refuerzo que comprende un vector virico recombinante que
comprende la misma secuencia de polinucleétido o un polinucleétido que codifica al menos uno de los mismos anti-
genos codificados por la composicion de sensibilizacién. Alternativamente, el refuerzo se puede llevar a cabo con al
menos uno de los mismos antigenos en forma de la proteina en adyuvante. A la inversa, la sensibilizacién puede ser con
una composicién de sensibilizacién que comprende el vector virico o con una formulacién de proteina, normalmente
una proteina formulada en adyuvante, y el refuerzo una vacuna de ADN de la presente invencion.

Un formato de sensibilizacién-refuerzo para usar con los polinucleétidos de acuerdo con la presente invencion se
selecciona de:

Sensibilizacién con proteina/refuerzo con vector vivo
Sensibilizacién con vector vivo/refuerzo con proteina
Sensibilizacién con proteina/refuerzo con pldsmido de ADN
Sensibilizacién con pldsmido de ADN/refuerzo con proteina
Sensibilizacién con vector vivo/refuerzo con pldsmido de ADN

Sensibilizacién con pldsmido de ADN/refuerzo con vector vivo.

Los vectores vivos preferidos incluyen vectores de virus vivos, en particular vectores de adenovirus como se
describe en el presente documento.

Preferiblemente, las composiciones de sensibilizacién y refuerzo comprenden, ademads del o de los antigenos, un
adyuvante adecuado, que pueden ser diferentes de acuerdo con la composicion particular.

Tanto la composicién de sensibilizacion como la composicién de refuerzo se pueden suministrar en mas de una
dosis. Ademds, a las dosis iniciales de sensibilizacion y refuerzo le pueden seguir dosis adicionales que pueden alter-
narse, para dar como resultado, por ejemplo, una sensibilizacién con plasmido de ADN/refuerzo con proteina/dosis
adicional de plasmido de ADN/dosis adicional de proteina.

La invencién proporciona ademds un procedimiento para producir un polinucleétido como se describe en el pre-
sente documento, que comprende unién de una secuencia de nucledtidos que codifica la proteina gp120 de la envuelta
del VIH, en el que la gp120 no es glicosilada cuando se expresa en una célula objetivo de mamifero, y en el que gp120
carece de una sefial de secrecion funcional, y una secuencia que codifica Nef de VIH, RT de VIH y Gag de VIH.

Como se ha discutido antes, la presente invencién incluye vectores de expresién que comprenden las secuencias
de nucleétidos de la invencién. Dichos vectores de expresion se construyen de forma rutinaria en la técnica de la bio-
logia molecular, y pueden implicar, por ejemplo, el uso de ADN plasmidico e iniciadores, promotores, potenciadores
adecuados y otros elementos, tales como por ejemplo sefiales de poliadenilacién que pueden ser necesarias, y que
estan colocadas en la orientacién correcta, con el fin de permitir la expresion de la proteina. Otros vectores adecuados
y como construirlos, serd evidente para el experto en la materia. Para ejemplos adicionales en relacion con esto, se
remite a Sambrook y col. Molecular Cloning: a Laboratory Manual. 2* edicién. CSH Laboratory Press. (1989).

Preferiblemente, un polinucledtido de la invencidn, o para usar en la invencién en un vector, estd operativamente
unido a una secuencia de control, que es capaz de que la célula huésped proporcione la expresion de la secuencia
codificante, es decir, el vector es un vector de expresion. La expresion “operativamente unido” se refiere a una yuxta-
posicion en la que los componentes descritos estdn en una relacion que les permite funcionar de la manera pretendida.
Una secuencia reguladora, tal como un promotor, “operativamente unida” a una secuencia codificante, estd colocada
de forma que la expresion de la secuencia codificante se logra en condiciones compatibles con la secuencia reguladora.

Una secuencia de acido nucleico de la presente invencidn, se puede administrar mediante vectores de suministro
especializados dtiles en terapia génica. Los procedimientos de terapia génica los discuten, por ejemplo, Verme y
col., Nature 1997, 389:239-242. Se pueden usar tanto sistemas viricos como no viricos. Los vectores pueden ser,
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por ejemplo, pldsmidos, cromosomas artificiales (p. ej., BAC, PAC, YAC), vectores viricos o fagos provistos de un
origen de replicacién, opcionalmente un promotor para la expresion del polinucleétido, y opcionalmente un regulador
del promotor. Los vectores pueden contener uno o mds genes marcadores seleccionables, por ejemplo, un gen de
resistencia a la ampicilina o la kanamicina, en el caso de un pldsmido bacteriano o un gen de resistencia para un
vector fingico. Los vectores se pueden usar in vitro, por ejemplo para la producciéon de ADN o ARN, o se pueden
usar para transfectar o transformar una célula huésped, por ejemplo, una célula huésped de mamifero, p. ej., para
producir la proteina codificada por el vector. Los vectores también pueden adaptarse para usar in vivo, por ejemplo, en
un procedimiento de vacunacion con ADN o de terapia génica.

Los ejemplos de vectores viricos adecuados incluyen sistemas basados en retrovirus, lentivirus, adenovirus, virus
adenoasociado, herpesvirus, tales como herpesvirus simplex, alfa-virus, virus de la viruela tal como virus de la viruela
del canario y virus vaccinia. Las técnicas de transferencia de genes que usan estos virus son conocidas para los
expertos en la materia. Se pueden usar por ejemplo vectores retroviricos para integrar establemente el polinucleétido
de la invencién en el genoma del huésped, aunque no se prefiere dicha recombinacion. Los vectores de adenovirus
de replicacion defectuosa, en cambio, permanecen episomales y por lo tanto permiten la expresion transitoria. Los
vectores capaces de dirigir la expresion en células de insectos (por ejemplo vectores baculovirus), en células humanas,
levaduras o bacterias, se pueden usar con el fin de producir cantidades de la proteina del VIH codificada por el
polipéptido de la presente invencién, por ejemplo, para usar como vacunas subunidad o en inmunoensayos.

En una realizacién preferida, el adenovirus usado como vector vivo es un adenovirus de simio de replicacién
defectuosa. Normalmente, estos virus contienen una delecion E1 y se pueden hacer crecer en lineas celulares que son
transformadas con un gen E1. Los adenovirus de simio preferidos son virus aislados de chimpancés. En particular se
prefieren C68 (también conocido como Pan 9) (véase la patente de EE.UU. n° 6083716) y Pan 5, 6 y Pan 7 (documento
WO 03/046124) para usar en la presente invencién. Por lo tanto, estos vectores se pueden manipular para insertar un
gen heterélogo de la invencién, de modo que el producto génico pueda ser expresado. El uso, formulacién y fabricacién
de dichos vectores adenoviricos recombinantes se expone con detalle en el documento WO 03/046124.

Se pueden seleccionar promotores y otras sefiales de regulacion de la expresion para que sean compatibles con
la célula huésped para la que esta disefiada la expresion. Por ejemplo, los promotores de mamiferos incluyen el
promotor de metanotioneina que puede inducirse en respuesta a metales pesados tales como cadmio, y el promotor de
[-actina. También se pueden usar promotores viricos tales como el promotor del antigeno T grande de SV40, promotor
temprano inmediato (IE) del citomegalovirus humano (CMV), promotor LTR del virus de sarcoma de Rous, promotor
de adenovirus, o un promotor de HPV, en particular la regién secuencia arriba de HPV (URR). Todos estos promotores
estdn bien descritos y estdn facilmente disponibles en la técnica.

Un elemento promotor preferido es el promotor temprano inmediato de CMV desprovisto del intrén A, pero que
incluye el exén 1. Por consiguiente, se proporciona un vector que comprende un polinucleétido de la invencién bajo
el control del promotor temprano HCMYV IE. Se describe un promotor HCMV IE en el documento WO 02/36792.

Los sistemas no basados en virus incluyen la administracién directa de 4cidos nucleicos, tecnologia de encapsula-
cién de microsferas, poli(lactida-co-glicdlido) y sistemas basados en liposomas.

Los polinucleétidos de acuerdo con la invencién son ttiles en la produccién para la expresion de las proteinas
codificadas, cuya expresion puede tener lugar in vitro, in vivo o ex vivo. Por lo tanto, los nucleétidos pueden estar
implicados en la sintesis de proteinas recombinantes, por ejemplo para aumentar rendimientos, o realmente pueden
ser utiles como agentes terapéuticos por si mismos, usados en técnicas de vacunacién con ADN. Cuando los polinu-
cledtidos de la presente invencion se usan en la produccién de proteinas codificadas in vitro o ex vivo, las células, por
ejemplo en cultivo celular, se modificardn para incluir el polinucledtidos que se va a expresar. Dichas células incluyen,
lineas de células de mamifero transitorias o preferiblemente estables. Los ejemplos particulares de células que se pue-
den modificar por insercion de vectores que codifican un polipéptido de acuerdo con la invencién, incluyen células de
mamifero HEK293T, CHO, HeLa, 293 y COS. Preferiblemente, la linea celular seleccionada serd una que es estable.
La expresion se puede lograr en oocitos transformados. Un polipéptido puede expresarse a partir de un polinucle6tido
de la presente invencion en células de un animal no humano transgénico, preferiblemente un ratén. Un animal no
humano transgénico que expresa un polipéptido a partir de un polinucleétido de la invencion, estd incluido dentro del
alcance de la invencion.

Preferiblemente, los vectores de expresion para usar en vacunas de ADN, composiciones de vacunas y productos
inmunoterapéuticos, serdn vectores plasmidicos o vectores viricos vivos.

Las vacunas de ADN se pueden administrar en forma de “ADN desnudo”, por ejemplo en una formulacién liquida
administrada usando una jeringuilla o chorro de alta presién, o ADN formulado con liposomas o un potenciador de
la transfeccién irritante, o por suministro de ADN mediado por particulas (PMDD o suministro inmunoterapéutico
mediado por particulas PMID) como se describe con mds detalle en el presente documento. Todos estos sistemas de
suministro son bien conocidos en la técnica. El vector se puede introducir en un mamifero, por ejemplo, mediante un
sistema de suministro de vector virico.

La composicién de la presente invencion se puede suministrar por una serie de vias, tales como la via intramuscular,
subcuténea, intraperitoneal, intravenosa o mucosa.
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La invencién proporciona ademds un dispositivo de suministro intradérmico que comprende una composicién
farmacéutica descrita en el presente documento.

En una realizacion preferida, la composicion se administra por via intradérmica. En particular, la composicion se
suministra mediante una pistola génica, en particular usando técnicas de administracién por bombardeo de particulas,
que implican recubrir perlas (p. €j., perlas de oro) con el vector, las cuales después se administran con alta presion en
la epidermis. Esto lo describen, por ejemplo, Haynes y col., J. Biotechnology 44: 37-42 (1996).

Se conocen numerosos procedimientos para llevar a cabo un procedimiento de bombardeo de particulas, véase por
ejemplo el documento WO 91/07487. En un ejemplo ilustrativo, la aceleracién de particulas dirigida por gas se puede
lograr con dispositivos como los fabricados por Powderject Pharmaceuticals PLC (Oxford, Reino Unido) y Powderject
Vaccines Inc. (Madison, WI), algunos ejemplos de los cuales se describen en las patentes de EE.UU. n° 5.846.796;
6.010.478; 5.865.796; 5.584.807; y patente EP n° 0500799. Este procedimiento ofrece un procedimiento de suministro
sin aguja en el que una formulacién en polvo seco de particulas microscépicas, tal como polinucledtido, es acelerada
a gran velocidad dentro de un chorro de helio gaseosos generado mediante un dispositivo manual, que propulsa las
particulas a los tejidos objetivo de interés, normalmente la piel. Las particulas preferiblemente son perlas de oro de
un didmetro de 0,4-4,0 um, mds preferiblemente 0,6-2,0 um, y estdn recubiertas con el conjugado de ADN y después
encerradas en un cartucho o caja para poner en el dispositivo de suministro.

En una realizacién relacionada, otros dispositivos y procedimientos que pueden ser utiles para la inyeccién sin
aguja dirigida por gas, de las composiciones de la presente invencion, incluyen los proporcionados por Bioject, Inc.
(Portland, OR), algunos de cuyos ejemplos se describen en las patentes de EE.UU. n°4.790.824; 5.064.413; 5.312.335;
5.383.851; 5.399.163; 5.520.639 y 5.993.412.

Los vectores que comprenden las secuencias de nucleétidos que codifican péptidos antigénicos se administran en
una cantidad que sea profilactica o terapéuticamente eficaz. La cantidad a administrar en general estd en el intervalo
de 1 picogramo a 1 miligramo, preferiblemente 1 picogramo a 10 microgramos por suministro mediado por particulas,
y de 100 nanogramos a 10 miligramos para otras vias de nucledtidos por dosis. La cantidad exacta puede variar
considerablemente, dependiendo del peso del paciente que se va a inmunizar y la via de administracion.

El componente inmunogénico que comprende la secuencia de nucledtidos que codifica el péptido antigénico, se
puede administrar una sola vez o se puede administrar de forma repetida, por ejemplo, entre 1 y 7 veces, preferible-
mente entre 1 y 4 veces, en intervalos de aproximadamente 1 dia a aproximadamente 18 meses. También se pueden dar
administraciones adicionales seglin sea necesario, para mantener las respuestas inmunitarias a lo largo de la vida del
paciente. Sin embargo, este régimen de tratamiento variard significativamente dependiendo del tamafio del paciente
implicado, la cantidad de secuencia de nucledtido administrada, la via de administracién y otros factores que seran
evidentes para un médico experto. El paciente puede recibir uno o mas farmacos retrovirales para el VIH distintos
como parte de su régimen de tratamiento general. Ademads, el 4cido nucleico inmunogénico se puede administrar con
un adyuvante.

El componente adyuvante especificado en el presente documento se puede administrar también por una variedad
de vias de administracién diferentes, tales como por ejemplo, por via oral, nasal, pulmonar, intramuscular, subcuta-
nea, intradérmica o topica. Preferiblemente, el componente adyuvante se administra por via intradérmica o tépica, lo
mas preferiblemente por una via topica. Esta administracién puede tener lugar entre aproximadamente 14 dias an-
tes y aproximadamente 14 dias después de la administracion de la secuencia de nucledtidos, preferiblemente entre
aproximadamente 1 dia antes y aproximadamente 3 dias después de la administracion de la secuencia de nucleétidos.

En una realizacion, el componente adyuvante se administra sustancialmente de forma simultdnea con la adminis-
tracion de la secuencia de nucledtidos. Por “sustancialmente de forma simultdnea” se entiende que la administracién
del componente adyuvante preferiblemente es al mismo tiempo que la administracion de la secuencia de nucleétidos,
o si no lo es, al menos es en pocas horas respecto a la administracién de la secuencia de nucleétidos. En el protocolo
de tratamiento mas preferido, el componente adyuvante se administrard sustancialmente de forma simultdnea con la
administracién de la secuencia de nucledtidos. Obviamente, este protocolo se puede variar seglin sea necesario, de
acuerdo con el tipo de variables referidas antes. Se prefiere que el adyuvante sea un derivado de 1H-imidazo[4,5c]qui-
nolina-4-amina tal como imiquimod. Normalmente, imiquimod se presentard como una formulacién en crema tipica
y se administrard de acuerdo con el protocolo anterior.

Otra vez, dependiendo de dichas variables, la dosis de administracién del derivado también variard, pero puede es-
tar, por ejemplo, en el intervalo de aproximadamente 0,1 mg por kg a aproximadamente 100 mg por kg, donde “por kg”
se refiere al peso corporal del mamifero implicado. Esta administracién del derivado de 1H-imidazo[4,5¢c]quinolina-
4-amina preferiblemente se repetiria con cada administracién posterior o de refuerzo de la secuencia de nucleétidos.
Lo mé4s preferiblemente, la dosis de administracion serd entre aproximadamente 1 mg por kg y aproximadamente 50
mg por kg. En el caso de un esquema de “sensibilizacion-refuerzo” descrito en el presente documento, el imiquimod
u otro derivado de 1H-imidazo[4,5c]quinolina-4-amina, se puede administrar con la sensibilizacién o con el refuerzo
o tanto con la sensibilizacién como con el refuerzo.

Aunque el componente adyuvante puede comprender solo derivados de 1H-imidazo[4,5c]quinolina-4-amina para
administrar en el estado quimico puro, se prefiere que la administracién sea en forma de una formulacién farmacéutica.
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Es decir, el componente adyuvante comprendera preferiblemente la 1H-imidazo[4,5¢]quinolina-4-amina combinada
con uno o mas vehiculos farmacéuticamente aceptables, y opcionalmente otros ingredientes terapéuticos. El o los
vehiculos deben ser “aceptables” en el sentido de ser compatibles con otros ingredientes dentro de la formulacién, y
no ser perjudiciales para su receptor. La naturaleza de las formulaciones naturalmente variard segtn la via de admi-
nistracion pretendida, y se pueden preparar por procedimientos bien conocidos en la técnica farmacéutica. Todos los
procedimientos incluyen la etapa de asociar un derivado de 1H-imidazo[4,5c]quinolina-4-amina con un vehiculo o
vehiculos adecuados. En general, las formulaciones se preparan mediante la asociacién uniforme e intima del derivado
con vehiculos liquidos o vehiculos sélidos finamente divididos, o ambos, y después, si es necesario, conformando el
producto en la formulaciéon deseada. Las formulaciones de la presente invencion adecuadas para la administracion oral
se pueden presentar en forma de unidades discretas tales como cdpsulas, sellos o comprimidos, que contienen cada
uno una cantidad predeterminada del principio activo; en forma de un polvo o grdnulos; en forma de una solucién o
suspensién en un liquido acuoso o un liquido no acuoso; o en forma de una emulsién liquida de aceite en agua o una
emulsion de agua en aceite. El principio activo también se puede presentar en forma de bolo, electuario o pasta.

Un comprimido se puede hacer por compresiéon o moldeo, opcionalmente con uno o més ingredientes auxiliares.
Los comprimidos hechos pro compresion, se pueden preparar comprimiendo en una maquina adecuada el principio
activo en una forma fluida tal como un polvo o granulos, opcionalmente mezclados con un aglutinante, lubricante, dilu-
yente inerte, lubricante, tensioactivo o agente de dispersién. Los comprimidos moldeados se pueden hacer moldeando
en una maquina adecuada una mezcla del compuesto en polvo humedecido con un diluyente liquido inerte.

Los comprimidos pueden recubrirse o marcarse opcionalmente y se pueden formular para proporcionar liberacion
lenta o controlada del principio activo.

Las formulaciones para administrar por inyeccién, por ejemplo, por las vias de administracién intramuscular, intra-
peritoneal, intradérmica o subcutanea, incluyen disoluciones para inyeccién estériles acuosas y no acuosos que pueden
contener antioxidantes, tampones, bacteriostaticos y solutos que hacer la formulacién isoténica con la sangre del re-
ceptor a la que va dirigida; y suspensiones estériles acuosas y no acuosas que pueden incluir agentes de suspensién
y agentes espesantes. Las formulaciones se pueden presentar en envases de una sola dosis o de multiples dosis, por
ejemplo, ampollas y viales sellados, y se pueden almacenar en condiciones liofilizadas que solo requieren la adicién
del vehiculo liquido estéril, por ejemplo agua para inyecciones, inmediatamente antes de su uso. Las disoluciones y
suspensiones para inyeccién extemporanea se pueden preparar a partir de polvos, granulos y comprimidos estériles
del tipo descrito previamente. Las formulaciones adecuadas para la administracién pulmonar a través de la cavidad
bucal o nasal, se presentan como particulas que contienen el principio activo, que tienen convenientemente un dia-
metro en el intervalo de 0,5 a 7 micrémetros, que se suministran en el drbol bronquial del receptor. Las posibilidades
para dichas formulaciones, es que estén en forma de polvos finalmente divididos que pueden presentarse de forma
conveniente en una capsula perforable, de forma adecuada, por ejemplo, de gelatina, para usar en un dispositivo de
inhalacidn, o alternativamente, en forma de una formulacidn autopropelente que comprende el principio activo, un
propulsor liquido adecuado y opcionalmente otros ingredientes tales como tensioactivos y/o un diluyente s6lido. Las
formulaciones autopropelentes se pueden usar cuando el principio activo se dispensa en forma de gotas de una solucién
o suspension. Dichas formulaciones autopropelentes son andlogas a las conocidas en la técnica y se pueden preparar
por procedimientos establecidos. Se proporcionan de forma adecuada con una vdlvula de funcionamiento manual o
automadtico que tiene las caracteristicas de pulverizacion deseadas; ventajosamente la valvula es de tipo dosificadora
que suministra un volumen fijo, por ejemplo, de 50 a 100 ul, tras cada operacion de la misma.

Una posibilidad adicional, el componente adyuvante puede estar en forma de una disolucién para usar en un
atomizador o nebulizador, por el cual se usa una corriente de aire acelerada o agitacidn ultrasénica para producir una
niebla de gotas finas para inhalar.

Las formulaciones adecuadas para la administracion intranasal, en general incluyen presentaciones similares a las
descritas antes para la administracion pulmonar, aunque se prefiere que dichas formulaciones tengan un didmetro de
particulas en el intervalo de aproximadamente 10 a aproximadamente 200 micrémetros, para permitir la retencién
dentro de la cavidad nasal. Esto se puede lograr mediante el uso adecuado de un polvo de un tamafio de particulas ade-
cuado, o la eleccién de una vélvula adecuada. Otras formulaciones adecuadas incluyen polvos gruesos que tienen un
didmetro de particulas en el intervalo de aproximadamente 20 a aproximadamente 500 micrometros, para la adminis-
tracién por inhalacién rapida a través del conducto nasal desde un envase mantenido cerca de la nariz, y gotas nasales
que comprenden aproximadamente de 0,2 a 5% en p/p del principio activo en disoluciones acuosas o aceitosas. En una
realizacién de la invenciodn, el vector que comprende la secuencia de nucleétidos que codifica el péptido antigénico
se puede administrar dentro de la misma formulacién que el derivado de 1H-imidazo[4,5¢c]quinolina-4-amina. Por lo
tanto, en esta realizacién, el componente inmunogénico y el adyuvante estdn en la misma formulacién.

En una realizacidn, el componente adyuvante se prepara de una forma adecuada para la administracion biolistica,
y se administra por esta via sustancialmente de forma simultdnea con la administracion de la secuencia de nucleétidos.
Para preparar las formulaciones adecuadas para usar de esta forma, puede ser necesario liofilizar el derivado de 1H-
imidazo[4,5c]quinolina-4-amina y adherirlo, por ejemplo, a particulas tales como perlas de oro que son adecuadas
para la administracién biolistica.

En una realizacion alternativa, el componente adyuvante se puede administrar en forma de un polvo seco, por
propulsién con gas a alta presion.
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Incluso aunque no se formulen juntos, puede ser adecuado que el componente adyuvante se administre en el mismo
o aproximadamente en el mismo sitio que la secuencia de nucleétidos.

Se pueden encontrar otros detalles de preparaciones farmacéuticas en Remington’s Pharmaceutical Sciences, Mack
Publishing Company, Easton, Pennysylvania (1985).

Las técnicas adecuadas para introducir el polinucleétido o vector desnudo en un paciente, también incluyen la
aplicacién tépica con un vehiculo adecuado. El 4cido nucleico se puede administrar por via tépica en la piel o en
superficies mucosas, por ejemplo por via intransal, oral, intravaginal, o intrarrectal. El polinucleétido o vector desnudo
puede estar presente junto con un excipiente farmacéuticamente aceptable, tal como disolucién salina tamponada con
fosfato (PBS). La absorcion de ADN se puede facilitar ademds por el uso de agentes que la facilitan tales como
bupivacaina, por separado o incluidos en la formulacién de ADN. Otros procedimientos de administracién del dcido
nucleico directamente a un receptor incluyen ultrasonidos, estimulacion eléctrica, electroporacion y microsiembra que
se describe en el documento US 5.697.901.

La absorcién de construcciones de 4cido nucleico se puede potenciar por varias técnicas de transfeccién conocidas,
por ejemplo, las que incluyen el uso de agentes de transfeccion. Los ejemplos de estos agentes incluyen agentes
catiénicos, por ejemplo fosfato de calcio y DEAE-dextrano y lipoinfectantes, por ejemplo Lipofectam y Transfectam.
La dosificacion del 4cido nucleico que se va a administrar se puede alterar.

También se puede administrar una secuencia de 4cido nucleico de la presente invencién mediante vectores de
suministro especializados utiles en la terapia génica. Se discuten procedimientos de terapia génica por ejemplo por
Verme y col., Nature 1997, 389: 239-242. Se pueden usar tanto sistemas viricos como no viricos como se han descrito
antes. Los sistemas de suministro viricos y no virico se pueden combinar cuando se quieren proporcionar inyecciones
de refuerzo después de una vacunacién inicial, por ejemplo, una vacunacién inicial de “sensibilizacién” con ADN
usando un vector no virico tal como un pldsmido, seguido de una o mds vacunaciones de “refuerzo” usando un sistema
basado en vector virico o no virico. Igualmente, la invencién contempla sistemas de sensibilizacién y refuerzo con el
polinucleétido de la invencién, seguido del refuerzo con la proteina en adyuvante o viceversa.

Una secuencia de dcido nucleico de la presente invencién también se puede administrar mediante células trans-
formadas. Dichas células incluyen células recogidas de un sujeto. El polinucleétido o vector desnudo de la presente
invencién se puede introducir en dichas células in vitro, y después se pueden devolver las células transformadas al
sujeto. El polinucleétido de la invencién puede integrarse en el dcido nucleico ya presente en una célula mediante
sucesos de recombinacién homéloga. Una célula transformada, si se desea, se puede hacer crecer in vitro y se pueden
usar en la presente invencién una o mds de las células resultantes. Las células se pueden proporcionar en un sitio
adecuado en un paciente mediante técnicas quirdrgicas o microquirtirgicas (p. €j., injerto, microinyeccion, etc.).

Las composiciones farmacéuticas de la presente invencién pueden incluir compuestos adyuvantes como se ha
detallado antes, u otras sustancias que pueden servir para aumentar la respuesta inmunitaria inducida por la proteina
que es codificada por el ADN. Esta puede ser codificada por el ADN de forma separada o como una fusién con el
antigeno, o puede incluirse como elementos no ADN de la formulacién. Los ejemplos de sustancias de tipo adyuvante
que se pueden incluir en las formulaciones de la presente invencién incluyen ubiqutina, proteina de membrana asociada
a lisosomas (LAMP), antigeno de niicleo de virus de la hepatitis B, ligando FLT-3 (una citoquina importante en la
generacion de células presentadoras de antigeno profesionales, en particular células dendriticas) y otras citoquinas
tales como IFN-y y GMCSF. Otros adyuvantes preferidos incluyen imiquimod y resimquimod y tucarasol, siendo
particularmente preferido imiquimod.

En una realizacién particular de la invencidn, se proporciona el uso de una molécula de acido nucleico como se
ha descrito en el presente documento para el tratamiento o profilaxis de la infeccién por el VIH, administrado con
imiquimod. El imiquimod se administra preferiblemente por via topica, mientras que la molécula de 4cido nucleico se
administra preferiblemente mediante el suministro mediado por particulas.

La presente invencion se describird ahora con referencia a los siguientes ejemplos, referencias respecto a Tat que
se proporciona a modo de comparacién y no forma parte de la invencidn reivindicada.

Ejemplos

Ejemplo 1

Construccion de pldsmido

1.1 Construccion del pldsmido que contiene gp120

La glicoproteina gp120 recombinante descrita en los siguientes ejemplos es una forma sintética de la proteina de
la envuelta gp120 del VIH-1 aislado W61D.
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Codon optimizado (pgp120c)

La secuencia génica se baso en la secuencia de gp120 del aislado del VIH-1 W61D. Esta tiene un coeficiente de
uso de codones (CUC) de 0,297. La optimizacién se realizé usando SynGene 2d, dando como resultado un CUC de
0,749 (Ertl, PE.,, Thomsen, LL. Technical issues in construction of nucleic acid vaccines. (2003) Methods 31 (3); 199-
206. SynGene usa un procedimiento matemadtico para la optimizacién de codones basado en las frecuencias de uso
relativas. Brevemente, se asignan intervalos de valores a los codones de acuerdo con sus frecuencias, de modo que los
codones mas frecuentes tienen intervalos mas amplios y se ponen en orden ascendente de frecuencia. Los intervalos de
valores se expresan como >=0,000, >=0,0??, >=0,??? etc. Se genera un nimero aleatorio entre 0 y 0,99999. Después,
este se usa para seleccionar un codén que serd el codén asignado dentro de cuyo intervalo estd el niimero aleatorio.
Para excluir codones raros, se afiade el valor 0,1 al nimero aleatorio, de modo que estd en el intervalo de 0,1-1,09999.

La secuencia de gp120 se dividié en 40 oligonucledtidos que se superponen, se monté por PCR y se recuperd
usando los cebadores de los extremos. El gen se cloné en el vector p7313-ie (mostrado en la figura 1) como un
fragmento Notl-BamHI y se secuencié. Los fragmentos de restriccién de los 3 clones iniciales se combinaron para
generar un solo clon correcto. La secuencia de aminodcidos y la secuencia de ADN de codones optimizados se dan en
la figura 2.

1.2 Generacion de pldasmidos que contienen Nef/Tat

Nef/Tat (pNTm y ptrNTm)

El gen para la proteina de fusién Nef/Tat se proporcioné en el plasmido pRIT15244 (Figura 3). El plasmido pRIT
15244 es idéntico a pRIT 14913 descrito a continuacién excepto que se ha suprimido la cola de His.

General

Se selecciond el gen Nef del aislado de Bru/Lai (Cell 40: 9-17, 1985) para las construcciones, puesto que este gen
estd entre los que estdn mas estrechamente relacionados con Nef de consenso.

El material de partida para el gen Nef de Bru/Lai era un fragmento de ADN de 1170 pb clonado en el vector de
expresion de mamifero pcDNA3 (pcDNA3/Nef).

El gen Tat se origina a partir del clon molecular BH10. Este gen se recibié como un clon de ADNc de HTLV III
denominado pCV vy estd descrito en Science, 229, p69-73, 1985. Este gen fat lleva las mutaciones en la region del sitio
activo (Lys41 — Ala) y en el patrén RGD (Arg78 — Lys y Asp80 — Glu) (Virology 235: 48-64, 1997).

El gen fat mutante se recibié como un fragmento de ADNc subclonado entre los sitios EcoRI y HindIII dentro del
plasmido de expresiéon de CMV (pCMVLys41/KGE).

Construccion del vector pRIT14597 (que codifica la proteina Nef-His)

El gen nef se amplific por PCR a partir del pldsmido pcDNA3/Nef con los cebadores 01 y 02.

Ncol
CEBADOR 01: S’ATCGTCCATG.GGT.GGC. AAG.TGG.T 3° [SEQID NO: 1]

Spel
CEBADOR 02: 5° CGGCTACTAGTGCAGTTCTTGAA 3’ {SEQ ID NO:2)

Se usé el vector de integracién PHIL-D2 (INVITROGEN). Este vector se modificé de forma que la expresion de
la proteina heteréloga empieza inmediatamente después del codén ATG nativo del gen AOX1 y producird proteina
recombinante con una cola de 1 resto glicina y 6 histidinas. Este vector PHIL-D2-MOD se construy6 por clonacién
de un conector oligonucledtido entre los sitios adyacentes Asull y EcoRI del vector PHIL-D2. Ademads de esta cola
de His, este conector lleva los sitios de restriccién Ncol, Spel y Xbal entre los cuales se insertaron nef, tat y la fusién
nef-tat.

El fragmento nef de la PCR obtenido y el vector de integracién PHIL-D2-MOD se trataron ambos con enzimas de
restriccion Ncol y Spel, se purificaron en gel de agarosa y se ligaron para crear el plasmido de integracién pRIT14597.
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Construccion del vector pRIT14913 (que codifica la fusion Nef-Tat His-mutante)

Para construir pRIT14913, el gen mutante tar se amplificé por PCR a partir del pldsmido pCMVLys41/KGE con
los cebadores 03 y 04.

Spel
CEBADOR 03: 5 ATCGTACTAGT.GAG.CCA.GTA.GAT.C 3’ [SEQ ID NO: 3}

Spel
CEBADOR 04: 5 CGGCTACTAGTTTCCTTCGGGCCT 3° [SEQ ID NO: 4]

El fragmento de PCR obtenido y el plasmido de pRIT14597 (que expresa la proteina Nef-His) se hicieron digerir
ambos por la enzima de restriccion Spel, se purificaron en gel de agarosa y se ligaron para crear el plasmido de
integracién pRIT149143.

1.3 Generacion de vectores PMID para gp120 y Nef/Tat
gp120: gp120 de codones optimizados se proporcioné como se ha descrito antes.
Nef/Tat (pNTm y ptrNTm):

El gen para la proteina de fusién Nef/Tat se proporcioné en el plasmido pRIT15244 como se ha descrito antes.
El Tat en este plasmido contiene 3 mutaciones para inactivar la funcién de transactivacién. La fusién contiene Nef
de longitud completa que tiene una funcién inmunomoduladora (Collins y Baltimore (1999)) que se puede abolir
por truncado N-terminal. Por lo tanto, se generaron construcciones tanto para Nef de longitud completa/Tat(pNTm)
mutante como para Nef truncado/Tat(ptrNTm) mutante, en las que se quitaron los 65 primeros aminoécidos de Nef.
Estas secuencias se amplificaron por PCR a partir de pRIT 15244 usando los cebadores:

5Nef GAATTCGCGGCCGCCATGGGTGGCAAGTGGTCAAAAAG
5'ttNef GAATTCGCGGCCGCCATGGTGGGTTTTCCAGTCACACC
3Tat GAATTCGGATCCTTATTCCTTCGGGCCTGTCGGG
[SEQID NOS: 5,6,7]

Los genes se clonaron en el vector p7313-ie como fragmentos Notl-BamHI y se secuenciaron. PNTm y prtNTm y
las secuencias de Nef/Tat y Nef truncado/Tat se muestran en las figuras 4 y 5.

Vectores de expresion dobles: (pRIX1 y pRIX2)

Los casetes de expresion de Nef/Tat y trNef/Tat se escindieron como fragmentos de restriccién Clal-Xmnl, se
ligaron en los sitios Clal y Sse8387 I romo del vector que contenia gp120 de codones optimizados (pgp120c) para
proporcionar pldsmidos tnicos para la expresion de ambas proteinas (pRIX1 y pRIX?2 respectivamente).

Composicion del pldsmido p7313-ie (Figura 1)

El pldsmido se construy¢ sustituyendo el gen de la beta-lactamasa que contiene el fragmento Eam1105I-Pstl de
pUCI19 (disponible en Amersham Pharmacia Biotech UK Ltd., Amersham Place, Little Chalfont, Bucks, HP7 9NA)
por un fragmento EcoRI de pUC4K (Amersham-Pharmacia) que contiene el gen de resistencia a la kanamicina, segui-
do de la formacién de extremos romos de ambos fragmentos usando la ADN polimerasa T4. El promotor/potenciador
IE1 del citomegalovirus humano, intrén A, se obtuvo del plasmido JW4303 obtenido de Dr Harriet Robinson, Uni-
versity of Massachusetts, y se insert6 en el sitio Sall de pUC19 como un fragmento Xhol-Sall, incorporando la sefal
de poliadenilacion de la hormona de crecimiento bovina. La delecion del fragmento 5’Sall-Banl a partir del promotor
gener6 el promotor minimo usado en el vector (documento WO00/23592-Powderject Vaccines Inc.). El antigeno de
superficie del VHB 3’UTR se obtuvo del virus de la hepatitis B, serotipo adw, en el vector pAM6 (Moriarty et al.,
Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 78, 2606-10, 1981). pAM6 (vector basado en pBR322) se obtuvo del American Type
Culture Collection, nimero de catdlogo en ATCC 45020. E1 3°’UTR se insert6 5° respecto a la sefial de poliadenilacién
como un fragmento BamHI de 1,4 kb, se hizo el extremo romo para la insercién para eliminar los sitios BamHI. En una
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serie de etapas (incluyendo la digestiéon con Bg/ 11, tratamiento con la polimerasa Klenow, digestion con BsfXI, diges-
tién con Nco 1, tratamiento con nucleasa de judia mungo para eliminar el saliente y posterior digestién con BstXI), se
hicieron modificaciones en la regién entre la regién potenciadora 3’ no traducida del gen S del VHB y la sefial bGHpA
para eliminar todos los marcos de lectura abiertos de més de 5 codones entre el promotor del gen X y la sefial bGHpA.
Esto dio como resultado la delecién de la secuencia que codifica la parte traducible de la proteina X (9 aminoacidos)
y el codén de inicio del gen X. La sefial de poliadenilacién de la hormona de crecimiento bovina se sustituyé por la
sefial de poliadenilacién de la globina beta de raton. Las secuencias 5’ no codificantes y codificantes del antigeno S se
escindieron y se sustituyeron por un conector oligonucleétido para proporcionar miiltiples sitios de clonacién como se
muestra para producir el plasmido p7313-PL.

Hind---NotI-- EcoRV- -NdeI- -BamHI
AGCTTGCGGCCGECTAGCGATATCGGTACCATATGTCGACGGATCC. . . .
.+ « «ACGCCGGCGATCGCTATAGCCATGGTCTACAGCTGCCTAGGCCGG

~-NheI-~ -KpnI- -8all- ANotI
[SEQ ID NO: 8]

Este policonector se extendié mds por insercién de un conector oligonucleétido adicional entre los sitios Kpnl y
Sall:

AspI- -MunI- NaeIl- NdelI-- Bgllii-
GTACCGGTCAATTGGCGCCGGCGCGCCATATCGACGTCAGATCTG- -~ - -

- --~GCCAGTTAACCGCGGCCGCGCGGTATACTGCAGTCTAGACAGCT
--Agel- -NarIl-- AatII- Sall

[SEQ ID NO: 9)

La secuencia cer ColE1 se obtuvo de un subclén a partir del plasmido pDAH212 de David Hodgeson (Warwick
University) y se amplificé por PCR usando cebadores para poner sitios de restriccion EcoRI en los extremos de la
secuencia. La secuencia cer después se insertd en el sitio EcoRI de p7313-PL para producir el plasmido p7313-PLc.
La secuencia de cer amplificado se verific frente a la entrada M11411 de Genbank.

La secuencia 3’UTR del VHB entre el promotor y la sefial de poliadenilacién se quité por amplificacién por PCR
de la sefial de poliadenilacion, usando los cebadores:

homosentido: CCATGGATCCGATCTTTTTCCCTCTGCC [SEQ ID NO: 10}
antisentido: GTTAGGGTGAAAAGCTTCCGAGTGAGAGACAC [SEQ ID NO: 11])

El producto resultante se corté con BamHI y Xmnl y se usé para sustituir el correspondiente fragmento que conte-
nia tanto la sefial de poliadenilaciéon como 3’UTR. Se elimind la secuencia del intrén A del plasmido por amplificacién
por PCR del promotor/potenciador de CMV usando los cebadores:

homosentido: GCTAGCCTGCAGGCTGACCGCCCAACGAC [SEQ ID NO: 12]
antisentido: GTTCTCCATCGCGGCCGCACTCTTGGCACGGGG [SEQ ID NO: 13]

El producto resultante se corté con Sse83871 y Notl, y se volvio a insertar en los sitios Sse83871 y Notl del vector
parental.

Ejemplo 2
Modificacion de los vectores de expresion pgl20 y Nef/Tat(mut)

Las construcciones gp120 se modificaron para reducir la secrecién de la proteina.
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Generacion de construcciones
gp120 sin un seiial de secrecion (dsgp120, pRix 12-véase la figura 2 y 6)

El gen gp120 se amplificé por PCR a partir de pgp120c usando los siguientes cebadores:
5" 120ds: SGAATTCGCGGCCGCCATGGCCGAGCAGCTGTGGGTCACC [SEQ 1D NO 14)
LO1:

5$’GAATTCGGATCCTCATCTCTGCACGACGCGGCGCTTGGCCCGGGT
GGGGGCCACG [SEQ ID NO: 15]

Los fragmentos se amplificaron usando la ADN polimerasa PWO (Roche) y el ciclo:

95°C (30s) 95°C(30s) 50°C(30s) 72°C(90s) 72°C(120s) 4°C(hold)

\ repeticion x20 /

Los productos se cortaron con Notl y BamHI y se clonaron en p7313-ie para dar pRix12 (Figura 6).

Resultados

En las células 293T el vector pRIX12, que carece de sefial de secrecion, produce una buena cantidad de una

proteina no glicosilada de 60 kDa que no es secretada.
Ejemplo 3
Construccion de vectores para la expresion de gp120 y Nef/Tat(mut) a partir de un solo pldsmido

Construccion del vector

Las construcciones de gp120 Nef/Tat(m) se generaron por PCR uniendo los ORF de gp120 y Nef/Tat(m) o trNef/

Tat(m).

Se amplificaron 5’ y 3’ Gp120, 5 y 3’ Nef/Tat(m) y 5’trNef/Tat a partir de pRix1. 3’trNef/Tat(m) se amplificé a

partir de pNTm. Se usaron los siguientes cebadores:

3'120 (antisentido a) GCCAAGCGCCGCGTCGTGCAGAGA [SEQ ID NO: 16) 5'120/NT
GCCAAGCGCCGCGTCGTGCAGAGAATGGGTGGCAAGTGGTCAAAAAGT [SEQ ID NO 17}
3'NT(antisentido a): GGGGAGCCGACAGGCCCGAAGGAA [SEQ ID NO 18)

S'NT/120° GGGGAGCCGACAGGCCCGAAGGAAATGAAGGTCAAGGAGACCAGAAAG [SEQ ID NO: 19}
5'120frN: GCCAAGCGCCGCGTCGTGCAGAGAATGGTGGGTTTTCCAGTCAC [SEQ ID NO: 20)

S'trNef GAATTCGCGGCCGCCATGGTGGGTTTTCCAGTCACACC [SEQID NO. 21}
LO1

GAATTCGGATCCTCATCTCTGCACGACGCGGCGCTTGGCCCGGGTG
GGGGCCACG [SEQ ID NO: 22)

LO2

ACCACCTTGTACTTGTACAGCTCGCTCCGCCAGTTATCCCTCATGTC
GCCGCCGCCGGGC [SEQ ID NO: 23]
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Los fragmentos se amplificaron usando la ADN polimerasa PWO (Roche) y el ciclo:

95°C (60s) 95°C(30s) 55°C(30s) 72°C(120s) 72°C(120s) 4°C(hold)

\ repeticion x20 /

Se uso6 el cebador L1 como el cebador 3° para 3’ gp120. Sin embargo, habia problemas usando este cebador cuando
se unia Nef/Tat o trNef/T al extremo 5° de gp120, de modo que se usé en su lugar el cebador L2.

Los fragmentos gp120-N/Tm y gp120-trN/Tm unidos se cortaron con Notl y BamHI y se clonaron en p7313-ie
cortado de la misma forma. Debido al uso del cebador L2 en lugar de L1, los fragmentos N/Tm-gp120 y trN/Tm-
gp120 carecian de un sitio BamHI, por lo que estos se cortaron con Notl y Accl, y se clonaron en pgp120c cortado
la misma forma. Todos los insertos se verificaron completamente por secuenciacién. Los plasmidos se designaron
pRix6 (gp120c NefTat™), pRix11 (gp120c trNefTat™), pRix7 (NefTat™ gp120c) y pRix8 (trNefTat"gp120) (Figuras
23-26).

Ejemplo 4

Construccion de vectores para investigar los efectos de glicosilacion y secrecion, inclusion de Tat e inclusion de Gag
(p17/24) y Nef y RT en gp120 y fusiones de gp120

Los vectores se construyeron como se muestra en las figuras 33 y 34 (esquematico).

pRix 28 vy pRix29 (Figuras y 7 y 8)

pRix28 y 29 que contienen ds gp120c NefTat™ y ds gp120ctrNefTat se generaron por transferencia de los fragmen-
tos Accl-BamHI de pRix6 (2315bp) y pRix11 (2123bp) a pRix12 (ds gp120c) cortado de forma similar.

pRix30 y pRix31 (Figura 27 y Figura 9)

Para generar los vectores de fusién glicosilados y no glicosilados de gp120c Nef sin Tat, el fragmento Notl-Kpnl se
transfiri6 de pRix11 (1580bp) o pRix29 (1496bp) a pRix15 cortado de forma similar, un vector que contiene Tat/trNef.

(pRix15)-Tat(mut)trNef

Los genes para Tat y trNef se amplificaron por PCR a partir de pNTm usando los siguientes cebadores:

5'Tat. 5GAATTCGCGGCCGCCATGGAGCCAGTAGATCCTAGAC [SEQ ID NO 24]
3'Tat STTCCTTCGGGCCTGTCGGC [SEQ ID NO: 25]

SUTN: GCCGACAGGCCCGAAGGAAATGGTGGGTTTTCCAGTCACAC [SEQ ID NO! 26]
3'Nef. GAATTCGGATCCTTAGCAGTTCTTGAAGTACTCCGG [SEQ ID NO' 27]

Los genes individuales se purificaron en gel y después se unieron por PCR para dar TmtrN usando los cebadores
de los extremos. Después la fusion se hizo digerir con Notl y BamHI y se clon6 en p7313-ie.

pRix32 (Figura 28)

Para generar la fusién que contiene p 17/24, se amplificé gp 120 por PCR a partir de pgp 120c usando los cebadores
Ul y 3’120, se amplific6 p17/24-Nef a partir de p73i-GN2 usando los cebadores 5’ 120G y 3’Nef, y los dos se unieron
usando Ul y 3’Nef. p731-GN2 contenia una secuencia de codones optimizados sintética de pl17/p24 basada en la
secuencia de HXB2 (GenBank entrada K03455) y se disefié usando SynGene y se montd a partir de oligonucleétidos
que se superponian como se ha descrito antes para gp120 de codones optimizados, fusionado con HXB2 Nef, que se
habia obtenido del pldsmido pHXBAPr (B. Maschera, E. Furfine y E.D. Blair 1995, J. Virol. 69 5431-5436) por PCR.
Puesto que el gen nef de HXB2 en este plasmido contiene un codén de terminacién prematuro, se usaron dos PCR que
se superponian para reparar el codén (TGA [parada] a TGG [Trp]). La posicién del codén reparado estd subrayada en
la secuencia. Se insert6 el gen p17/p24/Nef en los sitios Notl y BamHI del plasmido p7313ie. La secuencia codificante
y el mapa se dan en la figura 10. A* marca la unién p24/trNef.
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Cebadores:

Ul:

GAATTCGCGGCCGCAATGAAGGTCAAGGAGACCAGAAAGAACTACCAGC
ATCTGTG [SEQ ID NO: 28]

3'120: TCTCTGCACGACGCGGCGCTTGGC {SEQ ID NO: 29]5'120G; GCCAAGCGCCGCGTCGTGGAGAGAAT-
GGGTGCCCGAGCTTCGGTAC [SEQ D NO: 30}

3'Nef: GAATTCGGATCCTTAGCAGTTCTTGAAGTACTCCGG [SEQ ID NO: 31]

Ciclo inicial:

94°C(30s) 20x[94°C (30s) 50°C (30s) 68°C (180s)] 68°C (120s) 4°C (0s)

Usando la polimerasa pfx con 1x potenciador:

Union:
94°C(30s) 20x[94°C (30s) 50°C (30s) 72°C (180s)] 72°C (120s) 4°C (0s)

Usando la polimerasa Vent en las condiciones iniciales + MgCl, 2 mM.
El producto se corté con Notl y BamHI y se cloné en p7313-ie.

Al secuenciar la construccién se encontré que habia un error en el péptido sefial, que se corrigié por transferencia
del fragmento BstEII-Kpnl de 2560 pb que contenia del final de gp120 al inicio de Nef, a pRix30.

pRix33 (Figura 11), pRix34 (Figura 29) y pRix35 (Figura 12)

El fragmento BstEII-Kpnl de 2560 pb que contenia del final de gp120 al inicio de Nef se transfirié a pRix31,
pRix11 y pRix29 para hacer los vectores pRix 33 (Figura 11), 34 y 35 (Figura 12), respectivamente.

pRix39 (gp120 de codones optimizados menos sefial de secrecion-p17/24 gag-Nef-Tat-Figura 13) y pRix40-47
(Las construcciones pRix 40-47 contienen gp120 no glicosilado, gag-p 17/24, Nef y fusiones Tat(m) con mutaciones
en el sitio de miristoilacién y/o patrén de dileucina de Nef).

Se amplific6 por PCR un fragmento que contenia gag p17/24 a partir del vector pRix35, usando los cebadores:

5'120G: GCCAAGCGCCGCGTCGTGGAGAGAATGGGTGCCCGAGCTTCGGTAC [SEQ ID NO: 32]

y
p24AS: CAACACTCTGGCTTTGTGTCC [SEQ ID NO: 33)

Nef de longitud completa se amplificé por PCR a partir de pNTm usando los cebadores:

5'p24-N: GGACACAAAGCCAGAGTGTTGATGGGCAAGTGGTCAAAAAGTAG [SEQ ID NO: 34)
y

3'Nef: GAATTCGGATCCTTAGCAGTTCTTGAAGTACTCCGG [SEQ ID NO: 35]

Los 2 fragmentos se unieron entre si por PCR usando los cebadores de los extremos (5°120G y 3’Nef). El pro-
ducto se corté con Sall y Kpnl, y el fragmento de 423 pb que contenia parte de p24 y Nef se usé para sustituir el
correspondiente fragmento en pRix35 para hacer pRix39 (Figura 13).
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pRix40 (Figura 14) se construyé de forma similar, excepto que el cebador 5’p24-N se sustituy6 por el cebador:

5'p24-Ndm:

GGACACARAGCCAGAGTGTTGATGGGCAAGTGGTCAARAAGTAG [SEQ ID NO: 36]
G H K ARV LIMGK WS K 8

Este cebador elimina una G para destruir el sitio de miristoilacién al inicio de Nef.

pRix41-44, 46 y 47 (Figuras 15 a 20)

Las mutaciones en el patrén de dileucina de Nef (L174L175) se hicieron por PCR:

Para insertar las mutaciones, la parte de Nef 5° al patrén LL se amplificé por PCR usando el cebador de 5’Nef y
como NefLL 5’Nef

5'Nef GAATTCGCGGCCGCCATGGGTGGCAAGTGGTCAAAAAG [SEQ ID NO: 37]
como Nefl.L (antisentido a)

GCCAATAAAGGAGAGAACACCAGC [SEQ ID NO: 38]
A N K G E N T S

Las mutaciones a L174, L175 o tanto 174 como 175, se generaron usando los cebadores directos:

sNefL1 (L174A)

GCCAATAAAGGAGAGAACACCAGCGCCTTACACCCTGTGAGCCTGCATG
A N K G ENTS|A L HP V S L H

[SEQ ID NO: 39]

sNeflL2 (L175A)
GCCAATAAAGGAGAGAACACCAGCTTGGCACACCCTGTGAGCCTGCATG

A N K G ENT S|L a H P V S L H
[SEQ ID NO: 40]

sNefLL (LL174/5AA)

GCCAATAAAGGAGAGAACACCAGCGCCGCACACCCTGTGAGCCTGCATG
A N K G E N T S A A HP V 8§ L H

[SEQ ID NO: 41]

y el cebador 3°’NT:

3'NT (antisentido a): GGGGAGCCGACAGGCCCGAAGGAA [SEQ ID NO: 42)
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para amplificar la parte 3° de Nef. El producto de 5’ y cada uno de los productos de 3’ se unieron por PCR
usando los cebadores 5’Nef y 3’NT. Estos se cortaron con Kpnl y Spel y se insertaron en pRix39 cortado de forma
similar, para generar pRix41 (L174A), pRix42 (L175A), y pRix43 (LL174/175A) en ausencia de mutacién del sitio
de miristoilacién, o en pRix40 para generar pRix44 (mLL174/175AA) pRix46 (mL174A) y pRix47 (mL175A) con la
mutacién del sitio de miristoilacion.

pRix58 (Figura 21)

El fragmento de gp120 sin la secuencia sefial se amplific6 por PCR a partir de pgp120 usando los cebadores:

5 ds120: GAATTCGCGGCCGCCATGGCCGAGCAGCTGTGGGTCACC [SEQ ID NO: 43)
3'120: (antisentido a). GCCAAGCGCCGCGTCGTGCAGAGA [SEQ ID NO: 44]

el extremo 5° de RT (de codones optimizados y que contenia la mutacién inactivante W229K) se amplificé por
PCR a partir de pt-rng (Figura 32-véase también el documento WO 03/025003) usando el cebador 5’ para insertar una
secuencia homoéloga a 3’120, y un cebador dentro de RT

120RTf. GCCAAGCGCCGCGTCGTGCAGAGAATGGGCCCCATCAGTCCCATC [SEQ ID NO: 45]
RT3SR1: CGTCACGATGTTCACCTCCAGGCC [SEQ ID NO: 46)]

Los dos productos se unieron por PCR usando los cebadores de los extremos, y se cortaron con Notl y Nhel. El
fragmento se purificé en gel y se usé para sustituir el fragmento NotI-Nhel a partir de pT-rng.

pRix59 (Figura 22): el fragmento 3’Gag se amplificé por PCR a partir de pT-rng usando un cebador 5’ al sitio Munl
en p24 y un cebador 3’ que codifica el inicio de dsgp120, que cubre la posicién del sitio BstEII cerca del extremo 5’:

GagMunf
GTGGCCCGAGAGCTGCATCCG[SEQ ID NO: 47]

GAGI120R (Antisentido a:)

GGACACAAAGCCAGAGTGTTGATGGCCGAGCAGCTGTGGGTCACCGTC
[SEQ ID NO: 48]
El producto se corté con Munl y BstEIl, y se insert6 en el fragmento de 7113 pb de pRix54 cortado con Munl-
BstEIL

pRix48 y 49 (Figuras 30y 31)

Los plasmidos pRix 48 y 49 son equivalentes a pRix39 y 41 excepto que contienen gp120 glicosilado. Para generar
pRix48 y pRix49, los fragmentos Notl-Sall de pRix39 y pRix41 se sustituyeron por el fragmento equivalente de
pRix32.

Resultados

Los datos de expresion se muestran en las figuras 33 y 35.

Se transfectaron monocapas de células 293T en placas de 24 pocillos con 1 ug de cada ADN indicado usando
Lipofectamina 2000 siguiendo el protocolo suministrado por el fabricante. Después de 24 horas, las células se des-
prendieron y se separaron del medio de cultivo por centrifugacién. Se examinaron muestras equivalentes a 1x10*
células o 12 ul de medio por PAGE y transferencia Western.

La construccién gp 120c dio una proteina secretada muy glicosilada. La adicién de fusiones Nef/Tat C-terminales

(pRix 6 y pRix11) dio como resultado la reduccién de los niveles de proteina intracelular y pérdida de secrecién. La
eliminacién de la sefial de secrecion de gp120c (pRix12) dio una forma no secretada, no glicosilada de la proteina.
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Como se esperaba, las construcciones de fusidn sin sefial de secrecién pRix28, 29, 31, 33 y 35, hacfan proteinas
intracelulares no glicosiladas en cantidades similares, aunque la expresién de pRix35 se redujo algo. Sorprenden-
temente, cuando la sefial de secrecion estaba presente en las construcciones pRix30, 32 y 34, sélo pRix34 no fue
secretado. Parece que la presencia de Tat en la fusion inhibe la secrecién de la proteina. La construccién pRix32.1
inicial tenfa una mutacién puntual que daba como resultado una expresién pobre. Esto se corrigié en pRix32.7, que
mostré una expresién muy mejorada.

Para pRix40-47 la transferencia Western de la figura 35 muestra la expresion de las fusiones dsgp120/Gag/Nef/Tat
con mutaciones en Nef en células 293T 24 horas después de transfeccion con los plasmidos indicados. Los extractos
celulares totales equivalentes a ~1x10* células se cargaron en el gel. La transferencia se hibrid6 con un antisuero anti-
nef.

Para pRix48-49 la transferencia Western de la figura 35 muestra la expresion de las fusiones gp120/Gag/Nef/Tat
con gp120 glicosilado en células 293T 24 horas después de la transfeccién con los pldsmidos mostrados. Los extractos
celulares totales equivalentes a ~1x10* células se cargaron en el gel. La transferencia se hibrid6 con un antisuero anti-
nef.

Igualmente, los datos de expresion (anti-Nef) para las proteinas de fusién cuadrivalentes que contienen RT, Nef,
Gag y dsgp120, comparados con la expresion de fusion solo de RT,Nef,Gag, se muestran en la figura 35.

Referencias

Andre S. Seed B. Eberle J. Schraut W. Bultmann A. Haas J. (1998) “Increased immune response elicited by
DNA vaccination with a synthetic gp120 sequence with optimized codon usage”. Journal of Virology. 72(2): 1497-
503.

Vinner L. Nielsen HV. Bryder K. Corbet S. Nielsen C. Fomsgaard A. (1999) “Gene gun DNA vaccination with
Rev-independent synthetic HIV-1 gp160 envelope gene using mammalian codons”. Vaccine. 17(17):2166-75.

Collins KL. Baltimore D. (1999) “HIV’s evasion of the cellular immune response”. Immunological Reviews. 168:
65-74.

Ejemplo 5
Preparacion de “suspension de oro” recubierta de pldsmido para cartuchos de ADN de “pistola de genes”

Se suspendié ADN plasmidico (aproximadamente 1 pg/ul), p. €j. 100 ug, y particulas de oro de 2 um, p. €j. 50 mg,
(PowderJect), en espermidina 0,05 M, p. ej. 100 ul, (Sigma). E1 ADN se hizo precipitar sobre las particulas de oro por
adicién de CaCl, 1 M, p. ej. 100 ul (American Pharmaceutical Partners, Inc., EE.UU.). El complejo de ADN/oro se
incub6 durante 10 minutos a temperatura ambiente, se lavé 3 veces en etanol absoluto, p. €j., 3 x 1 ml, (previamente
secado con tamices moleculares de 3A (BDH)). Las muestras se volvieron a suspender en etanol absoluto que contenia
polivinilpirrolidona 0,05 mg/ml (PVP, Sigma), y se dividieron en 3 partes alicuotas en tubos de microfuga de 1,5 ml
(Eppendorf). Las partes alicuotas se usaron para el andlisis de (a) “suspension de oro”, (b) eluato-pldsmido eluido de
(a) y (c) para preparar cartuchos de Tefzel recubierto de oro/pldsmido para la “pistola de genes” (véase el siguiente
ejemplo 3). Para preparar las muestras para (a) y (b), los tubos que contienen el ADN plasmidico/“suspensién de oro”
en etanol/PVP se centrifugaron durante 2 minutos a velocidad maxima en un dispositivo de microfuga Eppendorf
5418, se separd el liquido sobrenadante y la “suspension de oro” se sec6 durante 10 minutos a temperatura ambiente.
La muestra (a) se volvié a suspender a 0,5-1,0 ug/ul de ADN plasmidico en TE pH 8,0, suponiendo un recubrimiento de
aproximadamente 50%. Para la elucion, la muestra de (b) se volvi6 a suspender a 0,5-1,0 ug/ul de ADN plasmidico en
TE pH 8,0, y se incubé a 37°C durante 30 minutos, agitando vigorosamente, y después se centrifugd durante 2 minutos
a velocidad maxima en un dispositivo de microfuga Eppendorf 5418 y el liquido sobrenadante, eluato, se separd y se
almacend a -20°C. La concentracion de ADN exacta eluida se determind por cuantificacion espectrofotométrica usando
un Genequant II (Pharmacia Biotech).

Ejemplo 6
Preparacion de los cartuchos para inmunizacion con ADN

La preparacion de los cartuchos para el dispositivo de transferencia de genes Accell se hizo como se ha descrito
antes (Eisenbraun y col. DNA and Cell Biology, 1993 Vol 12 No 9 pp 791-797; Pertner y col.). Brevemente, el ADN
plasmidico se aplicé como recubrimiento sobre particulas de oro de 2 um (DeGussa Corp., South Plainfield, N.J.,
EE.UU.) y se cargaron en tubos Tefzel, que posteriormente se cortaron en longitudes de 1,27 cm para servir como
cartuchos y se almacenaron desecados a 4°C hasta su uso. En una vacunacion tipica, cada cartucho contenia 0,5 mg de
oro recubierto, con un total de 0,5 ug de ADN/cartucho.
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Ejemplo 7

Inmunizaciones por PMID que incluyen el uso de la fusion triple gp120-Nef-Tat que carece de la seiial de secrecion
de gp120

Protocolo: Para las inmunizaciones por PMID se prepararon cartuchos (ADN) preparados usando los procedimien-
tos estandar como se han descrito en los ejemplos 5 y 6. Se us6 una tasa de carga de ADN de 2, que dard aproxima-
damente 0,5 ug de ADN/cartucho y cada inmunizacién consistia en 2 disparos. Se administré a ratones Balb/c una
inmunizacién primera de ADN (usando PMID). Se administré refuerzo a los ratones 28 dias después con ADN (usan-
do PMID). Los ratones se sacrificaron 7 dias después y se recogio el suero y los bazos. Se recogieron los esplenocitos
separando las células del bazo y se lisaron los eritrocitos. Los esplenocitos se lavaron y contaron. Se usaron placas
ELIspot especializadas (recubiertas con anticuerpo de captura de interferén gamma y bloqueadas). Los esplenocitos
se transfirieron a estas placas y se incubaron durante la noche a 37°C/CO, al 5% en presencia de un péptido gp120,
péptido RT o péptido Gag. Los esplenocitos se lisaron y la placa se revel6 usando procedimientos estandar para de-
mostrar el nimero de células secretoras de interferon gamma presentes. El suero se analiz6 por ensayo ELISA para
detectar los anticuerpos especificos. Los resultados se dan en las figuras 36-38.

Conclusion

De forma inesperada, la respuesta inmunitaria celular de ratones inmunizados con dsgp120 (gp120 que carecian
de la sefial de secrecidén) que expresaban las construcciones, era aproximadamente el doble que la de los ratones
inmunizados con las construcciones gpl120 (véase la figura 36 y 37). Esto estaba de acuerdo con la observacion de
que en los estudios de transfeccién in vitro, la expresion de dsgp120 permanecia en gran medida asociada a la célula,
mientras que gp 120 se habia excretado.

La inclusién de Tat (Tat mutado) en las construcciones dsgpl20 aumentaron la respuesta inmunitaria celular al
doble que la de las construcciones dsgp120 sin Tat (figuras 36 y 37). Tat por si mismo no afectaba a la respuesta
inmunitaria de gp120, pero actuaba de forma sinérgica con dsgp120 para optimizar la respuesta celular.

La inclusién de otros antigenos de VIH en las construcciones produjo una respuesta celular equilibrada a todos los

antigenos diferentes incluidos y por lo tanto ampliaban la respuesta inmunitaria comprado con los vectores de gp120
solos (figura 38).
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REIVINDICACIONES

1. Un polinucleétido que comprende una secuencia que codifica la proteina de la envuelta del VIH gp120, en el que
gp120 no es glicosilada cuando se expresa en una célula objetivo de mamifero, y en el que gp120 carece de una sefial
de secrecion funcional, unida a una secuencia que codifica RT de VIH, Gag de VIH y Nef de VIH, operativamente
unida a un promotor heterélogo, para codificar una proteina de fusidn que contiene gp120, RT, Gag y Nef.

2. El polinucleétido de acuerdo con la reivindicacion 1, en el que la fusién se selecciona de gp120-RT-Nef-Gag y
RT-Nef-Gag- gp120.

3. El polinucleétido de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 6 2, en el que Gag comprende p17 y/o
24.

4. El polinucleétido de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3, en el que una o mds de las
secuencias que codifican gp120, Nef, Gag o RT tiene o tienen codones optimizados para parecerse al uso de codones
en un gen humano altamente expresado.

5. El polinucleétido de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 4, en el que el promotor es el
promotor del gen HCMV IE.

6. El polinucleétido de acuerdo con la reivindicacion 5, en el que la regién 5° no traducida entre el promotor y el
polinucledétido codificante comprende el exén 1 del gen HCMYV IE.

7. Un vector que comprende un polinucledtido segiin una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 6.

8. El vector de acuerdo con la reivindicacion 7, que es un plasmido de ADN bicatenario.

9. El vector de acuerdo con la reivindicacién 7, que es un vector de adenovirus de replicacion defectuosa.

10. El vector de acuerdo con la reivindicacién 9, que deriva de Pan 9, 5,6 6 7.

11. Una proteina de fusién que comprende la proteina de la envuelta del VIH gp120, RT de VIH, Gag de VIH y
Nef de VIH, en la que gp120 no es glicosilada cuando se expresa en una célula objetivo de mamifero y en la que gp120

carece de una sefal de secrecion funcional.

12. Una proteina de fusién de acuerdo con la reivindicacion 11, en la que la fusion se selecciona de gp120-RT-
Nef-Gag y RT-Nef-Gag-gp120.

13. Una composicién farmacéutica que comprende una secuencia de nucledtidos de acuerdo con una cualquiera de
las reivindicaciones 1 a 6, un vector de una cualquiera de las reivindicaciones 7 a 10, o una proteina de fusién de la
reivindicacion 11 u 12, y un excipiente, diluyente, vehiculo o adyuvante farmacéuticamente aceptable.

14. La composicién farmacéutica de acuerdo con la reivindicacion 13, en la que el vehiculo es una pluralidad de
particulas tales como perlas de oro.

15. La composicion farmacéutica de acuerdo con la reivindicacién 13 6 14, para suministrar en un formato de
sensibilizacion-refuerzo.

16. Un dispositivo de suministro intradérmico que comprende una composicién farmacéutica de acuerdo con una
cualquiera de las reivindicaciones 13 a 15.

17. Un polinucleétido o un vector o proteina de fusién de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a
12, para usar en medicina.

18. Uso de un polinucleétido o un vector o proteina de fusién de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones
1 a 12, en la fabricacién de un medicamento para la profilaxis y el tratamiento de la infeccién por el VIH y SIDA.

19. Un procedimiento para producir un polinucleétido de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a
6, que comprende unir una secuencia de nucleétidos que codifica la secuencia de la proteina de la envuelta del VIH
gp120, en la que gp120 no es glicosilada cuando se expresa en una célula objetivo de mamifero, y en la que gp120
carece de una sefial de secrecion funcional, y una secuencia que codifica RT de VIH, Gag de VIH y Nef de VIH, a una
secuencia promotora heterdloga.
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Fig.2.

Mapa de pgp 120c:
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A continuacion esta la secuericia de aminoacidos de gp120 de W61D. La secuencia sefal esta subrayada y
en negrilla, hasta el sitio de escision previsto entre los aminoacidos 29 y 30. Esta es la secuencia eliminada en
dsgp120 (pRix12 etc).

MKVKE TRKNY QHLWRWG TMLLGMIMICSAAEQLWVTVYYGVPVWKEATTTLFCASDAKAY DTEVHNVWATH
ACVPTDPNPQEVVLGNVTEY FNMWKNNMVDQMHEDIISLWDQSLKPCVKLTPLCVTLDCDDVNTTNSTTTT
SNGWTGEIRKGEIKNCSFNITTSIRDKVQKEYALFYNLDVVPIDDDNATTKNKTTRNFRLIHCNSSVMTQA
CPKVSFEPIPIHYCAPAGFAILKCNNKTFDGKGLCTNVSTVQCTHGIRPVVSTQLLLNGSLAEEEVVIRSD
NFMDNTKTIIVQLNESVAINCTRPNNNTRKGIHIGPGRAFYAARKIIGDIRQARHCNLSRAQWNNTLKQIVI
KL.REHFGNKTIKFNQSSGGDPEIVRHSFNCGGEFFYCDTTQLENSTWNGTEGNNTEGNSTI TLPCRIKQII
NMWQEVGKAMYAPPIGGQIRCSSNITGLLLTRDGGTEGNGTENETE I FRPGGGDMRDNWRSELYKYKVVKV
EPLGVAPTRAKRRVVQR [SEQ ID NO: 49)

La secuencia de ADN de codones optimizados para el gen gp120 de W61D es:

ATGAAGGTCAAGGAGACCAGARAGAACTACCAGCATCTGTGGCGCTGGGGCACCATGCTCCTGGGAATGCT
GATGATCTGCTCCGCCGCCGAGCAGCTGTGGGTCACCGTCTACTACGGCGTGCCTGTGTGGAAGGAGGCCA
CGACCACCCTCTTCTGCGCGAGCGACGCCAAGGCCTACGRCACGGAARGTGCATAACGTGTGGGCGACGCAT
GCTTGCGTGCCTACGGACCCCAACCCCCAGGAGGTGGTGCTGGGARACGTGACCGAGTACTTCAACATGTG
GAAGAATAACATGGTGGATCAGATGCACGAGGACATCATCTCTCTGTGGGACCAGTCCCTGAAGCCCTGCG
TGAAGCTGACGCCTCTCTGCGTGACACTGGACTGTGACGACGTCARCACCACCAACAGCACTACCACCACC
AGCARCGGCTGGACCGGAGAGATTCGGAAGGGCGAGATCAAGAACTGCTCCTTCARTATCACGACCTCGAT
CAGAGACAAGGTGCAGAAGGAARTACGCGCTGTTTTATAATCTCGATGTGGTCCCCATCGACGACGACAATG
CCACCACCAAGARACAAGACGACGCGTAATTTCAGACTCATTCACTGCAACAGCAGCGTCATGACGCAGGCC
TGCCCCARGGTGTCCTTCGAACCARTCCCGATCCATTACTGTGCCCCTGCCGGATTCGCGATCCTCAARGTG
TARACAACAARGACCTTCGACGGGARGGGCCTGTGCACCAACGTCAGCACGGTGCAGTGCACCCATGGCATCC
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Fig.2 (Cont).

GCCCCGTCGTGAGCACCCAGCTGCTGCTGAACGGGTCCCTGGCTGAGGAGGAGGTGGTGATCCGGTCGGAC
AACTTCATGGACAACACCAAGACAATCATCGTCCAGCTGARCGAGTCTGTGGCGATTAACTGTACCCGGCC
TAACAACAACACCCGTAAGGGCATCCACATCGGGCCTGGACGGGCCTTCTATGCCGCCCGCAAGATCATCG
GCGACATCCGGCAGGCCCATTGCAARCCTCTCCCGCGCCCAGTGGAATARCACCCTGAAGCAGATCGTGATC
AAGCTGAGAGAGCACTTTGGAAACAAGACCATCAARGTTCAARTCAGAGTTCTGGCGGAGACCCCGAGATCGT
GCGGCACTCCTTCAACTGCGGGGGCGAGTTCTTCTACTGCGATACGACACAGCTCTTCAACTCCACCTGGA
ACGGCACCGAGGGCAACAACACAGAGGGAARACTCCACTATCACCCTCCCTTGCCGCATCARGCAGATCATC
AACATGTGGCAGGAGGTGGGAARGGCCATGTATGCCCCCCCCATCGGGGGCCAGATCCGCTGCTCCTCCAA
CATCACCGGCCTGCTGCTCACCAGAGACGGGGGCACCGAGGGCARCGGCACGGAGAACGAGACGGAGATCT
TCAGGCCCGGCGGCGGCGACATGAGGGATAACTGGCGGAGCGAGCTGTACAAGTACARGGTGGTGAAGGTG
GAGCCGCTCGGCGTGGCCCCCACCCGGGCCAAGCGCCGCGTCGTGCAGAGATGA [SEQ ID NO: 50}

Fig.3.

Mapa de pRix15244:

Noﬂ

3' AOX 1 (TT)
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Fig.4.

Plasmido pNTm:

N
KanR (Tn903) X

k)
pNTm E
4253 pbs .

Secuencia del inserto:

ATGCGTCGCAAGTGGTCAAAAAGTAGTGTGGT TGGATGGCCTACTGTAAGGGAAAGAATGAGACGAGCTGA
GCCAGCAGCAGATGGGGTGGGAGCAGCATCTCGAGACCTGGAAAAACATGGAGCAATCACAAGTAGCAATA
CAGCAGCTACCAATGCTGCTTGTGCCTGGCTAGAAGCACAAGAGGAGGAGGAGGTGGGTTTTCCAGTCACA
CCTCAGGTACCTTTAAGACCAATGACT TACAAGGCAGCTGTAGATCTTAGCCACTTTTTAAAAGAAAAGGG
GGGACTGGAAGGGCTAATTCACTCCCAACGAAGACAAGATATCCTTGATCTGTGGATCTACCACACACAAG
GCTACTTCCCTGATTGGCAGAACTACACACCAGGGCCAGGGGTCAGATATCCACTGACCTTTGGATGGTGC
TACAAGCTAGTACCAGTTGAGCCAGATAAGGTAGAAGAGGCCAATAAAGGAGAGAACACCAGCTTGTTACA
CCCTGTGAGCCTGCATGGAATGGATGACCCTGAGAGAGAAGTGT TAGAGTGGAGGTTTGACAGCCGCCTAG
CATTTCATCACGTGGCCCGAGAGCTGCATCCGGAGTACTTCAAGAACTGCACTAGTGAGCCAGTAGATCCT
AGACTAGAGCCCTGGAAGCATCCAGGAAGTCAGCCTAAAACTGCTTGTACCAATTGCTATTGTAAAAAGTG
TTGCTTTCATTGCCAAGTTTGTTTCATAACAGC TGCCTTAGGCATCTCCTATGGCAGGAAGAAGCGGAGAC
AGCGACGAAGACCTCCTCAAGGCAGTCAGACTCATCAAGTTTCTCTATCAAAGCAACCCACCTCCCAATCC
AAAGGGGAGCCGACAGGCCCGAAGGAATAA [SEQ ID NO: 51]

Secuencia de aminoacidos del antigeno:

MGGK WSKSSVVGWPTVRERMRRAEPAADGVGAASRDLEKHGAITSSNTAATNAACAWLEAQEE
EEVGFPVTPQVPLRPMTYKAA VDLSHFLKEKGGLEGLIHSQRRQDILDLWIYHTQGYFPDWQNYT
PGPGVRYPLTFGWCYKLVPVEPDK VEEANKGENTSLLHPVSLHGMDDPEREVLEWRFDSRLAFH
HVARELHPEYFKNCTSEPVDPRLEPWKHPGSQPK TACTNCYCKKCCFHCQVCFITAALGISYGRK
KRRQRRRPPQGSQTHQVSLSKQPTSQSKGEPTGPKE [SEQ ID NO: 52)
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Fig.5.

Plasmido ptrNTm:

KanR (Tn903)

ptrNTm
4061 pbs

Secuencia del inserto:

ATGGTGGGTTTTCCAGTCACACCTCAGGTACCT TTAAGACCAATGACTTACAAGGCAGCTGTAGATCTTAG
CCACTTTTTAAAAGAAAAGCGGGGGACTGGAAGGGCTAATTCACTCCCAACGAAGACAAGATATCCTTGATC
TGTGGATCTACCACACACAAGGCTACTTCCCTGAT TGGCAGAACTACACACCAGGGCCACGGGTCAGATAT
CCACTGACCTTTGGATCGCTGC TACAAGC TAGTACCAGT TGAGCCAGATAAGGTAGAAGAGGCCAATAAAGG
AGAGAACACCAGCTTGTTACACCCTGTGAGCCTGCATGGAATGGATGACCCTGAGAGAGAAGTGT TAGAGT
GGAGGTTTGACAGCCGCCTAGCATTTCATCACGTGGCCCGAGAGCTGCATCCCGAGTACTTCAAGAACTGC
ACTAGTGAGCCAGTAGATCCTAGACTAGAGCCCTGGAAGCATCCAGGAAGTCAGCCTAAAACTGCTTGTAC
CAATTGCTATTGTAAAAAGTGTTGCTT TCATTGCCAAGTTTGTTTCATAACAGCTGCCTTAGGCATCTCCT
ATGGCAGGAAGAAGCCGAGACAGCGACGAAGACCTCCTCAAGGCAGTCAGACTCATCAAGTTTCTCTATCA
AAGCAACCCACCTCCCAATCCAAAGGGGAGCCGACAGGCCCGAAGGAATAA (SEQ ID NO: 53)

Secuencia de aminoacidos del antigeno:

MVGEPVTPQVPLRPMTYKARVDLSHFLKEKGGLEGLIHSQRRQDI LDLWIYHTQGYFPDWONYTPGPGVRY
PLTFGWCYKLVPVEPDKVEEANKGENTSLLHPVSLHGMDDPEREVLEWRFDSRLAFHHVARELHPEYFKNC
TSEPVDPRLEPWKHPGSQPKTACTNCYCKKCCFHCOVCFITAALGISYGRKKRRQRRRPPQGSQTHQVSLS
KQPTSQSKGEPTGPKE [SEQ ID NO: 54]
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Fig.6.

Plasmido pRix12:

pRix12

4832 pbs

Secuencia del inserto:

ATGGCCGAGCAGCTGTGGGTCACCGTCTACTACGGCGTGCCTGTGTCGAAGGAGCCCACGACCACCCTCTT
CTGCGCGAGCGACGCCAAGGCCTACGACACGGAAGTGCATAACGTGCTGCCCGACGCATGCTTGCOGTGCCTA
CGGACCCCAACCCCCAGGAGGTGGTGCTGGGAAACGTGACCGAGTACTTCAACATGTGGAAGAATAACATG
GTGGATCAGATGCACGAGGACATCATC TCTCTGTGGGACCAGTCCCTGAAGCCCTGCGTGAAGCTGACGCC
TCTCTGCGTGACACTGGACTGTGACGACGTCAACACCACCAACAGCACTACCACCACCAGCAACGECTGGA
CCGGAGAGAT TCGGAAGGGCGAGATCAAGAACTGCTCCTTCAATATCACGACCTCGATCAGAGACAAGGTG
CAGAAGGAATACGCGCTGTTTTATAATCTCGATGTGGTCCCCATCGACGACGACAATGCCACCACCAAGAA
CAAGACGACGCGTAATTTCAGACTCATTCACTGCAACAGCAGCGTCATGACGCAGGCCTGCCCCAAGGTGT
CCTTCGAACCAATCCCGATCCATTACTGTGCCCCTGCCGGATTCGCGATCCTCAAGTGTAACAACAAGACC
TTCGACGGGAAGGGCCTGTGCACCAACGTCAGCACGGTGCAGTGCACCCATGGCATCCGCCCCGTCGTGAG
CACCCAGCTGCTGCTGAACGGGTCCCTGGCTGAGGAGGAGGTGGTGATCCGCTCCGACAACTTCATGGACA
ACACCAAGACAATCATCGTCCAGCTGAACGAGTCTGTGGCGATTAACTGTACCCGGCCTAACAACAACACC
CGTAAGGGCATCCACATCGEGCCTGGACGGGCCTTCTATGCCGCCCCCAAGATCATCCGCGACATCCGGCA
GGCCCATTGCAACCTCTCCCGCGCCCAGTGGAATAACACCCTGAAGCAGATCGTGATCAAGCTGAGAGAGC
ACTTTGGAAACAAGACCATCAAGTTCAATCAGAGTTCTGGCGGAGACCCCGAGATCGTGCGGCACTCCTTC
AACTGCGGGGGCGAGTTCTTCTACTGCGATACGACACAGCTCTTCAACTCCACCTGGAACGGCACCGAGGE
CAACARACACAGAGGGAAACTCCACTATCACCCTCCCTTGCCGCATCAAGCAGATCATCAACATGTGGCAGG
AGGTGGGAAAGGCCATGTATGCCCCCCCCATCCCGEGCCAGATCCGCTGCTCCTCCAACATCACCEGCCTG
CTGCTCACCAGAGACGGGGGCACCGAGGGCAACGGCACGGAGAACGAGACCGAGATCTTCAGGCCCGGCGG
CGGCGACATGAGGGATAACTGGCGGAGCGAGCTGTACAAGTACAAGGTCGTGAAGGTGGAGCCGCTCGGCG
TGGCCCCCACCCGGGCCAAGCGCCGCGTCGTGCAGAGATGA [SEQ ID NO: 55]

Secuencia de aminoacidos del antigeno:

MAEQLWVTVYYGVPVWKEATTTLFCASDAKAYDTEVHNVWATHACVPTDPNPQEVVLGNVTEY FNMWKNNM

VDQOMHEDIISLWDQSLKPCVKLTPLCVTLDCDDVNTTNSTTTTSNGHTGEIRKGEIKNCSEFNITTSIRDKV

QKEYALFYNLDVVPIDDDNATTKNKT TRNFRLIHCNSSVMTQACPKVSFEPIPIHYCAPAGFAILKCNNKT

FDGKGLCTNVSTVQCTHGIRPVVSTQLLLNGSLAEEEVVIRSDNFMDNTKTIIVQLNESVAINCTRPNNNT

RKGIHIGPGRAFYARRKIIGDIRQAHRCNLSRAQWNNTLKQIVIKLREHFGNKTIKFNQSSGGDPEIVRHSF

NCGGEFFYCDTTQLFNSTWNGTEGNNTEGNSTI TLPCRIKQIINMWOEVGKAMYAPPIGGQIRCSSNITGL

LLTRDGGTEGNGTENETEIFRPGGGDMRDNWRSELYKYKVVKVEPLGVAPTRAKRRVVOR [SEQ ID
NO: 56)
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Fig.7.

Plasmido pRix28:

A
KanR (Tn903) \

5711 pbs

ds-gp1

o5
S i ST

Secuencia del inserto:

ATGGCCGAGCAGCTGTGGGTCACCGTCTACTACGGCGTGCCTGTGTGGAAGGAGGCCCACGACCACCCTCTT
CTGCGCGAGCGACGCCARAGGCCTACGACACGGAAG PGCATAACGTCTGGCCGACGCATGCTTGCGTGCCTA
CGGACCCCAACCCCCAGGAGGTGGTGCTGGGAAACGTGACCGAGTACTTCAACATGTGGAAGAATAACATG
GTGGATCAGATGCACGAGGACATCATCTCTCTGTGGGACCAGTCCCTGAAGCCCTGCGTGAAGCTGACGCC
PCTCTGCGTGACACTGGACTGTGACGACGTCAACACCACCAACAGCAC TACCACCACCAGCAACGGCTGGA
CCGGAGAGATTCGGAAGGGCGAGATCAAGAACTGC TCCTTCAATATCACGACCTCCATCAGAGACAAGGTG
CAGAAGGAATACGCGCTGTTT TATAATCTCGATGTCGTCCCCATCGACGACGACAATCGCCACCACCAAGAA
CAAGACGACGCGTAATTTCAGACTCATTCACTGCAACAGCAGCG TCATGACGCAGGCCTGCCCCAAGGTGT
CCTTCGAACCAATCCCGATCCATTACTGTGCCCCTGCCGGATTCGCGATCC TCAACTCTAACAACARGACC
TTCGACGGGAAGGGCCTGTGCACCAACGTCAGCACGGTGCAGTGCACCCATGGCATCCGCCCCGTCGTGAG
CACCCAGCTGC TGCTGAACGGGTCCCTGGCTGAGGAGGAGGTGG TGATCCCGTCGGACAACTTCATGGACA
ACACCAAGACAATCATCGTCCAGCTGAACGAGTCTGTGGCGATTAACTGTACCCGGCCTAACAACAACACC
CGTAAGGGCATCCACATCGGGCCTGGACGGGCCTTCTATGCCGCCCECAAGATCATCGGCGACATCCGGCA
GGCCCATTGCAACCTCTCCCGCGCCCAGTGGAATAACACCCTGAAGCAGATCCTGATCAAGC TGAGAGAGC
ACTTTGGAAACAAGACCATCAAGTTCAATCAGAGTTCTCGCGGAGACCCCGAGATCGTCGCCGCACTCCTTC
AACTGCGGGGGCGAGTTC TTCTACTGCGATACGACACAGCTCTTCAACTCCACCTGGAACGCCACCGAGGG
CAACAACACAGAGGGAAACTCCACTATCACCCTCCCTTGCCGCATCAAGCAGATCATCAACATGTGGCAGG
AGGTGGGAAAGGCCATGTATGCCCCCCCCATCGEGGGCCAGATCCGCTGCTCCTCCAACATCACCGECCTG
CTGCTCACCAGAGACGGGGGCACCGAGGGCAACGGCACGCGAGAACGAGACCGAGATC TTCAGGCCCGGCGE
CGGCGACATGAGGGATAACTGGCGGAGCGAGCTCTACAAGTACAAGCTGGTGAAGCTGGAGCCGCTCGGLG
TGGCCCCCACCCGGGCCAAGCGCCGCGTCGTGCAGAGAATGGGTGGCAAGTGETCAAAAAGTAGTGTGGTT
GGATGGCCTACTGTAAGGGAAAGAATGAGACGAGCTGAGCCAGCAGCAGATGGGCTGGGAGCAGCATCTCG
AGACCTGGAAAAACATGGAGCAATCACAAGTAGCAATACAGCAGCTACCAATGCTGCTTGTGCCTGGCTAG
AAGCACAAGAGGAGGAGGAGGTGGGTTTTCCAGTCACACCTCAGGTACCTTTAAGACCAATGACTTACAAG
GCAGCTGTAGATCTTAGCCACTTTITAAAAGAAAAGGGGGGACTGGAAGGGCTAATTCACTCCCAACGAAG
ACAAGATATCCTTGATCTGTGGATCTACCACACACAAGGCTACTTCCCTGATTGGCAGAACTACACACCAG
GGCCAGGGGTCAGATATCCACTGACCT TTGGATGG TGCTACAAGCTAGTACCAGTTGAGCCAGATAAGGTA
GAAGAGGCCAATAAAGGAGAGAACACCAGCTTGTTACACCCTGTGAGCCTGCATGGAATGGATGACCCTGA
GAGAGAAGTGT TAGAGTGGAGGTTTGACAGCCGCC TAGCAT T TCATCACGTGCCCCGAGAGCTGCATCCGG
ACTACTTCAAGAACTGCACTAGTGAGCCAGTAGATCCTAGACTAGAGCCCTGGAAGCATCCAGGAAGTCAG
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Fig.7 (Cont).

CCTAAAACTGCTTGTACCAATTGCTATTGTAAAAAGTGTTGCTTTCATTGCCAAGTTTGTTTCATAACAGC
TGCCTTAGGCATCTCCTATGGCAGGAAGAAGCGGAGACAGCGACGAAGACCTCCTCAAGGCAGTCAGACTC
ATCAAGTTTCTCTATCAAAGCAACCCACCTCCCAATCCAAAGGGGAGCCGACAGGCCCGAAGGAATAA

[SEQ ID NO: 57])

Secuencia de aminoacidos del antigeno:

MAEQLWVTVYYGVPVWKEATTTLFCASDAKAYDTEVHNVWATHACVPTDPNPQEVVLGNVTEY FNMWKNNM
VDOQMHEDIISLWDQSLKPCVKLTPLCVTLDCDDVNTTNSTTTTSNGWTGEIRKGEIKNCSENITTSIRDKV
QKEYALFYNLDVVPIDDDNATTKNKTTRNFRLIHCNSSVMTQACPKVSFEPIPIHYCAPAGFATILKCNNKT
FDGKGLCTNVSTVQCTHGIRPVVSTQLLLNGSLAEEEVVIRSDNFMDNTKTIIVQLNESVAINCTRPNNNT
RKGIHIGPGRAFYAARKIIGDIRQAHCNLSRAQWNNTLKQIVIKLREHFGNKTIKEFNQSSGGDPEIVRHSF
NCGGEFFYCDTTQLENSTWNGTEGNNTEGNSTITLPCRIKQI INMWQEVGKAMYAPPIGGQIRCSSNITGL
LLTRDGGTEGNGTENETEI FRPGGGDMRDNWRSELYKYKVVKVEPLGVAPTRAKRRVVQRMGGKWSKSSVV
GWPTVRERMRRAEPAADGVGAASRDLEKHGAITSSNTAATNAACAWLEAQEEEEVGFPVTPQVPLRPMTYK
AAVDLSHFLKEKGGLEGLIHSQRRQDILDLWIYHTQGY FPDWONYTPGPGVRYPLTFGWCYKLVPVEPDKV
EEANKGENTSLLHPVSLHGMDDPEREVLEWRFDSRLAFHRVARELHPEYFKNCTSEPVDPRLEPWKHPGSQ
PKTACTNCYCKKCCFHCQVCFITAALGISYGRKKRRQRRRPPQGSQTHQVSLSKQPTSQSKGEPTGPKE
[SEQ ID NO: 58]
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Fig.8.

Plasmido pRix29:

PRix29
5519pbs CMV pro

Noti
-ap120c'
ds-gp120c

Secuencia del inserto:

ATGGCCGAGCAGCTGTGGGTCACCGTCTACTACGGCGTGCCTGTGTCGAAGGAGGCCACGACCACCCTCTT
CTGCGCGAGCGACGCCAAGGCCTACGACACGGAAGTGCATAACGTGTGGGCGACGCATGCTTGCGTGCCTA
CGGACCCCAACCCCCAGGAGGTGGTGC TGGGAAACGTGACCGAGTACTTCAACATGTGGAAGAATAACATG
GTGGATCAGATGCACGAGGACATCATC TCTCTGTGCGACCAGTCCCTGAAGCCCTGCGTGAAGCTGACGCC
TCTCTGCGTGACACTGGACTGTGACGACGTCAACACCACCAACAGCACTACCACCACCAGCAACGGCTGGA
CCGGAGAGATTCGGAAGGGCCGAGATCAAGAACTGCTCCTTCAATATCACGACCTCGATCAGAGACAAGGTG
CAGAAGGAATACGCGCTGTTTTATAATCTCGATGTGCGTCCCCATCGACGACGACAATGCCACCACCAAGAA
CAAGACGACGCGTAATTTCAGACTCATTCACTGCAACAGCAGCGTCATGACGCAGGCCTGCCCCAAGGTGT
CCTTCGAACCAATCCCGATCCATTACTGTGCCCCTGCCGGATTCGCGATCCTCAAGTGTAACAACAAGACC
TTCGACGGGAAGGGCCTGTGCACCAACGTCAGCACGGTGCAGTGCACCCATGGCATCCGCCCCGTCGTGAG
CACCCAGCTGCTGCTGAACGGGTCCCTGGCTGAGGAGGAGGTGGTGATCCGGTCGGACAACTTCATGGACA
ACACCAAGACAATCATCGTCCAGCTGAACGAGTCTGTGGCGATTAACTGTACCCGGCCTAACAACAACACC
CGTAAGGGCATCCACATCGGGECCTGGACGGGCCTTCTATGCCGCCCGCAAGATCATCGGCGACATCCGGCA
GGCCCATTGCAACCTCTCCCGCGCCCAGTGGAATAACACCCTGAAGCAGATCGTGATCAAGCTGAGAGAGC
ACTTTGGAAACAAGACCATCAAGTTCAATCAGAGTTCTGGCGGAGACCCCGAGATCGTGCGGCACTCCTTC
AACTGCGGGGGCGAGTTCTTC TACTGCGATACGACACAGCTCTTCAACTCCACCTGGAACGGCACCGAGGG
CAACAACACAGAGGGAAACTCCACTATCACCCTCCCTTGCCGCATCAAGCAGATCATCAACATGTGGCAGG
AGGTGGGAAAGGCCATGTATGCCCCCCCCATCGGGGGCCAGATCCGCTGCTCCTCCAACATCACCGGCCTG
CTGCTCACCAGAGACGGGGGCACCGAGGGCAACGGCACGGAGAACGAGACGGAGATC TTCAGGCCCGGCGE
CGGCGACATGAGGGATAACTGGCCGAGCGAGC TGTACAAGTACAAGGTGGTGAAGGTGGAGCCGCTCGGCG
PGGCCCCCACCCGGGCCAAGCGCCCCGTCGTGCAGAGAATGGTGGGTTTTCCAGTCACACCTCAGGTACCT
TTAAGACCAATGACTTACAAGGCAGC TGTAGATCT TAGCCACTT TTTAAAAGAAAAGGGGGGACTGGAAGG
GCTAATTCACTCCCAACGAAGACAAGATATCCTTGATC TGTGGATCTACCACACACAAGGCTACTTCCCTG
ATTCCCAGAACTACACACCAGCCCCAGGGGTCAGATATCCACTGACCTTTGGATGGTGCTACAAGCTAGTA
CCAGTTGAGCCAGATAAGGTAGAAGAGGCCAATAAAGGAGAGAACACCAGCTTGTTACACCCTCTGAGCCT
GCATGGAATGGATGACCCTGAGAGAGAAGTGT TAGAGTGGAGGTTTGACAGCCGCCTAGCATTTCATCACG
TGGCCCGAGAGCTGCATCCGGAGTACTTCAAGAACTGCACTAGTGAGCCAGTAGATCCTAGACTAGAGCCC
TCGAAGCATCCAGGAAGTCAGCCTAAAACTGCTTGTACCAATTCGCTATTGTARAAAGTGTTGCTTTCATTG
CCAAGTTTGTTTCATAACAGC TGCCTTAGGCATCTCCTATGGCAGGAAGAAGCGGAGACAGCGACGAAGAL
CTCCTCAAGGCAGTCAGACTCATCAAGTTTCTCTATCAAAGCAACCCACCTCCCAATCCAAAGGGGAGCCG
ACAGGCCCGAAGGAATAA [SEQ ID NO: 59)
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Fig.8 (Cont).

Secuencia de aminoacidos del antigeno:

MAEQLWVTVYYGVPVWKEATTTLFCASDAKAYDTEVHNVWATHACVPTDPNPQEVVLGNVTEY FNMWKNNM
VDQMHEDI ISLWDQSLKPCVKLTPLCVTLDCDDVNTTNSTTTTSNGWTGEIRKGE IKNCSFNI TTSIRDKV
OKEYALFYNLDVVPIDDDNATTKNKTTRNFRLIHCNSSVMTQACPKVSFEPIPIHYCAPAGFAI LKCNNKT
FDGKGLCTNVSTVQCTHGIRPVVSTQLLLNGSLAEEEVVIRSDNFMDNTKTIIVQLNESVAINCTRPNNNT
RKGIHIGPGRAFYAARKIIGDIRQAHCNLSRAQWNNTLKQIVIKLREHEGNKTIKFNQSSGGDPEIVRHSFE
NCGGEFFYCDTTQLFNSTWNGTEGNNTEGNSTI TLPCRIKQI INMWQEVGKAMYAPPIGGQIRCSSNITGL
LLTRDGGTEGNGTENETEI FRPGGGDMRDNWRSELYKYKVVKVE PLGVAPTRAKRRVVQRMVGFPVTPQVP
LRPMTYKAAVDLSHFLKEKGGLEGLIHSQRRQDILDLWIYHTQGY FPDWQNYTPGPGVRYPLTFGWCYKLV
PVEPDKVEEANKGENTSLLHPVS LHGMDDPEREVLEWRFDSRLAFHHVARELHPEYFKNCTSEPVDPRLEP
WKHPGSQPKTACTNCYCKKCCFHCQVCFITAALGI SYGRKKRRQRRRPPQGSQTHQVSLSKQPTSQSKGEP
TGPKE [SEQ ID NO: 60)
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Fig.9.

Plasmido pRix31:

Secuencia del inserto:

ATGGCCGAGCAGCTGTGGGTCACCGTCTACTACCGCGTGCCTGTCTGGAAGGAGGCCACGACCACCCTCTT
CTGCGCGAGCGACGCCAAGGCCTACGACACCGAACTGCATAACGTGTGGGCGACGCATGC TTGCGTGCCTA
CGGACCCCAACCCCCAGGAGGTGGTGCTGGGAAACGTGACCGAGTACTTCAACATGTGGAAGAATAACATG
GTGGATCAGATGCACGAGGACATCATCTCTCTGTGGRACCAGTCCCTGAAGCCCTGCGTGAAGCTGACGCC
TCICTGCGTGACAC TGGACTGTGACGACGTCAACACCACCAACAGCACTACCACCACCAGCAACGGCTGGA
CCGGAGAGATTCGGAAGGGCGAGATCAAGAACTGCTCCTTCAATATCACGACCTCGATCAGAGACAAGGTG
CAGAAGGAATACGCGCTGTTTTATAATCTCGATGTGGTCCCCATCGACGACGACAATGCCACCACCAAGAA
CAAGACGACGCGTAATTTCAGACTCATTCACTGCAACAGCAGCGTCATGACGCAGGCCTGCCCCAAGGTGT
CCTTCGAACCAATCCCGATCCATTACTGTGCCCCTGCCGGATTCGCGATCCTCAAGTGTAACAACAAGACC
TTCGACGGGAAGGGCCTGTGCACCAACGTCAGCACGGTGCAGTGCACCCATGGCATCCGCCCCGTCGTGAG
CACCCAGCTGCTGCTGAACGGGTCCCTGGC TGAGGAGGAGGTGGTGATCCCGTCGGACAACTTCATGGACA
ACACCAAGACAATCATCGTCCAGCTGAACGAGTCTGTGGCGATTAACTGTACCCCGGCCTAACAACAACACC
CGTAAGGGCATCCACATCCGGCCTGGACGGGCCTTCTATGCCGCCCGCAAGATCATCGGCGACATCCGGCA
GGCCCATTGCAACCTCTCCCCCGCCCAGTGGAATAACACCCTGAAGCAGATCGTGATCAAGC TGAGAGAGC
ACTTTGGAAACAAGACCATCAAGTTCAATCAGAGT TCTGGCGGAGACCCCGAGATCGTGCGGCACTCCTTC
AACTGCGGGGGCGAGTTCTTC TACTGCGATACGACACAGCTCTTCAACTCCACCTGGAACGGCACCGAGGG
CAACAACACAGAGGGAAACTCCACTATCACCCTCCCTTGCCGCATCAAGCAGATCATCAACATGTGGCAGG
AGGTGGGAAAGGCCATGTATGCCCCCCCCATCGGGGEGCCAGATCCGCTGCTCCTCCAACATCACCGGCCTG
CTGCTCACCAGAGACGGGCGCACCGAGGGCAACGGCACGGAGAACGAGACGGAGATC TTCAGCCCCGGCGG
CGGCGACATGACGGATAACTGGCGGAGCGAGCTGTACAAGTACAAGGTCGTGAAGGTGGAGCCGCTCGGCG
TGGCCCCCACCCGGGCCAAGCGCCGCCTCGTGCAGAGAATGGTGEGTTTTCCAGTCACACCTCAGGTACCT
TTAAGACCAATGACTTACAAGGCAGCTGTAGATCTTAGCCACTTTTTAAAAGAAAAGGGGGGACTGGAAGG
GCTAATTCACTCCCAACGAAGACAAGATATCCTTGATCTGTGGATCTACCACACACAAGGCTACTTCCCTG
ATTGGCAGAACTACACACCAGGGCCAGGGGTCAGATATCCACTGACCTT TGGATGGTGCTACAAGCTAGTA
CCAGTTGAGCCAGATAAGGTAGAAGAGGCCAATAAAGGAGAGAACACCAGCTTGTTACACCCTGTGAGCCT
GCATGGAATGGATGACCCTGAGAGAGAAGTGTTAGAGTGGAGGTTTGACAGCCGCCTAGCATTTCATCACG
TGGCCCGAGAGCTGCATCCGGAGTACTTCAAGAACTGCTAA [SEQ ID NO: 61)

Secuencia de aminoacidos del antigeno:
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Fig.9 (Cont).

MAEQLWVTVYYGVPVWKEATTTLFCASDAKAYDTEVHNVWATHACVPTDPNPQEVVLGNVTEY FNMWKNNM
VDOQMHEDIISLWDQSLKPCVKLTPLCVTLDCDDVNTTNSTTTTSNGWTGEIRKGEIKNCSFNITTSIRDKV
QKEYALFYNLDVVPIDDDNATTKNKTTRNFRLIHCNSSVMTQACPKVSFEPIPIHYCAPAGFAILKCNNKT
FDGKGLCTNVSTVQCTHGIRPVVSTQLLLNGSLAEEEVVIRSDNFMDNTKTIIVQLNESVAINCTRPNNNT
RKGIHIGPGRAFYARRKIIGDIRQAHCNLSRAQWNNTLKQIVIKLREHFGNKTIKFNQSSGGDPEIVRHSFE
NCGGEFFYCDTTQLFNSTWNGTEGNNTEGNSTITLPCRIKQIINMWQEVGKAMYAPPIGGQIRCSSNITGL
LLTRDGGTEGNGTENETEIFRPGGGDMRDNWRSELYKYKVVKVEPLGVAPTRAKRRVVQRMVGFPVTPQVP
LRPMTYKAAVDLSHFLKEKGGLEGLIHSQRRODILDLWIYHTQGYFPDWONYTPGPGVRYPLTFGWCYKLV
PVEPDKVEEANKGENTSLLHPVSLHGMDDPEREVLEWRFDSRLAFHHVARELHPEY FKNC

[SEQ ID NO: 62]
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p73i-GN2
4889 pbs

Secuencia del inserto:

TGGGTGCCCGAGCTTCGGTACTGTCTGGTGGAGAGCTGGACAGATGGGAGARAATTAGGCTGCGCCCGGGA
GGCAAAAAGAAATACAAGCTCAAGCATATCGTGTGGGCCTCGAGGGAGCTTGAACGGTTTGCCGTGAACCE
AGGCCTGCTGGAARCATCTGAGGGATGTCGCCAGATCCTGGGGCAATTGCAGCCATCCCTCCAGACCGGGA
GTGAAGAGCTGAGGTCCTTGTATAACACAGTGGCTACCCTCTACTGCGTACACCAGAGGATCGAGATTAAG
GATACCAAGGAGGCCTTGGACAARATTGAGGAGGAGCAAAACAAGAGCAAGAAGAAGGCCCAGCAGGCAGC
TGCTGACACTGGGCATAGCAACCAGGTATCACAGAACTATCCTATTGTCCARAACATTCAGGGCCAGATGG
TTCATCAGGCCATCAGCCCCCGGACGCTCAATGCCTGGGTGAAGGTTGTCGAAGAGAAGGCCTTTTCTCCT
GAGGTTATCCCCATGTTCTCCGCTTTGAGTGAGGGGGCCACTCCTCAGGACCTCAATACAATGCTTAATAC
CGTGGGCGGCCATCAGGCCGCCATGCARATGTTGAAGGAGAC TATCAACGAGGAGGCAGCCGAGTGGGACA
GAGTGCATCCCGTCCACGCTGGCCCARTCGCGCCCGGACAGATGCGGGAGCCTCGCGGCTCTGACATTGCC
GGCACCACCTCTACACTGCAAGAGCAARATCGGATGGATGACCAACAATCCTCCCATCCCAGT TGGAGAAAT
CTATARACGGTGGATCATTCTCGGTCTCAATAAAATTGTTAGAATGTACTCTCCGACATCCATCCTTGACA
TTAGACAGGGACCCAARAGAGCCTTTTAGGGATTACGTCGACCGGTTTTATAAGACCCTGCGAGCAGAGCAG
GCCTCTCAGGAGGTCARARRCTGGATGACGGAGACACTCCTGGTACAGAACGCTAACCCCGACTGCARRAC
AATCTTGAAGGCACTAGGCCCGGCTGCCACCCTGGARGAGATGATGACCGCCTGTCAGGGAGTAGGCGGAC
CCGGACACAAAGCCAGAGTGTTG* ATGGTGGGTTTTCCAGTCACACCTCAGGTACCTTTAAGACCAATGAC
TTACAAGGCAGCTGTAGATCTTAGCCACTTTTTAARARGAAAAGGGGGGACTGGARGGGCTAATTCACTCCC
ARAGAAGACAAGATATCCTTGATCTGTGGATCTACCACACACARGGCTACTTCCCTGATTGGCAGAACTAC
ACACCAGGGCCAGGGGTCAGATATCCACTGACCTTTGGATGGTGCTACAAGCTAGTACCAGTTGAGCCAGA
TAAGGTAGAAGAGGCCAATAAAGGAGAGAACACCAGCTTGTTACACCCTGTGAGCCTGCATGGGATGGATG
ACCCGGAGAGAGAAGTGTTAGAGTGGAGGTTTGACAGCCGCCTAGCATTTCATCACGTGGCCCGAGAGCTG
CATCCGGAGTACTTCAAGAACTGCTGA {SEQ ID NO: 63]
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Fig.11.

Plasmido pRix33:

Secuencia del inserto:

ATGGCCGAGCAGCTGTGGGTCACCGTCTAC TACGGCGTGCCTGTGTGGAAGGAGGCCACGACCACCCTCTT
CTGCGCGAGCGACGCCAAGGCCTACGACACGGAAGTGCATAACGTGTGGGCGACGCATGCT TGCGTGCCTA .
CGGACCCCAACCCCCAGGAGGTGGTGCTGGGAAACGTGACCGAGTACTTCAACATGTGGAAGAATAACATG
GTGGATCAGATGCACGAGGACATCATC TCTCTGTGGGACCAGTCCCTGAAGCCCTGCGTGAAGCTGACGCC
TCTCTGCGTGACACTGGACTGTGACGACGCTCAACACCACCAACAGCACTACCACCACCAGCAACGGCTGGA
CCGGAGAGATTCGGAAGGGCGAGATCAAGAACTGCTCCTTCAATATCACGACCTCGATCAGAGACAAGGTG
CAGAAGGAATACGCGCTGTTTTATAATCTCGATGTGGTCCCCATCGACGACGACAATGCCACCACCAAGAA
CAAGACGACGCGTAATTTCAGACTCATTCACTGCAACAGCAGCGTCATGACGCAGGCCTGCCCCAAGGTGT
CCTTCGAACCAATCCCGATCCATTACTGTGCCCCTGCCGGATTCGCGATCCTCAAGTGTAACAACAAGACC
TTCGACGGGAAGGGCCTGTGCACCAACGTCAGCACGGTGCAGTGCACCCATGGCATCCGCCCCCTCGTGAG
CACCCAGCTGCTGCTGAACGGGTCCCTGGC TGAGGAGGAGGTGGTGATCCGGTCGGACAACTTCATGGACA
ACACCAAGACAATCATCGTCCAGCTGAACGAGTCTGTGGCGATTAACTGTACCCGGCCTAACAACAACACC
CGTAAGGGCATCCACATCGGGCCTGGACGGGCCTTCTATGCCCGCCCGCAAGATCATCGGCGACATCCGGCA
GGCCCATTGCAACCTCTCCCGCGCCCAGTGGAATAACACCCTGAAGCAGATCCTGATCAAGCTGAGAGAGC
ACTTTGGAAACAAGACCATCAAGTTCAATCAGAGTTCTGCCGGAGACCCCGAGATCCTGCGGCACTCCTTC
AACTGCGGGGGCGAGTTCTTCTACTGCGATACGACACAGCTCTTCAACTCCACCTGGAACGGCACCGAGGG
CAACAACACAGAGGGAAACTCCACTATCACCCTCCCTTGCCGCATCAAGCAGATCATCAACATGTGGCAGG
AGGTGGGAAAGGCCATGTATGCCCCCCCCATCGGGGGCCAGATCCGCTGCTCCTCCAACATCACCGGCCTG
CTGCTCACCAGAGACGGGGGCACCGAGGGCAACGGCACGGAGAACGAGACCGAGATCTTCAGGCCCGGCGG
CGGCGACATGAGGGATAACTGCCGGAGCGAGCTGTACAAGTACAAGGTGGTGAAGGTGGAGCCGCTCGGLG
TGGCCCCCACCCGGGCCAAGCGCCGCGTCGTGCAGAGAATCGGTGCCCGAGCT TCGGTACTGTCTGGTGGA
GAGCTGGACAGATGGGAGAAAAT TAGGCTGCGCCCGGGAGGCAAAAAGAAATACAAGCTCAAGCATATCGT
GTGCGCCTCGAGGGAGCTTGAACGCGTTTGCCGTGAACCCAGGCCTGCTGGAAACATCTGAGGGATGTCGCC
AGATCCTGGGGCAATTGCAGCCATCCCTCCAGACCGGGAGTGAAGAGCTGAGGTCCTTGTATAACACAGTG
GCTACCCTCTACTGCGTACACCAGAGGATCGAGATTAAGGATACCAAGGAGGCCTTGGACAAAATTGAGGA
GGAGCAAAACAAGAGCAAGAAGAAGGCCCAGCAGCGCAGCTGCTGACACTGGGCATAGCAACCAGGTATCAC
AGAACTATCCTATTGTCCAAAACATTCAGGGCCAGATGGTTCATCAGGCCATCAGCCCCCGGACGCTCAAT
GCCTGGGTGAAGGT TGTCGAAGAGAAGGCCTTT TCTCCTGAGGT TATCCCCATGTTCTCCCGCTTTGAGTGA
GGGGGCCACTCCTCAGGACCTCAATACAATGC TTAATACCGTGGGCGEGCCATCAGGCCGCCATGCARATGT
TGAAGGAGACTATCAACGAGCGAGGCAGCCCGAGTGCCGACAGAGTGCATCCCCTCCACGCTGGCCCAATCGCG
CCCGGACAGATGCGGGAGCCTCGCGGCTCTGACATTGCCGGCACCACCTCTACACTGCAAGAGCAAATCGG
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Fig.11 (Cont).

ATGGATGACCAACAATCCTCCCATCCCAGTTGGAGAAATCTATAAACGGTGGATCATTCTCGGTCTCAATA
AAATTGTTAGAATGTACTCTCCGACATCCATCCTTGACATTAGACAGGGACCCAAAGAGCCTTTTAGGGAT
TACGTCGACCGGTTTTATAAGACCCTGCGAGCAGAGCAGGCCTCTCAGGAGGTCAAAAACTGGATGACGGA
GACACTCCTGGTACAGAACGCTAACCCCGACTGCAAAACAATCTTGAAGGCACTAGGCCCGGCTGCCACCC
TGGAAGAGATGATGACCGCCTGTCAGGGAGTAGGCGGACCCGGACACAAAGCCAGAGTGTTGATGGTGGGT
TTTCCAGTCACACCTCAGGTACCTTTAAGACCAATGACTTACAAGGCAGCTGTAGATCTTAGCCACTTTTT
AAAAGAAAAGGGGGGACTGGAAGGGCTAATTCACTCCCAACGAAGACAAGATATCCTTGATCTGTGGATCT
ACCACACACAAGGCTACTTCCCTGAT TGGCAGAAC TACACACCAGGGCCAGGGGTCAGATATCCACTGACC
TTTGGATGGTGC TACAAGCTAGTACCAGTTGAGCCAGATAAGGTAGAAGAGCCCAATAAAGGAGAGAACAC
CAGCTTGTTACACCCTGTGAGCCTGCATGGAATGGATGACCCTGAGAGAGAAGTCTTAGAGTGGAGGTTTG
ACAGCCGCCTAGCATTTCATCACGTGGCCCGAGAGCTGCATCCGGAGTACTTCAAGAACTGCTAA

(SEQ ID NO: 64)

Secuencia de aminoacidos del antigeno:

MAEQLWVTVYYGVPVWKEATTTLFCASDAKAYDTEVHNVWATHACVPTDPNPQEVVLGNVTEY FNMWKNNM
VDQMHEDIISLWDQSLKPCVKLTPLCVTLDCDDVNTTNSTTTTSNGWTGEIRKGEIKNCSFNITTSIRDKV
OKEYALFYNLDVVPIDDDNATTKNKTTRNFRLIHCNSSVMTQACPKVSFEPIPIHYCAPAGFAILKCNNKT
FDGKGLCTNVSTVQCTHGIRPVVSTQLLLNGSLAEEEVVIRSDNFMDNTKTIIVQLNESVAINCTRPNNNT
RKGIHRIGPGRAFYAARKIIGDIRQAHCNLSRAQWNNTLKQIVIKLREBFGNKTIKFNQSSGGDPEIVRHSF
NCGGEFFYCDTTQLENSTWNGTEGNNTEGNSTITLPCRIKQI INMWQEVGKAMYAPPIGGQIRCSSNITGL
LLTRDGGTEGNGTENETEIFRPGGGDMRDNWRSELYKYKVVKVEPLGVAPTRAKRRVVQRMGARASVLSGG
ELDRWEKIRLRPGGKKKYKLKHIVWASRELERFAVNPGLLETSEGCRQILGQLQPSLQTGSEELRSLYNTV
ATLYCVHQRIEIKDTKEALDKIEEEQNKSKKKAQQAAADTGHSNQVSONYPIVONIQGOMVHQAISPRTLN
AWVKVVEEKAFSPEVIPMFSALSEGATPQDLNTMLNTVGGHQAAMOMLKETINEEAAREWDRVHPVEAGPIA
PGQMREPRGSDIAGTTSTLOEQIGWMTNNPPIPVGEIYKRWI ILGLNKIVRMYSPTSILDIRQGPKEPFRD
YVDRFYKTLRAEQASQEVKNWMTETLLVONANPDCKTILKALGPAATLEEMMTACQGVGGPGHKARVLMVG
FPVTPQVPLRPMTYKAAVDLSHFLKEKGGLEGLIHSQRRODILDLWIYHTQGY FPDWONYTPGPGVRYPLT
FGWCYKLVPVE PDKVEEANKGENTSLLHPVSLHGMDDPEREVLEWRFDSRLAFHHVARELHPEY FKNC

[SEQ ID NO: 65]
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Fig.12.

Plasmido pRix35:

Secuencia del inserto:

ATGGCCGAGCAGCTGTGGGTCACCGTCTACTACGGCSTGCCTCTCTCGAAGGAGECCACGACCACCCTCTT
CTGCGCGAGCGACGCCAAGGCCTACGACACGGAAGTGCATAACGTGTGGGCGACGCATGCTTGCGTGCCTA
CGGACCCCAACCCCCAGGAGGTCGTGCTGGGAAACGTGACCGAGTAC T TCAACATGTGGAAGAATAACATG
GTGGATCAGATGCACGAGGACATCATCTCTCTGTGGGACCAGTCCCTGAAGCCCTGCGTGAAGCTEACGCC
TCTCTGCGTGACACTGGAC TG TGACGACGTCAACACCACCAACAGCACTACCACCACCAGCAACGGCTGGA
CCGGAGAGATTCGGAAGGGCGAGATCAAGAACTGCTCCTTCAATATCACGACCTCGATCAGAGACAAGGTG
CAGAAGGAATACGCGCTGTTTTATAATC TCGATGTGGTCCCCATCGACGACGACAATGCCACCACCAAGAA
CAAGACGACGCGTAATT TCAGACTCATTCACTGCAACAGCAGCGTCATGACGCAGGCCTGCCCCAAGETGT
CCTTCGAACCAATCCCGATCCATTACTCTGCCCCTGCCGGATTCGCGATCCTCAAGTGTAACAACAAGACC
TTCGACGGGAAGGGCCTGTGCACCAACGTCAGCACGETGCAGTGCACCCATGGCATCCGCCCCGTCGTGAG
CACCCAGCTGCTGCTGAACGGGTCCCTGGC TGAGGAGGAGGTGG TGATCCGGTCCGACAACTTCATGGACA
ACACCAAGACAATCATCGTCCAGCTGAACGAGTCTGTGGCGATTAACTGTACCCGGCCTAACAACAACACC
CGTAAGGGCATCCACATCGGGCC TGGACGEGCCTTCTATCCCGCCCCCARGATCATCGGCGACATCCGGCA
GGCCCATTGCAACCTCTCCCGCGCCCAGTGGAATAACACCCTGARGCAGATCGTGATCAAGCTGAGAGAGC
ACTTTGGAAACAAGACCATCAAGTTCAATCAGAGTTC TGGCGGAGACCCCGAGATCGTGCGGCACTCCTTC
AACTGCGGGGGCGAGTTCTTCTAC TGCGATACGACACAGCTCTTCAACTCCACCTGGAACGGCACCGAGGS
CAACAACACAGAGGGAAACTCCACTATCACCCTCCCTTGCCGCATCAAGCAGATCATCAACATGTGCCAGG
AGGTGGGAAAGGCCATGTATGCCCCCCCCATCGCGGGCCAGATCCGCTGCTCCTCCAACATCACCGGCCTG
CTGCTCACCAGAGACGEGGGCACCGAGGGCAACGGCACGGAGAACGAGACGGAGATCTTCAGGCCCGGCGE
CGGCGACATGAGGGATAACTGGCGGAGCGAGC TGTACAAGTACAAGGTGGTGAAGGTGGAGCCGCTCGGCG
TGGCCCCCACCCGGGCCAAGCGCCGCGTCGTGCAGAGAATGGGTGCCCGAGCTTCGGTACTGTCTGGTGGA
GAGCTGGACAGATGGGAGAAAATTAGGCTGCGCCCGGGAGGCAAAAAGAAATACAAGCTCAAGCATATCGT
GTGGGCCTCGAGGGAGCTTGAACGGTTTGCCGTGAACCCAGGCCTGCTGGAAACATCTGAGGGATCTCGCC
AGATCCTGGGGCAATTGCAGCCATCCC TCCAGACCGGGAGTGAAGAGCTGAGGTCCTTGTATAACACAGTG
GCTACCCTCTACTGCGTACACCAGAGGATCGAGAT TAAGGATACCAAGGAGGCCTTGGACAAAATTGAGGA
GGAGCAAAACAAGAGCAAGAAGAAGGCCCAGCAGGCACCTGCTGACACTCGGCATAGCAACCAGGTATCAC
AGAACTATCCTATTGTCCAAAACATTCAGCGCCAGATGGTTCATCAGGCCATCAGCCCCCGGACGCTCAAT
GCCTGGGTGAAGGT TGTCGAAGAGAAGGCCTTT TCTCCTGAGGT TATCCCCATGTTCTCCGCTTTGAGTGA
GGGGGCCAC TCCTCAGGACCTCAATACAATGC TTAATACCGTGGCCGECCATCAGGCCGCCATGCARATGT
TGAAGGAGACTATCAACGAGGAGGCAGCCGAGTGGGACAGAGTGCATCCCGTCCACGCTGGCCCAATCGCG
CCCCGACAGATGCGGGAGCCTCGCGGCTCTGACAT TGCCGGCACCACCTCTACACTGCAAGAGCAARTCGG
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Fig.12 (Cont).

ATGGATGACCAACAATCCTCCCATCCCAGTTGGAGAAATCTATAAACGGTGGATCATTCTCGGTCTCAATA
AAATTGTTAGAATGTACTCTCCGACATCCATCCTTGACATTAGACAGGGACCCAAAGAGCCTT TTAGGGAT
TACGTCGACCGGTTTTATAAGACCCTGCGAGCAGAGCAGGCCTC TCAGGAGGTCAAAAACTGGATGACGGA
GACACTCCTGGTACAGAACGC TAACCCCGAC TGCAAAACAATCTTGAAGGCACTAGGCCCGGCTGCCACCC
TGGAAGAGATGATGACCGCCTGTCAGGGAGTAGGCGGACCCGGACACAAAGCCAGAGTGTTGATGGTGGGT
TTTCCAGTCACACCTCAGGTACCTTTAAGACCAATGACTTACAAGGCAGCTGTAGATCTTAGCCACTTTTT
AAAAGAAAAGGGGGGACTGGAAGGGCTAATTCACTCCCAACGAAGACAAGATATCCTTGATCTGTGGATCT
ACCACACACAAGGCTACTTCCCTGATTGGCAGAACTACACACCAGGGCCAGGGGTCAGATATCCACTGACC
TTTGGATGGTGCTACAAGCTAGTACCAGT TGAGCCAGATAAGGTAGAAGAGGCCAATAAAGGAGAGAACAL
CAGCTTGTTACACCCTGTGAGCCTGCATGGAATGGATGACCCTGAGAGAGAAGTGT TAGAGTGGAGGTTTG
ACAGCCGCCTAGCATTTCATCACGTGGCCCGAGAGCTGCATCCGGAGTACTTCAAGAACTGCACTAGTGAG
CCAGTAGATCCTAGACTAGAGCCCTGGAAGCATCCAGGAAGTCAGCCTAAAACTGCTTGTACCAATTGCTA
TTGTAAAAAGTGTTGCTTTCATTGCCAAGT TTGTTTCATAACAGCTGCCTTAGGCATCTCCTATGGCAGGA
AGAAGCGGAGACAGCGACGAAGACCTCCTCAAGGCAGTCAGACTCATCAAGTTTCTCTATCAAAGCAACCC
ACCTCCCAATCCAAAGGGGAGCCGACAGGCCCGAAGGAATAA [SEQ ID NO: 66)

Secuencia de aminoacidos del antigeno:

MAEQLWVTVYYGVPVWKEATTTLFCASDAKAYDTEVHNVWATHACVPTDPNPQEVVLGNVTE Y FNMWKNNM
VDOMHEDIISLWDQSLKPCVKLTPLCVTLDCDDVNTTNSTTTTSNGWTGEIRKGEIKNCSFNITTSIRDKV
OKEYALFYNLDVVPIDDDNATTKNKTTRNFRLIHCNSSVMTQACPKVSFEPIPIHYCAPAGFATILKCNNKT
FDGKGLCTNVSTVQCTHGIRPVVSTQLLLNGSLAEEEVVIRSDNEMDNTKTIIVQLNESVAINCTRPNNNT
RKGIHIGPGRAFYAARKIIGDIRQAHCNLSRAQWNNTLKQIVIKLREHFGNKTIKFNQSSGGDPEIVRHSFE
NCGGEFFYCDTTQLFNSTWNGTEGNNTEGNSTITLPCRIKOIINMWQEVGKAMYAPPIGGQIRCSSNITGL
LLTRDGGTEGNGTENETEI FRPGGGDMRDNWRSELYKYKVVKVE PLGVAPTRAKRRVVQRMGARASVLSGG
ELDRWEKIRLRPGGKKKYKLKHIVWASRE LERFAVNPGLLE TSEGCRQILGQLQPSLQTGSEELRSLYNTV
ATLYCVHQRIEIKDTKEALDKIEEEQNKSKKKAQQAAADTGHSNQVSQONYPIVONIQGOMVHQAISPRTLN
AWVKVVEEKAFSPEVIPMFSALSEGATPOQDLNTMLNTVGGHQAAMOMLKETINEEAAEWDRVHPVHAGPIA
PGQOMREPRGSDIAGTTSTLOQEQIGWMTNNPPIPVGEIYKRWIILGLNKIVRMYSPTSILDIRQGPKEPFRD
YVDRFYKTLRAEQASQEVKNWMTETLLVONANPDCKTILKALGPAATLEEMMTACQGVGGPGHKARVLMVG
FPVTPQVPLRPMTYKAAVDLSHFLKEKGGLEGLIHSQRRQDILDLWIYHTQGY FPDWONYTPGPGVRYPLT
FGWCYKLVPVEPDKVEEANKGENTSLLHPVSLHGMDDPEREVLEWRFDSRLAFHHVARELHPEYFKNCTSE
PVDPRLEPWKHPGSQPKTACTNCYCKKCCFHCQVCFITAALGISYGRKKRRQRRRPPQGSQTHQVSLSKQP
TSQSKGEPTGPKE [SEQ ID NO: 67)
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Secuencia del inserto:

ATGGCCGAGCAGCTGTGGGTCACCGTCTACTACGGCGTGCCTGTGTGGAAGGAGGCCACGACCACCCTCTT
CTGCGCGAGCGACGCCAAGGCCTACGACACGGAAGTGCATAACGTGTGGGCGALCGCATGCTTGCGTGCCTA
CGGACCCCAACCCCCAGGAGGTGGTGCTGGGAAACGTGACCGAGTACTTCAACATGTGGAAGAATAACATG
GTGGATCAGATGCACGAGGACATCATCTCTCTGTGGGACCAGTCCCTGAAGCCCTGCGTGAAGCTGACGCC
TCTCTGCGTGACACTGGACTGTGACGACGTCAACACCACCAACAGCACTACCACCACCAGCAACGGCTGGA
CCGGAGAGATTCGGAAGGGCGAGATCAAGAACTGCTCCTTCAATATCACGACCTCGATCAGAGACAAGGTG
CAGAAGGAATACGCGCTGTTTTATAATCTCGATGTGGTCCCCATCGACGACGACAATGCCACCACCAAGAA
CAAGACGACGCGTAATTTCAGACTCATTCACTGCAACAGCAGCGTCATGACGCAGGCCTGCCCCAAGGTGT
CCTTCGAACCAATCCCGATCCATTACTGTGCCCCTGCCGGATTCGCGATCCTCAAGTGTAACAACAAGACC
TTCGACGGGAAGGGCCTGTGCACCAACGTCAGCACGGTGCAGTGCACCCATGGCATCCGCCCCGTCGTGAG
CACCCAGCTGCTGCTGAACGGGTCCCTGGCTGAGGAGGAGGTGGTGATCCGGTCGGACAACTTCATGGACA
ACACCAAGACAATCATCGTCCAGCTGAACGAGTCTGTGGCGATTAACTGTACCCGGCCTAACAACAACALC
CGTAAGGGCATCCACATCGGGCCTGGACGGGCCTTCTATGCCGCCCGCAAGATCATCGGCGACATCCGGCA
GGCCCATTGCAACCTCTCCCGCGCCCAGTGGAATAACACCCTGAAGCAGATCCTGATCAAGC TGAGAGAGC
ACTTTGGAAACAAGACCATCAAGTTCAATCAGAGT TCTGGCCGAGACCCCGAGATCGTGCGGCACTCCTTC
AACTGCGGGGGCGAGTTCTTCTACTGCGATACGACACAGCTCTTCAACTCCACCTGGAACGGCACCGAGGG
CAACAACACAGAGGGAAACTCCACTATCACCCTCCCTTGCCGCATCAAGCAGATCATCAACATGTGGCAGG
AGGTGGGAAAGGCCATGTATGCCCCCCCCATCGGGGGCCAGATCCGCTGCTCCTCCAACATCACCGGCCTG
CTGCTCACCAGAGACGGGGGCACCGAGGGCAACGGCACGGAGAACGAGACCGAGATCTTCAGGCCCGGCGG
CGGCGACATGAGGGATAACTGGCGGAGCGAGCTGTACAAGTACAAGGTGGTGAAGGTGGAGCCGCTCGGCG
TGGCCCCCACCCGGGCCAAGCGCCGCGTCGTGCAGAGAATGCGTGCCCCGAGCTTCGGTACTGTCTGGTGGA
GAGCTGGACAGATGGGAGAAAATTAGCCTGCGCCCGGGAGGCAAAAAGAAATACAAGCTCAAGCATATCGT
GTGGGCCTCGAGGGAGCTTGAACGCTTTGCCGTGAACCCAGGCCTGCTGGAAACATC TGAGGGATGTCGCC
AGATCCTGGGGCAATTGCAGCCATCCCTCCAGACCGGGAGTGAAGAGCTGAGGTCCTTGTATAACACAGTG
GCTACCCTCTACTGCGTACACCAGAGGATCGAGAT TAAGGATACCAAGGAGGCCTTGGACAAAATTGAGGA
GGAGCAAAACAAGAGCAAGAAGAAGGCCCAGCAGGCAGCTGCTGACACTGGGCATAGCAACCAGGTATCAC
AGAACTATCCTATTGTCCAAAACATTCAGGGCCAGATGGTTCATCAGGCCATCAGCCCCCGGACGCTCAAT
GCCTGGGTGAAGGTTGTCGAAGAGAAGGCCTT T TCTCCTGAGGTTATCCCCATGTTCTCCGCTTTGAGTGA
GGGGGCCACTCCTCAGGACCTCAATACAATGCT TAATACCGTGGGCGGCCATCAGGCCGCCATGCAAATGT
TGAAGGAGACTATCAACGAGGAGGCAGCCGACTGGGACAGAGTGCATCCCGTCCACGCTGGCCCAATCGLG
CCCGGACAGATGCGCGALGCCTCGCGECTCTGACATTGCCGGCACCACCTCTACACTGCAAGAGCAAATCGG
ATGGATGACCAACAATCCTCCCATCCCAGT TGGAGAAATCTATAAACCGTGGATCATTCTCGGTCTCAATA
AAATTCTTAGAATGTACTCTCCGACATCCATCCTTGACATTAGACAGGGACCCAAAGAGCCTTTTAGGGAT
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TACGTCGACCGGTTTTATAAGACCCTGC! CTCTCAGGAGGTCAAAAACTGGATGACGGA
GACACTCCTGGTACAGAACGCTAACCCCGACTGCAAAACAATCTTGAAGGCACTAGGCCCGGCTGCCACCC
TGGAAGAGATGATGACCGCCTGTCAGGGAGTAGGCGGACCCGGACACAAAGCCAGAGTGTTGATGCGTGGC
AAGTGGTCAAAAAGTAGTGTGGTTGGATGGCCTAC TGAGACGAGCTGAGCCAGCAGC
AGATGGGGTCGGAGCAGCATCTCGAGACCTGGAAAAACATGGAGCAATCACAAGTAGCAATACAGCAGCTA
CCAATGCTGCTTGTGCCTGGCTAGAAGCACAAGAGGAGGAGGAGGTGGGTTTTCCAGTCACACCTCAGGTA
CCTTTAAGACCAATGACT TACAAGGCAGCTGTAGATCTTAGCCACTTTTTAAAAGAAAAGGGGGGACTGGA
AGGGCTAATTCACTCCCAACGAAGACAAGATATCCTTGATCTGTGGATCTACCACACACAAGGCTACTTCC
CTGATTGGCAGAACTACACACCAGGGCCAGGGGTCAGATATCCACTGACCTTTGGATGGTGCTACAAGCTA
GTACCAGTTGAGCCAGATAAGGTAGAAGAGGCCAATAAAGGAGAGAACACCAGCTTGTTACACCCTGTGAG
CCTGCATGGAATGGATGACCCTGAGAGAGAAGTGTTAGAGTGGAGGTT TGACAGCCGCCTAGCATTTCATC
ACGTGGCCCGAGAGCTGCATCCGGAGTACTTCAAGAACTGCACTAGTGAGCCAGTAGATCCTAGACTAGAG
CCCTGGAAGCATCCAGGAAGTCAGCCTAAAACTGCTTGTACCAATTGC TAT TGTAAAAAGTGTTGCTTTCA
TTGCCAAGTTTGTTTCATAACAGCTGCCTTAGGCATCTCCTATGGCAGGAAGAAGCGGAGACAGCGACGAA
GACCTCCTCAAGGCAGTCAGACTCATCAAGTT TCTCTATCAAAGCAACCCACCTCCCAATCCAAAGGGGAG
CCGACAGGCCCGARGGAATAA [SEQ ID NO: 68])

Secuencia de aminoacidos del antigeno:

MAEQLWVTVYYGVPVWKEATTTLFCASDAKAYDTEVHNVWATHACVPTDPNPQEVVLGNVTE Y FNMWKNNM
VDOMHEDIISLWDQSLKPCVKLTPLCVTLDCDDVNTTNSTTTTSNGWTGEIRKGEIKNCSFNITTSIRDKV
QKEYALFYNLDVVPIDDDNATTKNKTTRNFRLIHCNSSVMTQACPKVSFEPIPIHYCAPAGFAILKCNNKT
FDGKGLCTNVSTVQCTHGIRPVVSTQLLLNGSLAEEEVVIRSDNFMDNTKTIIVQLNESVAINCTRPNNNT
RKGIHIGPGRAFYAARKIIGDIRQAHCNLSRAQWNNTLKQIVIKLREHFGNKTIKFNQSSGGDPEIVRHSE
NCGGEFFYCDTTQLFNSTWNGTEGNNTEGNSTITLPCRIKQI INMWQEVGKAMYAPPIGGQIRCSSNITGL
LLTRDGGTEGNGTENETEI FRPGGGDMRDNWRSELYKYKVVKVEPLGVAPTRAKRRVVQRMGARASVLSGG
ELDRWEKIRLRPGGKKKYKLKHIVWASRELERFAVNPGLLETSEGCRQILGQLQPSLOTGSEELRSLYNTV
ATLYCVHQRIEIKDTKEALDKIEEEQONKSKKKAQQAAADTGHSNQVSONYPIVONIQGQOQMVHQAISPRTLN
AWVKVVEEKAFSPEVIPMFSALSEGATPQDLNTMLNTVGGHQAAMOMLKETINEEAAREWDRVHPVHAGPIA
PGOMREPRGSDIAGTTSTLQEQIGWMTNNPPIPVGEIYKRWIILGLNKIVRMYSPTSILDIRQGPKEPFRD
YVDRFYKTLRAEQASQEVKNWMTETLLVONANPDCKTI LKALGPAATLEEMMTACQGVGGPGHKARVLMGG
KWSKSSVVGWPTVRERMRRAEPAADGVGAASRDLEKHGAITSSNTAATNAACAWLEAQEEEEVGFPVTPQV
PLRPMTYKAAVDLSHFLKEKGGLEGLIHSQRRODILDLWIYHTQGYFPDWONYTPGPGVRYPLTFGWCYKL
VPVEPDKVEEANKGENTSLLHPVSLHGMDDPEREVLEWRFDSRLAFHHVARELHPEYFKNCTSEPVDPRLE
PWKHPGSQPKTACTNCYCKKCCFHCQVCFITAALGISYGRKKRRQRRRPPQGSQTHQVSLSKQPTSQSKGE
PTGPKE [SEQ ID NO: 69]
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Secuencia de ADN del inserto

ATGGCCGAGCAGCTGTGGGTCACCGTCTACTACGGCGTGCCTGTGTGGAAGGAGGCCACGACCACCCTCTT
CTGCGCGAGCGACGCCAAGGCCTACGACACGGAAGTGCATAACGTGTGGGCGACGCATGCTTGCGTGCCTA
CGGACCCCAACCCCCAGGAGGTGGTGCTGGGAAACGTGACCGAGTACTTCAACATGTGGAAGAATAACATG
GTGGATCAGATGCACGAGGACATCATCTCTCTGTGGGACCAGTCCCTGAAGCCCTGCGTGAAGCTGACGCC
TCTCTGCGTGACACTGGACTGTGACGACGTCAACACCACCAARCAGCACTACCACCACCAGCAACGGCTGGA
CCGGAGAGATTCGGAAGGGCGAGATCAAGAACTGCTCCTTCAATATCACGACCTCGATCAGAGACAAGGTG
CAGAAGGAATACGCGCTGTTTTATAATCTCGATGTGGTCCCCATCGACGACGACAATGCCACCACCAAGAA
CAAGACGACGCGTAATTTCAGACTCATTCACTGCAACAGCAGCGTCATGACGCAGGCCTGCCCCAAGGTGT
CCTTCGAACCARTCCCGATCCATTACTGTGCCCCTGCCGGATTCGCGATCCTCAAGTGTAACAARCAAGACC
TTCGACGGGRAGGGCCTGTGCACCAACGTCAGCACGGTGCAGTGCACCCATGGCATCCGCCCCGTCGTGAG
CACCCAGCTGCTGCTGAACGGGTCCCTGGCTGAGGAGGAGGTGGTGATCCGGTCGGACARCT TCATGGACA
ACACCAAGACAATCATCGTCCAGCTGAACGAGTCTGTGGCGATTARCTGTACCCGGCCTAACAACAACACC
CGTAAGGGCATCCACATCGGGCCTGGACGGGCCTTCTATGCCGCCCGCAAGATCATCGGCGACATCCGGCA
GGCCCATTGCAACCTCTCCCGCGCCCAGTGGAATAACACCCTGAAGCAGATCGTGATCAAGCTGAGAGAGC
ACTTTGGAAACAAGACCATCAAGTTCAATCAGAGTTCTGGCGGAGACCCCGAGATCGTGCGGCACTCCTTC
AACTGCGGGGGCGAGTTCTTCTACTGCGATACGACACAGCTCTTCAACTCCACCTGGARCGGCACCGAGGG
CAACRACACAGAGGGAAACTCCACTATCACCCTCCCTTGCCGCATCRAGCAGATCATCRACATGTGGCAGG
AGGTGGGAAAGGCCATGTATGCCCCCCCCATCGGGGGCCAGATCCGCTGCTCCTCCAACATCACCGGCCTG
CTGCTCACCAGAGACGGGGGCACCGAGGGCAACGGCACGGAGARCGAGACGGAGATCTTCAGGCCCGGCGG
CGGCGACATGAGGGATAACTGGCGGAGCGAGCTGTACAAGTACAAGGTGGTGAAGGTGGAGCCGCTCGGCG
TGGCCCCCACCCGGGCCAAGCGCCGCGTCGTGCAGAGAATGGGTGCCCGRAGCTTCGGTACTGTCTGGTGGA
GAGCTGGACAGATGGGAGAARAATTAGGCTGCGCCCGGGAGGCRAAARGAARTACAAGCTCAAGCATATCGT
GTGGGCCTCGAGGGAGCTTGAARCGGTTTGCCGTGARACCCAGGCCTGCTGGARACATCTGAGGGATGTCGCC
AGATCCTGGGGCAATTGCAGCCATCCCTCCAGACCGGGAGT GAAGAGCTGAGGTCCTTGTATAACACAGTG
GCTACCCTCTACTGCGTACACCAGAGGATCGAGAT TARGGATACCAAGGAGGCCTTGGACAARATTGAGGA
GGAGCAAAACAAGAGCAAGAAGAAGGCCCAGCAGGCAGCTGCTGACACTGGGCATAGCARCCAGGTATCAC
AGAACTATCCTATTGTCCAAAACATTCAGGGCCAGATGGTTCATCAGGCCATCAGCCCCCGGACGCTCAAT
GCCTGGGTGAAGGTTGTCGAAGAGAAGGCCTTTTCTCCTGAGGT TATCCCCATGTTCTCCGCTTTGAGTGA
GGGGGCCACTCCTCAGGACCTCAARTACAATGCTTAATACCGTGGGCGGCCATCAGGCCGCCATGCAARATGT
TGAAGGAGACTATCAACGAGGAGGCAGCCGAGTGGGACAGAGTGCATCCCGTCCACGCTGGCCCAATCGCG
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CCCGGACAGATGCGGGAGCCTCGCGGCTCTGACATTGCCGGCACCACCTCTACACTGCAAGAGCARATCGG
ATGGATGACCAACAATCCTCCCATCCCAGTTGGAGAAATCTATAAACGGTGGATCATTCTCGGTCTCAATA
AAATTGTTAGAATGTACTCTCCGACATCCATCCTTGACATTAGACAGGGACCCAARAGAGCCTTTTAGGGAT
TACGTCGACCGGT TTTATAAGACCCTGCGAGCAGAGCAGGCCTCTCAGGAGGTCAARAACTGGATGACGGA
GACACTCCTGGTACAGAACGCTAACCCCGACTGCAAAACAATCTTGARGGCACTAGGCCCGGCTGCCACCC
TGGAAGAGATGATGACCGCCTGTCAGGGAGTAGGCGGACCCGGACACAAAGCCAGAGTGTTGATGGGCAAG
TGGTCARAAAGTAGTGTGGTTGGATGGCCTACTGTAAGGGAAAGAATGAGACGAGCTGAGCCAGCAGCAGA
TGGGGTGGGAGCAGCATCTCGAGACCTGGAARAAACATGGAGCAATCACRAGTAGCAATACAGCAGCTACCA
ATGCTGCTTGTGCCTGGCTAGAAGCACAAGAGGAGGAGGAGGTGGGTTTTCCAGTCACACCTCAGGTACCT
TTAAGACCAATGACTTACAAGGCAGCTGTAGATCTTAGCCACTTTTTAAAAGARAAGGGGGGACTGGAAGG
GCTAATTCACTCCCAACGAAGACAAGATATCCTTGATCTGTGGATCTACCACACACARGGCTACTTCCCTG
ATTGGCAGAACTACACACCAGGGCCAGGGGTCAGATATCCACTGACCTTTGGATGGTGCTACAAGCTAGTA
CCAGTTGAGCCAGATAAGGTAGAAGAGGCCAATAAAGGAGAGAACACCAGCTTGTTACACCCTGTGAGCCT
GCATGGAATGGATGACCCTGAGAGAGAAGTGTTAGAGTGGAGGT TTGACAGCCGCCTAGCATTTCATCACG
TGGCCCGAGAGCTGCATCCGGAGTACTTCAAGAACTGCACTAGTGAGCCAGTAGATCCTAGACTAGAGCCC
TGGAAGCATCCAGGAAGTCAGCCTARAAACTGCTTGTACCAATTGCTATTGTAAAARGTGTTGCTTTCATTG
CCAAGTTTGTTTCATAACAGCTGCCTTAGGCATCTCCTATGGCAGGAAGAAGCGGAGACAGCGACGAAGAC
CTCCTCAAGGCAGTCAGACTCATCAAGTTTCTCTATCARAGCAACCCACCTCCCAATCCARAGGGGAGCCG
ACAGGCCCGAAGGAATAA [SEQ ID NO: 70)

Secuencia de aminoacidos del inserto:

MAEQLWVTVYYGVPVWKEATTTLFCASDAKAYDTEVHNVWATHACVPTDPNPQEVVLGNVTEY FENMWKNNM
VDQMHEDIISLWDQSLKPCVKLTPLCVTLDCDDVNTTNSTTTTSNGWTGEIRKGEIKNCSFNITTSIRDKV
QKEYALFYNLDVVPIDDDNATTKNKTTRNFRLIHCNSSVMTQACPKVSFEPIPIHYCAPAGFAILKCNNKT
FDGKGLCTNVSTVQCTRGIRPVVSTQLLLNGSLAEEEVVIRSDNFMDNTKTIIVQLNESVAINCTRPNNNT
RKGIHIGPGRAFYAARKIIGDIRQAHCNLSRAQWNNTLKQIVIKLREHFGNKTIKENQSSGGDPEIVRHSF
NCGGEFFYCDTTQLFNSTWNGTEGNNTEGNSTI TLPCRIKQIINMWQEVGKAMYAPPIGGQIRCSSNITGL
LLTRDGGTEGNGTENETEIFRPGGGDMRDNWRSELYKYKVVKVEPLGVAPTRAKRRVVQRMGARASVLSGG
ELDRWEKIRLRPGGKKKYKLKHIVWASRELERFAVNPGLLETSEGCRQILGQLOPSLQTGSEELRSLYNTV
ATLYCVHQORIEIKDTKEALDKIEEEQNKSKKKAQQARADTGHSNQVSQONYPIVONIQGOMVHQAISPRTLN
AWVKVVEEKAFSPEVIPMFSALSEGATPQDLNTMLNTVGGHQAAMOMLKE TINEEAAEWDRVHPVHAGPIA
PGOMREPRGSDIAGTTSTLOEQIGWMTNNPPIPVGEIYKRWIILGLNKIVRMYSPTSILDIRQGPKEPFRD
YVDRFYKTLRAEQASQEVKNWMTETLLVQONANPDCKTILKALGPAATLEEMMTACQGVGGPGHKARVLMGK
WSKSSVVGWPTVRERMRRAE PAADGVGAASRDLEKHGAITSSNTAATNAACAWLEAQEEEEVGFPVTPQVP
LRPMTYKAAVDLSHFLKEKGGLEGLIHSQRRQDILDLWIYHTQGY FPDWONYTPGPGVRYPLTFGWCYKLV
PVEPDKVEEANKGENTSLLHPVSLHGMDDPEREVLEWRFDSRLAFHHVARELHPEYFKNCTSEPVDPRLEP
WKHPGSQPKTACTNCYCKKCCFRCQVCFITAALGI SYGRKKRRQRRRPPQGSQTHQVSLSKQPTSQSKGEP
TGPKE {SEQ ID NO: 71)
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Secuencia de ADN del inserto

ATGGCCGAGCAGCTGTGGGTCACCGTCTACTACGGCGTGCCTGTGTGGAAGGAGGCCACGACCACCCTCTT
CTGCGCGAGCGACGCCAAGGCCTACGACACGGAAGTGCATAACGTGTGGGCGACGCATGCTTGCGTGCCTA
CGGACCCCARCCCCCAGGAGGTGGTGCTGGGAAACGTGACCGAGTACTTCAACATGTGGAAGAATAACATG
GTGGATCAGATGCACGAGGACATCATCTCTCTGTGGGACCAGTCCCTGARGCCCTGCGTGAAGCTGACGCC
TCTCTGCGTGACACTGGACTGTGACGACGTCAACACCACCAACAGCACTACCACCACCAGCAACGGCTGGA
CCGGAGAGATTCGGAAGGGCGAGATCAAGARCTGCTCCTTCARTATCACGACCTCGATCAGAGACAAGGTG
CAGAAGGRATACGCGCTGTTTTATAATCTCGATGTGGTCCCCATCGACGACGACAATGCCACCACCAAGAA
CAAGACGACGCGTAATTTCAGACTCATTCACTGCAACAGCAGCGTCATGACGCAGGCCTGCCCCAAGGTGT
CCTTCGAACCAATCCCGATCCATTACTGTGCCCCTGCCGGATTCGCGATCCTCAAGTGTARCARCAAGACC
TTCGACGGGAAGGGCCTGTGCACCAACGTCAGCACGGTGCAGTGCACCCATGGCATCCGCCCCGTCGTGAG
CACCCAGCTGCTGCTGAACGGGTCCCTGGCTGAGGAGGAGGTGGTGATCCGGTCGGACAACTTCATGGACA
ACACCAAGACAATCATCGTCCAGCTGAACGAGTCTGTGGCGATTAACTGTACCCGGCCTAACARCAACACC
CGTAAGGGCATCCACATCGGGCCTGGACGGGCCTTCTATGCCGCCCGCARGATCATCGGCGACATCCGGCA
GGCCCATTGCARCCTCTCCCGCGCCCAGTGGAATARCACCCTGAAGCAGATCGTGATCAAGCTGAGAGAGC
ACTTTGGAARCAAGACCATCAAGTTCAATCAGAGTTCTGGCGGAGACCCCGAGATCGTGCGGCACTCCTTC
AACTGCGGGGGCGAGTTCTTCTACTGCGATACGACACAGCTCTTCAACTCCACCTGGAACGGCACCGAGGG
CAACAACACAGAGGGAAACTCCACTATCACCCTCCCTTGCCGCATCAAGCAGATCATCAACATGTGGCAGG
AGGTGGGARAGGCCATGTATGCCCCCCCCATCGGGGGCCAGATCCGCTGCTCCTCCAACATCACCGGCCTG
CTGCTCACCAGAGARCGGGGGCACCGAGGGCAACGGCACGGAGAACGAGACGGAGATCTTCAGGCCCGGCGG
CGGCGACATGAGGGATAACTGGCGGAGCGAGCTGTACAAGTACARGGTGGTGAAGGTGGAGCCGCTCGGCG
TGGCCCCCACCCGGGCCAAGCGCCGCGTCGTGCAGAGARTGGGTGCCCGAGCTTCGGTACTGTCTGGTGGA
GAGCTGGACAGATGGGAGAAAATTAGGCTGCGCCCGGGAGGCAAAAAGARATACAAGCTCAAGCATATCGT
GTGGGCCTCGAGGGAGCTTGAACGGT T TGCCGTGAACCCAGGCCTGCTGGAAACATCTGAGGGATGTCGCC
AGATCCTGGGGCAATTGCAGCCATCCCTCCAGACCGGGAGTGARGAGCTGAGGTCCTTGTATAACACAGTG
GCTACCCTCTACTGCGTACACCAGAGGATCGAGATTAAGGATACCAAGGAGGCCTTGGACAAAAT TGAGGA
GGAGCARAACAAGAGCAAGAAGAAGGCCCAGCAGGCAGCTGCTGACACTGGGCATAGCAACCAGGTATCAC
AGAACTATCCTATTGTCCRAAACATTCAGGGCCAGATGGTTCATCAGGCCATCAGCCCCCGGACGCTCAAT
GCCTGGGTGAAGGT TGTCGAAGAGARGGCCTTTTCTCCTGAGGTTATCCCCATGT TCTCCGCTTTGAGTGA
GGGGGCCACTCCTCAGGACCTCAATACAATGCTTAATACCGTGGGCGGCCATCAGGCCGCCATGCAAATGT
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TGAAGGAGACTATCAACGAGGAGGCAGCCGAGTGGGACAGAGTGCATCCCGTCCACGCTGGCCCAATCGCG
CCCGGACAGATGCGGGAGCCTCGCGGCTCTGACAT TGCCGGCACCACCTCTACACTGCAAGAGCAAATCGG
ATGGATGACCAACAATCCTCCCATCCCAGTTGGAGAAATCTATARACGGTGGATCATTCTCGGTCTCAATA
AAATTGTTAGAATGTACTCTCCGACATCCATCCTTGACATTAGACAGGGACCCAAAGAGCCTTTTAGGGAT
TACGTCGACCGGTTTTATAAGACCCTGCGAGCAGAGCAGGCCTCTCAGGAGGTCAAAAACTGGATGACGGA
GACACTCCTGGTACAGAACGCTAACCCCGACTGCAARACAATCTTGAAGGCACTAGGCCCGGCTGCCACCC
TGGAAGAGATGATGACCGCCTGTCAGGGAGTAGGCGGACCCGGACACAAAGCCAGAGTGTTGATGGGTGGC
AAGTGGTCAARAAGTAGTGTGGTTGGATGGCCTACTGTAAGGGAAAGAATGAGACGAGCTGAGCCAGCAGC
AGATGGGGTGGGAGCAGCATCTCGAGACCTGGAAARACATGGAGCAATCACAAGTAGCARTACAGCAGCTA
CCAATGCTGCTTGTGCCTGGCTAGAAGCACAAGAGGAGGAGGAGGTGGGTTTTCCAGTCACACCTCAGGTA
CCTTTAAGACCAATGACTTACAAGGCAGCTGTAGATCTTAGCCACTTTTTAAARAGAAAAGGGGGGACTGGA
AGGGCTAATTCACTCCCAACGAAGACARAGATATCCTTGATCTGTGGATCTACCACACACAAGGCTACTTCC
CTGATTGGCAGAACTACACACCAGGGCCAGGGGTCAGATATCCACTGACCTTTGGATGGTGCTACAAGCTA
GTACCAGTTGAGCCAGATAAGGTAGAAGAGGCCAATARAGGAGAGAACACCAGCGCCTTACACCCTGTGAG
CCTGCATGGAATGGATGACCCTGAGAGAGARGTGTTAGAGTGGAGGTTTGACAGCCGCCTAGCATTTCATC
ACGTGGCCCGAGAGCTGCATCCGGAGTACTTCAAGAACTGCACTAGTGAGCCAGTAGATCCTAGACTAGAG
CCCTGGRAGCATCCAGGAAGTCAGCCTAARACTGCTTGTACCAATTGCTATTGTARARAGTGTTGCTTTCA
TTGCCAAGTTTGTTTCATAACAGCTGCCTTAGGCATCTCCTATGGCAGGAAGAAGCGGAGACAGCGACGAA
GACCTCCTCRAGGCAGTCAGACTCATCAAGTTTCTCTATCAAAGCAACCCACCTCCCAATCCARAGGGGAG
CCGACAGGCCCGAAGGAATAR ([SEQ ID NO: 72]

Secuencia de aminoacidos del inserto:
MAEQLWVTVYYGVPVWKEATTTLFCASDAKAYDTEVHNVWATHACVPTDPNPQEVVLGNVTEY FNMWKNNM
VDOMHEDI ISLWDQSLKPCVKLTPLCVTLDCDDVNTTNSTTTTSNGWTGEIRKGETIKNCSENITTSIRDKV
QKEYALFYNLDVVPIDDDNATTKNKTTRNFRLTIHCNSSVMTQACPKVSFEPIPIHYCAPAGFAILKCNNKT
FDGKGLCTNVSTVQCTHGIRPVVSTQLLLNGSLAEEEVVIRSDNFMDNTKTIIVQLNESVAINCTRPNNNT
RKGIHIGPGRAFYAARKI IGDIRQAHCNLSRAQWNNTLKQIVIKLREHFGNKTIKENQSSGGDPEIVRHSF
NCGGEFFYCDTTQLENSTWNGTEGNNTEGNSTITLPCRIKQI INMWQEVGKAMYAPPIGGQIRCSSNITGL
LLTRDGGTEGNGTENETEIFRPGGGDMRDNWRSELYKYKVVKVEPLGVAPTRAKRRVVQRMGARRASVLSGG
ELDRWEKIRLRPGGKKKYKLKHIVWASRELERFAVNPGLLETSEGCRQILGQLQPSLQTGSEELRSLYNTV
ATLYCVHQRIEIKDTKEALDKIEEEQNKSKKKAQQOAAADTGHSNQVSQONYPIVONIQGQOMVHQATISPRTLN
AWVKVVEEKAFSPEVIPMFSALSEGATPQDLNTMLNTVGGHQAAMOMLKETINEEAREWDRVHPVHAGPIA
PGOMREPRGSDIAGTTSTLOEQIGWMTNNPPIPVGEIYKRWIILGLNKIVRMYSPTSILDIRQGPKEPEFRD
YVDRFYKTLRAEQASQEVKNWMTE TLLVQNANPDCKTI LKALGPAATLEEMMTACQGVGGPGHKARVLMGG
KWSKSSVVGWPTVRERMRRAEPAADGVGAASRDLEKHGAITSSNTAATNAARCAWLEAQEEEEVGFPVTPQV
PLRPMTYKAAVDLSHFLKEKGGLEGLIHSQRRQDILDLWIYHTQGY FPDWONYTPGPGVRYPLTFGWCYKL
VPVEPDKVEEANKGENTSALHPVSLHGMDDPEREVLEWRFDSRLAFHHVARELHPEYFKNCTSEPVDPRLE
PWKHPGSQPKTACTNCYCKKCCFHCQVCFITAALGISYGRKKRRQRRRPPQGSQTHQVSLSKQPTSQSKGE
PTGPKE ([SEQ ID NO: 73}
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Secuencia de ADN del inserto

ATGGCCGAGCAGCTGTGGGTCACCGTCTACTACGGCGTGCCTGTGTGGAAGGAGGCCACGACCACCCTCTT
CTGCGCGAGCGACGCCAAGGCCTACGACACGGAAGTGCATAACGTGTGGGCGACGCATGCTTGCGTGCCTA
CGGACCCCAACCCCCAGGAGGTGGTGCTGGGAAACGTGACCGAGTACTTCAACATGTGGAAGAATAACATG
GTGGATCAGATGCACGAGGACATCATCTCTCTGTGGGACCAGTCCCTGAAGCCCTGCGTGAAGCTGACGCC
TCTCTGCGTGACACTGGACTGTGACGACGTCAACACCACCAACAGCACTACCACCACCAGCAACGGCTGGA
CCGGAGAGATTCGGAAGGGCGAGATCAAGAACTGCTCCTTCAATATCACGACCTCGATCAGAGACAAGGTG
CAGAAGGAATACGCGCTGTTTTATAATCTCGATGTGGTCCCCATCGACGACGACAATGCCACCACCAAGAA
CAAGACGACGCGTAATTTCAGACTCATTCACTGCAACAGCAGCGTCATGACGCAGGCCTGCCCCAAGGTGT
CCTTCGAACCAATCCCGATCCATTACTGTGCCCCTGCCGGATTCGCGATCCTCAAGTGTAACAACAAGACC
TTCGACGGGAAGGGCCTGTGCACCAACGTCAGCACGGTGCAGTGCACCCATGGCATCCGCCCCGTCGTGAG
CACCCAGCTGCTGCTGAACGGGTCCCTGGCTGAGGAGGAGGTGGTGATCCGGTCGGACAACTTCATGGACA
ACACCAAGACAATCATCGTCCAGCTGAACGAGTCTGTGGCGATTAACTGTACCCGGCCTAACAACARCACC
CGTAAGGGCATCCACATCGGGCCTGGACGGGCCTTCTATGCCGCCCGCARGATCATCGGCGACATCCGGCA
GGCCCATTGCAACCTCTCCCGCGCCCAGTGGAATAACACCCTGAAGCAGATCGTGATCARAGCTGAGAGAGC
ACTTTGGAARACARAGACCATCAAGTTCAATCAGAGTTCTGGCGGAGACCCCGAGATCGTGCGGCACTCCTTC
AACTGCGGGGGCGAGTTCTTCTACTGCGATACGACACAGCTCTTCAACTCCACCTGGAACGGCACCGAGGG
CAACAACACAGAGGGAAACTCCACTATCACCCTCCCTTGCCGCATCAAGCAGATCATCAARCATGTGGCAGG
AGGTGGGARAGGCCATGTATGCCCCCCCCATCGGGGGCCAGATCCGCTGCTCCTCCAACATCACCGGCCTG
CTGCTCACCAGAGACGGGGGCACCGAGGGCAACGGCACGGAGAACGAGACGGAGATCTTCAGGCCCGGCGG
CGGCGACATGAGGGATAACTGGCGGAGCGAGCTGTACAAGTACAAGGTGGTGAAGGTGGAGCCGCTCGGCG
TGGCCCCCACCCGGGCCAAGCGCCGCGTCGTGCAGAGAATGGGTGCCCGAGCTTCGGTACTGTCTGGTGGA
GAGCTGGACAGATGGGAGARAATTAGGCTGCGCCCGGGAGGCAAAARAGARATACAAGCTCAAGCATATCGT
GTGGGCCTCGAGGGAGCTTGAACGGTTTGCCGTGAACCCAGGCCTGCTGGARACATCTGAGGGATGTCGCC
AGATCCTGGGGCAATTGCAGCCATCCCTCCAGACCGGGAGTGAAGAGCTGAGGTCCTTGTATAACACAGTG
GCTACCCTCTACTGCGTACACCAGAGGATCGAGATTAAGGATACCAAGGAGGCCTTGGACAAAATTGAGGA
GGAGCAARAACAAGAGCAAGAAGAAGGCCCAGCAGGCAGCTGCTGACACTGGGCATAGCAACCAGGTATCAC
AGAACTATCCTATTGTCCARRACATTCAGGGCCAGATGGTTCATCAGGCCATCAGCCCCCGGACGCTCAAT
GCCTGGGTGAAGGTTGTCGAAGAGAAGGCCTTTTCTCCTGAGGTTATCCCCATGTTCTCCGCTTTGAGTGA
GGGGGCCACTCCTCAGGACCTCAATACAATGCTTAATACCGTGGGCGGCCATCAGGCCGCCATGCARATGT
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Fig.16 (Cont).

TGAAGGAGACTATCAACGAGGAGGCAGCCGAGTGGGACAGAGTGCATCCCGTCCACGCTGGCCCAATCGCG
CCCGGACAGATGCGGGAGCCTCGCGGCTCTGACATTGCCGGCACCACCTCTACACTGCAAGAGCARATCGG
ATGGATGACCAACAATCCTCCCATCCCAGTTGGAGAAATCTATAARCGGTGGATCATTCTCGGTCTCAATA
ARAATTGTTAGARTGTACTCTCCGACATCCATCCTTGACATTAGACAGGGACCCAARAGAGCCTTTTAGGGAT
TACGTCGACCGGTTTTATARGACCCTGCGAGCAGAGCAGGCCTCTCAGGAGGTCAAARAACTGGATGACGGA
GACACTCCTGGTACAGAACGCTAACCCCGACTGCAARACAATCT TGAAGGCACTAGGCCCGGCTGCCACCC
TGGARGAGATGATGACCGCCTGTCAGGGAGTAGGCGGACCCGGACACAAAGCCAGAGTGTTGATGGGTGGC
AAGTGGTCARARAAGTAGTGTGGTTGGATGGCCTACTGTAAGGGAAAGAATGAGACGAGCTGAGCCAGCAGC
AGATGGGGTGGGAGCAGCATCTCGAGACCTGGAARRACATGGAGCAATCACAAGTAGCAATACAGCAGCTA
CCAATGCTGCTTGTGCCTGGCTAGAAGCACAAGAGGAGGAGGAGGTGGGTTTTCCAGTCACACCTCAGGTA
CCTTTAAGACCAATGACTTACAAGGCAGCTGTAGATCTTAGCCACTTTTTARARGARAAGGGGGGACTGGA
AGGGCTAATTCACTCCCAACGAAGACAAGATATCCTTGATCTGTGGATCTACCACACACAARGGCTACTTCC
CTGATTGGCAGAACTACACACCAGGGCCAGGGGTCAGATATCCACTGACCTTTGGATGGTGCTACAARGCTA
GTACCAGTTGAGCCAGATAAGGTAGAAGAGGCCARTAAAGGAGAGAACACCAGCTTGGCACACCCTGTGAG
CCTGCATGGAATGGATGACCCTGAGAGAGAAGTGT TAGAGTGGAGGTTTGACAGCCGCCTAGCATTTCATC
ACGTGGCCCGAGAGCTGCATCCGGAGTACTTCAAGAACTGCACTAGTGAGCCAGTAGATCCTAGACTAGAG
CCCTGGRAGCATCCAGGAAGTCAGCCTAAARCTGCTTGTACCAATTGCTATTGTARAAAGTGTTGCTTTCA
TTGCCAAGTTTGTTTCATAACAGCTGCCTTAGGCATCTCCTATGGCAGGAAGAAGCGGAGACAGCGACGAA
GACCTCCTCAAGGCAGTCAGACTCATCAAGTTTCTCTATCAAAGCAACCCACCTCCCAATCCARAGGGGAG
CCGACAGGCCCGAAGGRAATAR [SEQ ID NO: 74)

Secuencia de aminoacidos del inserto:
MAEQLWVTVYYGVPVWKEATTTLEFCASDAKAYDTEVHENVWATHACVPTDPNPQEVVLGNVTEY FNMWKNNM
VDOMHEDIISLWDQSLKPCVKLTPLCVTLDCDDVNTTNSTTTTSNGWTGEIRKGEIKNCSFNITTSIRDKV
QKEYALFYNLDVVPIDDDNATTKNKTTRNFRLIHCNSSVMTQACPKVSFEPIPIHYCAPAGFAILKCNNKT
FDGKGLCTNVSTVQCTHGIRPVVSTOLLLNGSLAEEEVVIRSDNFMDNTKTIIVQLNESVAINCTRPNNNT
RKGIHIGPGRAFYAARKIIGDIRQAHCNLSRAQWNNTLKQIVIKLREHFGNKTIKFNQSSGGDPEIVRHSF
NCGGEFFYCDTTQLEFNSTWNGTEGNNTEGNSTITLPCRIKQI INMWQEVGKAMYAPPIGGQIRCSSNITGL
LLTRDGGTEGNGTENETEIFRPGGGDMRDNWRSELYKYKVVKVE PLGVAPTRAKRRVVQRMGARASVLSGG
ELDRWEKIRLRPGGKKKYKLKHIVWASRELERFAVNPGLLETSEGCRQILGQLQPSLQTGSEELRSLYNTV
ATLYCVHQRIEIKDTKEALDKIEEEQONKSKKKAQQAAADTGHSNQVSQNYPIVONIQGQMVHQAISPRTLN
AWVKVVEEKAFSPEVIPMFSALSEGATPQDLNTMLNTVGGHQAAMOMLKETINEEAREWDRVHPVHAGPIA
PGQMREPRGSDIAGTTSTLQEQIGWMTNNPPIPVGEIYKRWI ILGLNKIVRMYSPTSILDIRQGPKEPFRD
YVDRFYKTLRAEQASQEVKNWMTE TLLVONANPDCKTILKALGPAATLEEMMTACQGVGGPGHKARVLMGG
KWSKSSVVGWPTVRERMRRAEPAADGVGAASRDLEKHGAITSSNTAATNAACAWLEAQEEEEVGFPVTPQV
PLRPMTYKAAVDLSHFLKEKGGLEGLIHSQRRQDILDLWIYHTQGY FPDWONYTPGPGVRYPLTFGWCYKL
VPVEPDKVEEANKGENTSLAHPVSLHGMDDPEREVLEWRFDSRLAFHHVARELHPEYFKNCTSEPVDPRLE
PWKHPGSQPKTACTNCYCKKCCFHCQVCFITAALGISYGRKKRRQRRRPPQGSQTHQVSLSKQOPTSQSKGE
PTGPKE {SEQ ID NO: 75]
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ATGGCCGAGCAGCTGTGGGTCACCGTCTACTACGGCGTGCCTGTGTGGARGGAGGCCACGACCACCCTCTT
CTGCGCGAGCGACGCCAAGGCCTACGACACGGAAGTGCATAACGTGTGGGCGACGCATGCTTGCGTGCCTA
CGGACCCCAACCCCCAGGAGGTGGTGCTGGGARACGTGACCGAGTACTTCAACATGTGGAAGAATAACATG
GTGGATCAGATGCACGAGGACATCATCTCTCTGTGGGACCAGTCCCTGAAGCCCTGCGTGAAGCTGACGCC
TCTCTGCGTGACACTGGACTGTGACGACGTCAACACCACCAACAGCACTACCACCACCAGCAACGGCTGGA
CCGGAGAGATTCGGAAGGGCGAGATCAAGAACTGCTCCTTCAATATCACGACCTCGATCAGAGACAAGGTG
CAGAAGGARTACGCGCTGTTTTATAARTCTCGATGTGGTCCCCATCGACGACGACARTGCCACCACCAAGAA
CARGACGACGCGTAATTTCAGACTCATTCACTGCAACAGCAGCGTCATGACGCAGGCCTGCCCCAAGGTGT
CCTTCGAACCAATCCCGATCCATTACTGTGCCCCTGCCGGATTCGCGATCCTCAAGTGTAACAACAAGACC
TTCGACGGGAAGGGCCTGTGCACCAACGTCAGCACGGTGCAGTGCACCCATGGCATCCGCCCCGTCGTGAG
CACCCAGCTGCTGCTGARCGGGTCCCTGGCTGAGGAGGAGGTGGTGATCCGGTCGGACAACTTCATGGACA
ACACCAAGACAATCATCGTCCAGCTGRACGAGTCTGTGGCGATTAACTGTACCCGGCCTAARCAACAACACC
CGTAAGGGCATCCACATCGGGCCTGGACGGGCCTTCTATGCCGCCCGCAAGATCATCGGCGACATCCGGCA
GGCCCATTGCAACCTCTCCCGCGCCCAGTGGARTARCACCCTGAAGCAGATCGTGATCAAGCTGAGAGAGC
ACTTTGGAARARCAAGACCATCAAGTTCAATCAGAGT TCTGGCGGAGACCCCGAGATCGTGCGGCACTCCTTC
ARCTGCGGGGGCGAGTTCTTCTACTGCGATACGACACAGCTCTTCAACTCCACCTGGAACGGCACCGAGGG
CAACAACACAGAGGGARACTCCACTATCACCCTCCCTTGCCGCATCAAGCAGATCATCAACATGTGGCAGG
AGGTGGGAARGGCCATGTATGCCCCCCCCATCGGGGGCCAGATCCGCTGCTCCTCCAACATCACCGGCCTG
CTGCTCACCAGAGACGGGGGCACCGAGGGCAACGGCACGGAGAACGAGACGGAGATCTTCAGGCCCGGCGG
CGGCGACATGAGGGATAACTGGCGGAGCGAGCTGTACAAGTACAAGGTGGTGAAGGTGGAGCCGCTCGGCG
TGGCCCCCACCCGGGCCAAGCGCCGCGTCGTGCAGAGARTGGGTGCCCGAGCTTCGGTACTGTCTGGTGGA
GAGCTGGACAGATGGGAGAAAATTAGGCTGCGCCCGGGAGGCAAAAAGAAATACARGCTCAAGCATATCGT
GTGGGCCTCGAGGGAGCTTGAACGGTTTGCCGTGAACCCAGGCCTGCTGGARACATCTGAGGGATGTCGCC
AGATCCTGGGGCAATTGCAGCCATCCCTCCAGACCGGGAGTGAAGAGCTGAGGTCCTTGTATAACACAGTG
GCTACCCTCTACTGCGTACACCAGAGGATCGAGATTAAGGATACCAAGGAGGCCTTGGACAAAATTGAGGA
GGAGCAAAACAAGAGCAAGAAGAAGGCCCAGCAGGCAGCTGCTGACACTGGGCATAGCAACCAGGTATCAC
AGAACTATCCTATTGTCCARAACATTCAGGGCCAGATGGTTCATCAGGCCATCAGCCCCCGGACGCTCAAT
GCCTGGGTGAAGGT TGTCGAAGAGAAGGCCTTTTCTCCTGAGGTTATCCCCATGTTCTCCGCTTTGAGTGA
GGGGGCCACTCCTCAGGACCTCAATACAATGC TTAATACCGTGGGCGGCCATCAGGCCGCCATGCARATGT
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Fig.17 (Cont).

TGAAGGAGACTATCAACGAGGAGGCAGCCGAGTGGGACAGAGTGCATCCCGTCCACGCTGGCCCAATCGCG
CCCGGACAGATGCGGGAGCCTCGCGGCTCTGACATTGCCGGCACCACCTC TACACTGCARGAGCARATCGG
ATGGATGACCAACAATCCTCCCATCCCAGTTGGAGAARTCTATAAACGGTGGATCATTCTCGGTCTCAATA
ARATTGTTAGAATGTACTCTCCGACATCCATCCTTGACATTAGACAGGGACCCAAAGAGCCTTTTAGGGAT
TACGTCGACCGGTTTTATARGACCCTGCGAGCAGAGCAGGCCTCTCAGGAGGTCAAAAACTGGATGACGGA
GACACTCCTGGTACAGAACGCTAACCCCGACTGCAAAACAATCT TGAAGGCAC TAGGCCCGGCTGCCACCC
TGGAAGAGATGATGACCGCCTGTCAGGGAGTAGGCGGACCCGGACACAAAGCCAGAGTGTTGATGGGTGGC
AAGTGGTCAAAAAGTAGTGTGGTTGGATGGCCTACTGTAAGGGAAAGAATGAGACGAGCTGAGCCAGCAGC
AGATGGGGTGGGAGCAGCATCTCGAGACCTGGARARACATGGAGCAATCACAAGTAGCRAATACAGCAGCTA
CCAATGCTGCTTGTGCCTGGCTAGAAGCACAAGAGGAGGAGGAGGTGGGTTTTCCAGTCACACCTCAGGTA
CCTTTAAGACCAATGACTTACAAGGCAGCTGTAGATCTTAGCCACTTTTTAAAAGAAAAGGGGGGACTGGA
AGGGCTAATTCACTCCCAACGAAGACAAGATATCCTTGATCTGTGGATCTACCACACACAAGGCTACTTCC
CTGATTGGCAGAACTACACACCAGGGCCAGGGGTCAGATATCCACTGACCTTTGGATGGTGCTACAAGCTA
GTACCAGTTGAGCCAGATAAGGTAGAAGAGGCCAATAAAGGAGAGAACACCAGCGCCGCACACCCTGTGAG
CCTGCATGGAATGGATGACCCTGAGAGAGAAGTGTTAGAGTGGAGGTTTGACAGCCGCCTAGCATTTCATC
ACGTGGCCCGAGAGCTGCATCCGGAGTACTTCAAGAACTGCACTAGTGAGCCAGTAGATCCTAGACTAGAG
CCCTGGAAGCATCCAGGAAGTCAGCCTAARACTGCTTGTACCAATTGCTATTGTARARAGTGTTGCTTTCA
TTGCCAAGTTTGTTTCATAACAGCTGCCTTAGGCATCTCCTATGGCAGGAAGAAGCGGAGACAGCGACGAA
GACCTCCTCRAGGCAGTCAGACTCATCAAGTTTCTCTATCARAGCAACCCACCTCCCAATCCARAGGGGAG
CCGACAGGCCCGAAGGAATAA ([SEQ ID NO: 76]

Secuencia de aminoacidos del inserto:

MAEQLWVTVYYGVPVWKEATTTLFCASDAKAYDTEVHNVWATHACVPTDPNPQEVVLGNVTEY FNMWKNNM
VDOMHEDIISLWDQSLKPCVKLTPLCVTLDCDDVNTTNSTTTTSNGWTGEIRKGEIKNCSFNITTSIRDKV
QKEYALFYNLDVVPIDDDNATTKNKTTRNFRLIHCNSSVMTQACPKVSFEPIPIHYCAPAGFAILKCNNKT
FDGKGLCTNVSTVQCTHGIRPVVSTQLLLNGSLAEEEVVIRSDNFMDNTKTI IVQLNESVAINCTRPNNNT
RKGIHIGPGRAFYAARKIIGDIRQAHCNLSRAQWNNTLKQIVIKLREHFGNKTIKFNQSSGGDPEIVRHSF
NCGGEFFYCDTTQLFNSTWNGTEGNNTEGNSTITLPCRIKQI INMWQEVGKAMYAPPIGGQIRCSSNITGL
LLTRDGGTEGNGTENETEI FRPGGGDMRDNWRSELYKYKVVKVEPLGVAPTRAKRRVVQRMGARASVLSGG
ELDRWEKIRLRPGGKKKYKLKHIVWASRELERFAVNPGLLETSEGCRQILGQLQPSLQTGSEELRSLYNTV
ATLYCVHQRIEIKDTKEALDKIEEEQNKSKKKAQQRARADTGHSNQVSONYPIVONIQGOMVHQAISPRTLN
AWVKVVEEKAFSPEVIPMFSALSEGATPQDLNTMLNTVGGHQARMQMLKETINEEAAEWDRVHPVHAGPIA
PGOMREPRGSDIAGTTSTLQEQIGWMTNNPPIPVGEI YKRWIILGLNKIVRMYSPTSILDIRQGPKEPFRD
YVDRFYKTLRAEQASQEVKNWMTETLLVQNANPDCKT I LKALGPAATLEEMMTACQGVGGPGHKARVLMGG
KWSKSSVVGWPTVRERMRRAE PAADGVGAASRDLEKHGAITSSNTAATNAACAWLEAQEEEEVGEPVTPQV
PLRPMTYKAAVDLSHFLKEKGGLEGLIHSQRRODILDLWIYHTQGYFPDWQNY TPGPGVRYPLTFGWCYKL
VPVEPDKVEEANKGENTSAAHPVSLHGMDDPEREVLEWRFDSRLAFHHVARELHPEY FKNCTSEPVDPRLE
PWKHPGSQPKTACTNCYCKKCCFHCQVCFITAALGI SYGRKKRRORRRPPQGSQTHQVSLSKQPTSQSKGE
PTGPKE ([SEQ ID NO: 77)
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Secuencia de ADN del inserto

ATGGCCGAGCAGCTGTGGGTCACCGTCTACTACGGCGTGCCTGTGTGGARAGGAGGCCACGACCACCCTCTT
CTGCGCGAGCGACGCCAAGGCCTACGACACGGARAGTGCATAACGTGTGGGCGACGCATGCTTGCGTGCCTA
CGGACCCCARCCCCCAGGAGGTGGTGCTGGGARACGTGACCGAGTACTTCARCATGTGGAAGAATAACATG
GTGGATCAGATGCACGAGGACATCATCTCTCTGTGGGACCAGTCCCTGAAGCCCTGCGTGAAGCTGACGCC
TCTCTGCGTGACACTGGACTGTGACGACGTCAACACCACCAACAGCACTACCACCACCAGCAACGGCTGGA
CCGGAGAGATTCGGAAGGGCGAGATCAAGAACTGCTCCTTCAATATCACGACCTCGATCAGAGACAAGGTG
CAGAAGGAATACGCGCTGTTTTATAATCTCGATGTGGTCCCCATCGACGACGACARTGCCACCACCARAGAR
CAAGACGACGCGTAATTTCAGACTCATTCACTGCAACAGCAGCGTCATGACGCAGGCCTGCCCCAAGGTGT
CCTTCGAACCAATCCCGATCCATTACTGTGCCCCTGCCGGATTCGCGATCCTCARGTGTAACAACAAGACC
TTCGACGGGAAGGGCCTGTGCACCAACGTCAGCACGGTGCAGTGCACCCATGGCATCCGCCCCGTCGTGAG
CACCCAGCTGCTGCTGAACGGGTCCCTGGCTGAGGAGGAGGTGGTGATCCGGTCGGACAACTTCATGGACA
ACACCAAGACAARTCATCGTCCAGCTGAACGAGTCTGTGGCGATTAACTGTACCCGGCCTAACAACAACACC
CGTAAGGGCATCCACATCGGGCCTGGACGGGCCTTCTATGCCGCCCGCAAGATCATCGGCGACATCCGGCA
GGCCCATTGCAACCTCTCCCGCGCCCAGTGGAARTAACACCCTGAAGCAGATCGTGATCARGCTGAGAGAGC
ACTTTGGAAACAAGACCATCAAGTTCAATCAGAGTTCTGGCGGAGRCCCCGAGATCGTGCGGCACTCCTTC
AACTGCGGGGGCGAGTTCTTCTACTGCGATACGACACAGCTCTTCAACTCCACCTGGAACGGCACCGAGGG
CAACAACACAGAGGGAARCTCCACTATCACCCTCCCTTGCCGCATCAAGCAGATCATCARCATGTGGCAGG
AGGTGGGARRGGCCATGTATGCCCCCCCCATCGGGGGCCAGATCCGCTGCTCCTCCAACATCACCGGCCTG
CTGCTCACCAGAGACGGGGGCACCGAGGGCAACGGCACGGAGARCGAGACGGAGATC TTCAGGCCCGGCGG
CGGCGACATGAGGGATAACTGGCGGAGCGAGCTGTACAAGTACAAGGTGGTGAAGGTGGAGCCGCTCGGCG
TGGCCCCCACCCGGGCCAAGCGCCGCGTCGTGCAGAGAATGGGTGCCCGAGETTCGGTACTGTCTGGTGGA
GAGCTGGACAGATGGGAGAAAATTAGGCTGCGCCCGGGAGGCAAAAARGARATACAAGCTCAAGCATATCGT
GTGGGCCTCGAGGGAGCTTGAACGGTTTGCCGTGAACCCAGGCCTGCTGGAARCATCTGAGGGATGTCGCC
AGATCCTGGGGCAATTGCAGCCATCCCTCCAGACCGGGAGTGAAGAGCTGAGGTCCTTGTATAACACAGTG
GCTACCCTCTACTGCGTACACCAGAGGATCGAGATTAAGGATACCARGGAGGCCTTGGACARAATTGAGGA
GGAGCAAAACAAGAGCAAGAAGAAGGCCCAGCAGGCAGCTGCTGACACTGGGCATAGCAACCAGGTATCAC
AGAACTATCCTATTGTCCAAARACATTCAGGGCCAGATGGTTCATCAGGCCATCAGCCCCCGGACGCTCAAT
GCCTGGGTGAAGGTTGTCGRAGAGAARGGCCTTTTCTCCTGAGGTTATCCCCATGTTCTCCGCTTTGAGTGA
GGGGGCCACTCCTCAGGACCTCAATACAATGCTTAATACCGTGGGCGGCCATCAGGCCGCCATGCAAATGT
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Fig.18 (Cont).

TGAAGGAGACTATCAACGAGGAGGCAGCCGAGTGGGACAGAGTGCATCCCGTCCACGCTGGCCCAATCGCG
CCCGGACAGATGCGGGAGCCTCGCGGCTCTGACATTGCCGGCACCACCTCTACACTGCAAGAGCAAATCGG
ATGGATGACCAACAATCCTCCCATCCCAGT TGGAGAAATCTATAAACGGTGGATCATTCTCGGTCTCAATA
AAATTGTTAGAATGTACTCTCCGACATCCATCCTTGACATTAGACAGGGACCCARAGAGCCTTTTAGGGAT
TACGTCGACCGGTTTTATAAGACCCTGCGAGCAGAGCAGGCCTCTCAGGAGGTCAAARACTGGATGACGGA
GACACTCCTGGTACAGAACGCTAACCCCGACTGCAAAACAATCTTGAAGGCACTAGGCCCGGCTGCCALCC
TGGAAGAGATGATGACCGCCTGTCAGGGAGTAGGCGGACCCGGACACAAAGCCAGAGTGTTGATGGGCAAG
TGGTCAAAAAGTAGTGTGGTTGGATGGCCTACTGTAAGGGAAAGAATGAGACGAGCTGAGCCAGCAGCAGA
TGGGGTGGGAGCAGCATCTCGAGACCTGGAAARACATGGAGCAATCACAAGTAGCAATACAGCAGCTACCA
ATGCTGCTTGTGCCTGGCTAGAAGCACAAGAGGAGGAGGAGGTGGGTTTTCCAGTCACACCTCAGGTACCT
TTAAGACCAATGACTTACAAGGCAGCTGTAGATCTTAGCCACTTTTTAAAAGAAAAGGCGGGACTGGAAGG
GCTAATTCACTCCCAACGAAGACAAGATATCCTTGATCTGTGGATCTACCACACACAAGGCTACTTCCCTG
ATTGGCAGAACTACACACCAGGGCCAGGGGTCAGATATCCACTGACCTTTGGATGGTGCTACAARGCTAGTA
CCAGTTGAGCCAGATAAGGTAGAAGAGGCCAATARAGGAGAGAACACCAGCGCCGCACACCCTGTGAGCCT
GCATGGAATGGATGACCCTGAGAGAGAAGTGTTAGAGTGGAGGTTTGACAGCCGCCTAGCATTTCATCACG
TGGCCCGAGAGCTGCATCCGGAGTACTTCAAGAACTGCACTAGTGAGCCAGTAGATCCTAGACTAGAGCCC
TGGAAGCATCCAGGAAGTCAGCCTAAAACTGCTTGTACCAATTGCTATTGTAARAAAGTGTTGCTTTCATTG
CCAAGTTTGTTTCATAACAGCTGCCTTAGGCATCTCCTATGGCAGGAAGARGCGGAGACAGCGACGAAGAC
CTCCTCAAGGCAGTCAGACTCATCAAGTTTCTCTATCAAAGCAACCCACCTCCCAATCCARAAGGGGAGCCG
ACAGGCCCGAAGGAATAA [SEQ ID NO: 78}

Secuencia de aminoacidos del inserto:
MAEQLWVTVYYGVPVWKEATTTLFCASDAKAYDTEVHNVWATHACVPTDPNPQEVVLGNVTEY FNMWKNNM
VOQMHEDI ISLWDQSLKPCVKLTPLCVTLDCDOVNTTNSTTTTSNGWTGEIRKGEIKNCSFNITTSIRDKV
QKEYALFYNLDVVPIDDDNATTKNKTTRNFRLIHCNSSVMTQACPKVSFEPIPIHYCAPAGFAILKCNNKT
FDGKGLCTNVSTVQCTHGIRPVVSTQLLLNGSLAEEEVVIRSDNFMONTKTIIVQLNESVAINCTRPNNNT
RKGIHIGPGRAFYAARKIIGDIRQAHCNLSRAQWNNTLKQIVIKLREHFGNKTIKFNQSSGGDPEIVRHSF
NCGGEFFYCDTTQLENSTWNGTEGNNTEGNSTI TLPCRIKQIINMWQEVGKAMYAPPIGGQIRCSSNITGL
LLTRDGGTEGNGTENETEIFRPGGGDMRDNWRSELYKYKVVKVEPLGVAPTRAKRRVVQRMGARASVLSGG
ELDRWEKIRLRPGGKKKYKLKHIVWASRELERFAVNPGLLETSEGCRQILGQLQPSLQTGSEELRSLYNTV
ATLYCVHQRIEIKDTKEALDKIEEEQNKSKKKAQQAAADTGHSNQVSQNYPIVONIQGQOMVHQAISPRTLN
AWVKVVEEKAFSPEVIPMFSALSEGATPODLNTMLNTVGGHQARMQMLKETINEEAREWDRVHPVHAGPIA
PGQMREPRGSDIAGTTSTLQEQIGWMTNNPPIPVGEIYKRWIILGLNKIVRMYSPTSILDIRQGPKEPFRD
YVDRFYKTLRAEQASQEVKNWMTETLLVONANPDCKTILKALGPAATLEEMMTACQGVGGPGHKARVLMGK
WSKSSVVGWPTVRERMRRAEPAADGVGAASRDLEKHGAITSSNTAATNAACAWLEAQEEEEVGFPVTPQVP
LRPMTYKAAVDLSHFLKEKGGLEGLIHSQRRQDILDLWIYHTQGY FPDWONYTPGPGVRYPLTFGWCYKLV
PVEPDKVEEANKGENTSAAHPVSLHGMDDPEREVLEWRFDSRLAFHHVARELHPEYFKNCTSEPVDPRLEP
WKHPGSQPKTACTNCYCKKCCFHCQVCFI TAALGISYGRKKRRQRRRPPQGSQTHQVSLSKQPTSQSKGEP
TGPKE [SEQ ID NO: 79]
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ATGGCCGAGCAGCTGTGGGTCACCGTCTACTACGGCGTGCCTGTGTGGAAGGAGGCCACGACCACCCTCTT
CTGCGCGAGCGACGCCAAGGCCTACGACACGGAAGTGCATAACGTGTGGGCGACGCATGCTTGCGTGCCTA
CGGACCCCARACCCCCAGGAGGTGGTGCTGGGAARCGTGACCGAGTACTTCAACATGTGGAAGAATAACATG
GTGGATCAGATGCACGAGGACATCATCTCTCTGTGGGACCAGTCCCTGAAGCCCTGCGTGAAGCTGACGCC
TCTCTGCGTGACACTGGACTGTGACGACGTCAACACCACCAACAGCACTACCACCACCAGCAACGGCTGGA
CCGGAGAGATTCGGAAGGGCGAGATCAAGAACTGCTCCTTCAATATCACGACCTCGATCAGAGACAAGGTG
CAGAAGGRATACGCGCTGTTTTATAATCTCGATGTGGTCCCCATCGACGACGACAATGCCACCACCAAGAL
CAAGACGACGCGTAATTTCAGACTCATTCACTGCAACAGCAGCGTCATGACGCAGGCCTGCCCCARGGTGT
CCTTCGAACCAATCCCGATCCATTACTGTGCCCCTGCCGGATTCGCGATCCTCAAGTGTAACAARCAAGACC
TTCGACGGGAAGGGCCTGTGCACCAACGTCAGCACGGTGCAGTGCACCCATGGCATCCGCCCCGTCGTGAG
CACCCAGCTGCTGCTGAACGGGTCCCTGGCTGAGGAGGAGGTGGTGATCCGGTCGGACAACTTCATGGACA
ACACCAAGACAATCATCGTCCAGCTGAACGAGTCTGTGGCGATTAACTGTACCCGGCCTAACAACAACACC
CGTAAGGGCATCCACATCGGGCCTGGACGGGCCTTCTATGCCGCCCGCARGATCATCGGCGACATCCGGCA
GGCCCATTGCAACCTCTCCCGCGCCCAGTGGAATAACACCCTGAAGCAGATCGTGATCAAGCTGAGAGAGC
ACTTTGGAARACAAGACCATCAARGTTCAATCAGAGTTCTGGCGGAGACCCCGAGATCGTGCGGCACTCCTTC
AACTGCGGGGGCGAGTTCTTCTACTGCGATACGACACAGCTCTTCAACTCCACCTGGAACGGCACCGAGGG
CAACAACACAGAGGGARACTCCACTATCACCCTCCCTTGCCGCATCAAGCAGATCATCAACATGTGGCAGG
AGGTGGGARAGGCCATGTATGCCCCCCCCATCGGGGGCCAGATCCGCTGCTCCTCCAACATCACCGGCCTG
CTGCTCACCAGAGACGGGGGCACCGAGGGCAACGGCACGGAGAACGAGACGGAGATCTTCAGGCCCGGCGG
CGGCGACATGAGGGATAACTGGCGGAGCGAGCTGTACAAGTACAAGGTGGTGAAGGTGGAGCCGCTCGGCG
TGGCCCCCACCCGGGCCAAGCGCCGCGTCGTGCAGAGAATGGGTGCCCGAGCTTCGGTACTGTCTGGTGGA
GAGCTGGACAGATGGGAGAAAATTAGGCTGCGCCCGGGAGGCAAARAGARATACAAGCTCAAGCATATCGT
GTGGGCCTCGAGGGAGCTTGARCGGTTTGCCGTGAACCCAGGCCTGCTGGARACATCTGAGGGATGTCGCC
AGATCCTGGGGCAATTGCAGCCATCCCTCCAGACCGGGAGTGAAGAGCTGAGGTCCTTGTATAACACAGTG
GCTACCCTCTACTGCGTACACCAGAGGATCGAGATTAAGGATACCAAGGAGGCCTTGGACAAAATTGAGGA
GGAGCAAAACAAGAGCAAGAAGRAGGCCCAGCAGGCAGCTGCTGACACTGGGCATAGCAACCAGGTATCAC
AGAACTATCCTATTGTCCARAACATTCAGGGCCAGATGGTTCATCAGGCCATCAGCCCCCGGACGCTCAAT
GCCTGGGTGAAGGTTGTCGAAGAGAAGGCCTTTTCTCCTGAGGTTATCCCCATGTTCTCCGCTTTGAGTGA
GGGGGCCACTCCTCAGGACCTCAATACAATGCTTAATACCGTGGGCGGCCATCAGGCCGCCATGCAAATGT
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Fig.19 (Cont).

TGAAGGAGACTATCAACGAGGAGGCAGCCGAGTGGGACAGAGTGCATCCCGTCCACGCTGGCCCAATCGCG
CCCGGACAGATGCGGGAGCCTCGCGGCTCTGACATTGCCGGCACCACCTCTACACTGCAAGAGCAAATCGG
ATGGATGACCAACAATCCTCCCATCCCAGT TGGAGAAATCTATAAACGGTGGATCATTCTCGGTCTCAATA
AAATTGTTAGAATGTACTCTCCGACATCCATCCTTGACATTAGACAGGGACCCAAAGAGCCTTTTAGGGAT
TACGTCGACCGGTTTTATAAGACCCTGCGAGCAGAGCAGGCCTCTCAGGAGGTCAAAAACTGGATGACGGA
GACACTCCTGGTACAGAACGCTAACCCCGACTGCARRACAATCTTGAAGGCACTAGGCCCGGCTGCCACCC
TGGAAGAGATGATGACCGCCTGTCAGGGAGTAGGCGGACCCGGACACAAAGCCAGAGTGTTGATGGGCAAG
TGGTCAAAAAGTAGTGTGGTTGGATGGCCTACTGTAAGGGAARRGAATGAGACGAGCTGAGCCAGCAGCAGA
TGGGGTGGGAGCAGCATCTCGAGACCTGGAAAARCATGGAGCAATCACAAGTAGCAATACAGCAGCTACCA
ATGCTGCTTGTGCCTGGCTAGAAGCACAAGAGGAGGAGGAGGTGGGTTTTCCAGTCACACCTCAGGTACCT
TTAAGACCAATGACTTACARAGGCAGCTGTAGATCTTAGCCACTTTTTAARAGAARAGGGGGGACTGGAAGG
GCTAATTCACTCCCAACGAAGACARGATATCCTTGATCTGTGGATCTACCACACACAAGGCTACTTCCCTG
ATTGGCAGAACTACACACCAGGGCCAGGGGTCAGATATCCACTGACCTTTGGATGGTGCTACAAGCTAGTA
CCAGTTGAGCCAGATAAGGTAGAAGAGGCCAATAARAGGAGAGAARCACCAGCGCCTTACACCCTGTGAGCCT
GCATGGAATGGATGACCCTGAGAGAGAAGTGTTAGAGTGGAGGT TTGACAGCCGCCTAGCATTTCATCACG
TGGCCCGAGAGCTGCATCCGGAGTACTTCAAGAACTGCACTAGTGAGCCAGTAGATCCTAGACTAGAGCCC
TGGAAGCATCCAGGAAGTCAGCCTAARACTGCTTGTACCRATTGCTATTGTARARAGTGTTGCTTTCATTG
CCAAGTTTGTTTCATAACAGCTGCCTTAGGCATCTCCTATGGCAGGAAGRAGCGGAGACAGCGACGRAGAC
CTCCTCAAGGCAGTCAGACTCATCAAGTTTCTCTATCAAAGCAACCCACCTCCCAATCCAAAGGGGAGCCG
ACAGGCCCGAAGGAATAA [SEQ ID NO: 80]

Secuencia de aminoacidos del inserto:
MAEQLWVTVYYGVPVWKEATTTLFCASDAKAYDTEVHNVWATHACVPTDPNPQEVVLGNVTEY FNMWKNNM
VDOMHEDIISLWDQSLKPCVKLTPLCVTLDCDDVNTTNSTTTTSNGWTGEIRKGEIKNCSENITTSIRDKV
QKEYALFYNLDVVPIDDDNATTKNKTTRNEFRLIHCNSSVMTQACPKVSFEPIPIHRYCAPAGFAI LKCNNKT
FDGKGLCTNVSTVQCTHGIRPVVSTQLLLNGSLAEEEVVIRSDNFMDNTKTIIVQLNESVAINCTRPNNNT
RKGIHIGPGRAFYAARKIIGDIRQAHCNLSRAQWNNTLKQIVIKLREHFGNKTIKEFNQSSGGDPEIVRHSE
NCGGEFFYCDTTQLFNSTWNGTEGNNTEGNSTITLPCRIKQI INMWQEVGKAMYAPPIGGQIRCSSNITGL
LLTRDGGTEGNGTENETEI FRPGGGDMRDNWRSELYKYKVVKVEPLGVAPTRAKRRVVQRMGARASVLSGG
ELDRWEKIRLRPGGKKKYKLKHIVWASRELERFAVNPGLLETSEGCRQILGQLOQPSLOTGSEELRSLYNTV
ATLYCVHQRIEIKDTKEALDKIEEEQNKSKKKAQQAAADTGHSNQVSONYPIVONIQGOMVHQAISPRTLN
AWVKVVEEKAFSPEVIPMFSALSEGATPQDLNTMLNTVGGHQAAMOMLKETINEEAAEWDRVHPVHAGPIA
PGOMREPRGSDIAGTTSTLQEQIGWMTNNPPIPVGEIYKRWIILGLNKIVRMYSPTSILDIRQGPKEPFRD
YVDRFYKTLRAEQASQEVKNWMTETLLVQNANPDCKTILKALGPAATLEEMMTACQGVGGPGHKARVLMGK
WSKSSVVGWPTVRERMRRAE PAADGVGAASRDLEKHGAI TSSNTAATNAACAWLEAQEEEEVGFPVTPQVP
LRPMTYKAAVDLSHFLKEKGGLEGLIHSQRRQDILDLWI YHTQGYFPDWONYTPGPGVRYPLTFGWCYKLV
PVEPDKVEEANKGENTSALHPVSLHGMDDPEREVLEWREFDSRLAFHHVARELHPEYFKNCTSEPVDPRLEP
WKHPGSQPKTACTNCYCKKCCFHCQVCFITAALGISYGRKKRRQRRRPPQGSQTHQVSLSKQPTSQSKGEP
TGPKE [SEQ ID NO: 81)
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PRix47
6797 pbs

Secuencia de ADN del inserto

ATGGCCGAGCAGCTGTGGGTCACCGTCTACTACGGCGTGCCTGTGTGGAAGGAGGCCACGACCACCCTCTT
CTGCGCGAGCGACGCCAAGGCCTACGACACGGAAGTGCATAACGTGTGGGCGACGCATGCTTGCGTGCCTA
CGGACCCCAACCCCCAGGAGGTGGTGCTGGGARACGTGACCGAGTACTTCAACATGTGGAAGAATAACATG
GTGGATCAGATGCACGAGGACATCATCTCTCTGTGGGACCAGTCCCTGRAGCCCTGCGTGAAGCTGACGCC
TCTCTGCGTGACACTGGACTGTGACGACGTCAACACCACCRACAGCACTACCACCACCAGCAACGGCTGGA
CCGGAGAGATTCGGAAGGGCGAGATCAAGAACTGCTCCTTCAATATCACGACCTCGATCAGAGACAAGGTG
CAGAAGGAATACGCGCTGTTTTATAATCTCGATGTGGTCCCCATCGACGACGACAATGCCACCACCARGAA
CAAGACGACGCGTAATTTCAGACTCATTCACTGCAACAGCAGCGTCATGACGCAGGCCTGCCCCARGGTGT
CCTTCGAACCAATCCCGATCCATTACTGTGCCCCTGCCGGATTCGCGATCCTCAAGTGTAACAACARGACC
TTCGACGGGAAGGGCCTGTGCACCAACGTCAGCACGGTGCAGTGCACCCATGGCATCCGCCCCGTCGTGAG
CACCCAGCTGCTGCTGAACGGGTCCCTGGCTGARGGAGGAGGTGGTGATCCGGTCGGACAACTTCATGGACA
ACACCAAGACARATCATCGTCCAGCTGAACGAGTCTGTGGCGATTAACTGTACCCGGCCTARCAACAACACC
CGTAAGGGCATCCACATCGGGCCTGGACGGGCCTTCTATGCCGCCCGCAAGATCATCGGCGACATCCGGCA
GGCCCATTGCAACCTCTCCCGCGCCCAGTGGAATAACACCCTGAAGCAGATCGTGATCAAGCTGAGAGAGC
ACTTTGGAAACAAGACCATCAAGTTCAATCAGAGTTCTGGCGGAGACCCCGAGATCGTGCGGCACTCCTTC
AACTGCGGGGGCGAGTTCTTCTACTGCGATACGACACAGCTCTTCAACTCCACCTGGARCGGCACCGAGGG
CAACAACACAGAGGGAAACTCCACTATCACCCTCCCTTGCCGCATCAAGCAGARTCATCAACATGTGGCAGG
AGGTGGGAAAGGCCATGTATGCCCCCCCCATCGGGGGCCAGATCCGCTGCTCCTCCARCATCACCGGCCTG
CTGCTCACCAGAGACGGGGGCACCGAGGGCAACGGCACGGAGAACGAGACGGAGATCTTCAGGCCCGGCGG
CGGCGACATGAGGGATARCTGGCGGAGCGAGCTGTACAAGTACAAGGTGGTGAAGGTGGAGCCGCTCGGCG
TGGCCCCCACCCGGGCCARGCGCCGCGTCGTGCAGAGARATGGGTGCCCGAGCTTCGGTACTGTCTGGTGGA
GAGCTGGACAGATGGGAGAAAATTAGGCTGCGCCCGGGAGGCAARAAGAARTACAAGCTCAAGCATATCGT
GTGGGCCTCGAGGGAGCTTGAACGGTTTGCCGTGAACCCAGGCCTGCTGGAAACATCTGAGGGATGTCGCC
AGATCCTGGGGCAATTGCAGCCATCCCTCCAGACCGGGAGTGAAGAGCTGAGGTCCTTGTATAACACAGTG
GCTACCCTCTACTGCGTACACCAGAGGATCGAGATTAAGGATACCAAGGAGGCCTTGGACARAATTGAGGA
GGAGCAARAACAAGAGCAAGAAGAAGGCCCAGCAGGCAGCTGCTGACACTGGGCATAGCARCCAGGTATCAC
AGAACTATCCTATTGTCCARAACATTCAGGGCCAGATGGTTCATCAGGCCATCAGCCCCCGGACGCTCAAT
GCCTGGGTGAAGGTTGTCGAAGAGAAGGCCTTTTCTCCTGAGGTTATCCCCATGTTCTCCGCTTTGAGTGA
GGGGGCCACTCCTCAGGACCTCRAATACAATGCTTAATACCGTGGGCGGCCATCAGGCCGCCATGCARATGT
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Fig.20 (Cont).

TGAAGGAGACTATCAACGAGGAGGCAGCCGAGTGGGACAGAGTGCATCCCGTCCACGCTGGCCCAARTCGCG
CCCGGACAGATGCGGGAGCCTCGCGGCTCTGACATTGCCGGCACCACCTCTACACTGCAAGAGCAAATCGG
ATGGATGACCAACAATCCTCCCATCCCAGT TGGAGARATCTATAARCGGTGGATCATTCTCGGTCTCAATA
ARATTGTTAGAATGTACTCTCCGACATCCATCCTTGACATTAGACAGGGACCCAAAGAGCCTTTTAGGGAT
TACGTCGACCGGTTTTATAAGACCCTGCGAGCAGAGCAGGCCTCTCAGGAGGTCAAAAACTGGATGACGGA
GACACTCCTGGTACAGAACGCTAACCCCGACTGCAAAACAATCTTGAAGGCACTAGGCCCGGCTGCCACCC
TGGAAGAGATGATGACCGCCTGTCAGGGAGTAGGCGGACCCGGACACAAAGCCAGAGTGTTGATGGGCAAG
TGGTCAARAAGTAGTGTGGTTGGATGGCCTACTGTAAGGGAAAGAATGAGACGAGCTGAGCCAGCAGCAGA
TGGGGTGGGAGCAGCATCTCGAGACCTGGAAARACATGGAGCAATCACAAGTAGCAATACAGCAGCTACCA
ATGCTGCTTGTGCCTGGCTAGAAGCACAAGAGGAGGAGGAGGTGGGTTTTCCAGTCACACCTCAGGTACCT
TTAAGACCAATGACTTACAAGGCAGCTGTAGATCTTAGCCACTTTTTAAAAGARRAGGGGGGACTGGAAGG
GCTAATTCACTCCCAACGAAGACAAGATATCCTTGATCTGTGGATCTACCACACACAAGGCTACTTCCCTG
ATTGGCAGAACTACACACCAGGGCCAGGGGTCAGATATCCACTGACCTTTGGATGGTGCTACAAGCTAGTA
CCAGTTGAGCCAGATAAGGTAGAAGAGGCCAATAAAGGAGAGAACACCAGCTTGGCACACCCTGTGAGCCT
GCATGGAATGGATGACCCTGAGAGAGAAGTGTTAGAGTGGAGGTTTGACAGCCGCCTAGCATTTCATCACG
TGGCCCGAGAGCTGCATCCGGAGTACT TCAAGAACTGCACTAGTGAGCCAGTAGATCCTAGACTAGAGCCC
TGGAAGCATCCAGGAAGTCAGCCTAAAACTGCTTGTACCAATTGCTATTGTARARAGTGTTGCTTTCATTG
CCAAGTTTGTTTCATAACAGCTGCCTTAGGCATCTCCTATGGCAGGARGAAGCGGAGACAGCGACGAAGAC
CTCCTCAAGGCAGTCAGACTCATCAAGTTTCTCTATCAARGCAACCCACCTCCCAATCCAAAGGGGAGCCG
ACAGGCCCGAAGGAATAA [SEQ ID NO: 82]

Secuencia de aminoacidos del inserto:
MAEQLWVTVYYGVPVWKEATTTLFCASDAKAYDTEVHNVWATHACVPTDPNPQEVVLGNVTEY ENMWKNNM
VDQMHEDIISLWDQSLKPCVKLTPLCVTLDCDDVNTTNSTTTTSNGNTGEIRKGEIKNCSFNITTSIRDKV
QKEYALFYNLDVVPIDDDNATTKNKTTRNFRLIHCNSSVMTQACPKVSFEPIPTIHYCAPAGFAILKCNNKT
FDGKGLCTNVSTVQCTRGIRPVVSTQLLLNGSLAEEEVVIRSDNEMDNTKTIIVQLNESVAINCTRPNNNT
RKGIHIGPGRAFYAARKIIGDIRQAHCNLSRAQWNNTLKQIVIKLREHFGNKTIKFNQSSGGDPEIVRHSFE
NCGGEFFYCDTTQLFNSTWNGTEGNNTEGNSTI TLPCRIKQI INMWQEVGKAMYAPPIGGQIRCSSNITGL
LLTRDGGTEGNGTENETEIFRPGGGDMRDNWRSELYKYKVVKVEPLGVAPTRAKRRVVQRMGARASVLSGG
ELDRWEKIRLRPGGKKKYKLKHIVWASRELERFAVN?GLLETSEGCRQILGQLQPSLQTGSEBLRSLYNTV
ATLYCVHQRIEIKDTKEALDKIEEEQNKSKKKAQQAAADTGHSNQVSONYPIVONIQGOMVHQAISPRTLN
AWVKVVEEKAFSPEVIPMFSALSEGATPQDLNTMLNTVGGHQARMOMLKETINEEAARAEWDRVHPVHAGPIA
PGQMREPRGSDIAGTTSTLOEQIGWMTNNPPIPVGEIYKRWIILGLNKIVRMYSPTSILDIRQGPKEPFRD
YVDRFYKTLRAREQASQEVKNWMTETLLVONANPDCKTILKALGPAATLEEMMTACQGVGGPGHKARVLMGK
WSKSSVVGWPTVRERMRRAE PAADGVGAASRDLEKHGAI TSSNTAATNAACAWLEAQEEEEVGFPVTPQVP
LRPMTYKAAVDLSHFLKEKGGLEGLIHSQRRQDILDLWIYHTQGYFPDWONYTPGPGVRY PLTFGWCYKLV
PVEPDKVEEANKGENTSLAHPVSLHGMDDPEREVLEWRFDSRLAFHEVARELEPEYFKNCTSEPVDPRLEP
WKHPGSQPKTACTNCYCKKCCFHCQVCFITAALGISYGRKKRRQRRRPPQGSQTHQVSLSKQPTSQSKGEP
TGPKE ([SEQ ID NO: 83])

58



ES 2 328 685 T3

Flg 21.

_so0p  PRXS8 o950

8033 pbs
p17/p24

ds-gp120c'

Secuencia de ADN del inserto

ATGGCCGAGCAGCTGTGGGTCACCGTCTACTACGGCGTGCCTGTGTGGAAGGAGGCCACGACCACCCTCTT
CTGCGCGAGCGACGCCAAGGCCTACGACACGGAAGTGCATAACGTGTGGGCGACGCATGCTTGCGTGCCTA
CGGACCCCAACCCCCAGGAGGTGGTGCTGGGAARCGTGACCGAGTACTTCAACATGTGGARGAATAACATG
GTGGATCAGATGCACGAGGACATCATCTCTCTGTGGGACCAGTCCCTGAAGCCCTGCGTGARGCTGACGCC
TCTCTGCGTGACACTGGACTGTGACGACGTCAACACCACCAACAGCACTACCACCACCAGCAACGGCTGGA
CCGGAGAGATTCGGAAGGGCGAGATCAAGARCTGCTCCTTCAATATCACGACCTCGATCAGAGACAAGGTG
CAGRAAGGAATACGCGCTGTTTTATAATCTCGATGTGGTCCCCATCGACGACGACAATGCCACCACCAAGAA
CAAGACGACGCGTAATTTCAGACTCATTCACTGCAACAGCAGCGTCATGACGCAGGCCTGCCCCAAGGTGT
CCTTCGAACCAATCCCGATCCATTACTGTGCCCCTGCCGGAT TCGCGATCCTCAAGTGTAACAACAAGACC
TTCGACGGGAAGGGCCTGTGCACCAACGTCAGCACGGTGCAGTGCACCCATGGCATCCGCCCCGTCGTGAG
CACCCAGCTGCTGCTGAACGGGTCCCTGGCTGAGGAGGAGGTGGTGATCCGGTCGGACAACTTCATGGACA
ACACCAAGACAATCATCGTCCAGCTGAACGAGTCTGTGGCGATTAACTGTACCCGGCCTARCAACARCACC
CGTAAGGGCATCCACATCGGGCCTGGACGGGCCTTCTATGCCGCCCGCARGATCATCGGCGACATCCGGCA
GGCCCATTGCAACCTCTCCCGCGCCCAGTGGAATAACACCCTGAAGCAGATCGTGATCAAGCTGAGAGAGC
ACTTTGGAAACAAGACCATCAAGTTCAATCAGAGTTCTGGCGGAGACCCCGAGATCGTGCGGCACTCCTTC
ARCTGCGGGGGCGAGTTCTTCTACTGCGATACGACACAGCTCTTCAACTCCACCTGGAARCGGCACCGAGGG
CAACAACACAGAGGGAAACTCCACTATCACCCTCCCTTGCCGCATCAAGCAGATCATCAACATGTGGCAGG
AGGTGGGABRAGGCCATGTATGCCCCCCCCATCGGGGGCCAGATCCGCTGCTCCTCCAACATCACCGGCCTG
CTGCTCACCAGAGACGGGGGCACCGAGGGCAACGGCACGGAGAACGAGACGGRAGATCTTCAGGCCCGGCGG
CGGCGACATGAGGGATAACTGGCGGAGCGAGCTGTACAAGTACAAGGTGGTGARGGTGGAGCCGCTCGGCG
TGGCCCCCACCCGGGCCAAGCGCCGCGTCGTGCAGAGAATGGGCCCCATCAGTCCCATCGAGACCGTGCCG
GTGAAGCTGABACCCGGGATGGACGGCCCCAAGGTCAAGCAGTGGCCACTCACCGAGGAGAAGATCAAGGC
CCTGGTGGAGATCTGCACCGAGATGGAGAAAGAGGGCAAGATCAGCAAGATCGGGCCTGAGAACCCATACA
ACACCCCCGTGTTTGCCATCAAGAAGAAGGACAGCACCAAGTGGCGCAAGCTGGTGGATTTCCGGGAGCTG
AATAAGCGGACCCAGGATTTCTGGGAGGTCCAGCTGGGCATCCCCCATCCGGCCGGCCTGAAGAAGAAGAA
GAGCGTGACCGTGCTGGACGTGGGCGACGCTTACTTCAGCGTCCCTCTGGACGAGGACTTTAGAAAGTACA
CCGCCTTTACCATCCCATCTATCAACAACGAGACCCCTGGCATCAGATATCAGTACAACGTCCTCCCCCAG
GGCTGGAAGGGCTCTCCCGCCATTTTCCAGAGCTCCATGACCAAGATCCTGGAGCCGTTTCGGAAGCAGAA
CCCCGATATCGTCATCTACCAGTACATGGACGACCTGTACGTGGGCTCTGACCTGGAAATCGGGCAGCATC
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GCACGARGATTGAGGAGCTGAGGCAGCATCTGCTGAGATGGGGCCTGACCACTCCGGACARGAAGCATCAG
AAGGAGCCGCCATTCCTGAAGATGGGCTACGAGCTCCATCCCGACAAGTGGACCGTGCAGCCTATCGTCCT
CCCCGAGAAGGACAGCTGGACCGTGAACGACATCCAGAAGCTGGTGGGCAAGCTCARCTGGGCTAGCCAGA
TCTATCCCGGGATCAAGGTGCGCCAGCTCTGCAAGCTGCTGCGCGGCACCAAGGCCCTGACCGAGGTGATT
CCCCTCACGGAGGAAGCCGAGCTCGAGCTGGCTGAGAACCGGGAGATCCTGAAGGAGCCCGTGCACGGCGT
GTACTATGACCCCTCCAAGGACCTGATCGCCGAAATCCAGAAGCAGGGCCAGGGGCAGTGGACATACCAGA
TTTACCAGGAGCCTTTCAAGAACCTCAAGACCGGCAAGTACGCCCGCATGAGGGGCGCCCACACCAACGAT
GTCAAGCAGCTGACCGAGGCCGTCCAGAAGATCACGACCGAGTCCATCGTGATCTGGGGGAAGACACCCAA
GTTCAAGCTGCCTATCCAGAAGGAGACCTGGGAGACGTGGTGGACCGARTATTGGCAGGCCACCTGGATTC
CCGAGTGGGAGTTCGTGAATACACCTCCTCTGGTGARGCTGTGGTACCAGCTCGAGAAGGAGCCCATCGTG
GGCGCGGAGACATTCTACGTGGACGGCGCGGCCARCCGCGARACAARGCTCGGGARGGCCGGGTACGTCAC
CARACCGGGGCCGCCAGAAGGTCGTCACCCTGACCGACACCACCAACCAGAAGACGGAGCTGCAGGCCATCT
ATCTCGCTCTCCAGGACTCCGGCCTGGAGGTGAACATCGTGACGGACAGCCAGTACGCGCTGGGCATTATT
CAGGCCCAGCCGGACCAGTCCGAGAGCGAACTGGTGAACCAGAT TATCGAGCAGCTGATCAAGAAAGAGAR
GGTCTACCTCGCCTGGGTCCCGGCCCATARGGGCATTGGCGGCARCGAGCAGGTCGACAAGCTGGTGAGTG
CGGGGATTAGAAAGGTGCTGATGGTGGGTTTTCCAGTCACACCTCAGGTACCTTTAAGACCAATGACTTAC
AAGGCAGCTGTAGATCTTAGCCACTTTTTAARAGAAAAGGGGGGACTGGAAGGGCTAATTCACTCCCARAG
AAGACAAGATATCCTTGATCTGTGGATCTACCACACACAAGGCTACTTCCCTGATTGGCAGAACTACACAC
CAGGGCCAGGGGTCAGATATCCACTGACCTTTGGATGGTGCTACAARGCTAGTACCAGTTGAGCCAGATAAG
GTAGAAGAGGCCAATAAAGGAGAGAACACCAGCTTGTTACACCCTGTGAGCCTGCATGGGATGGATGACCC
GGAGAGAGAAGTGTTAGAGTGGAGGTTTGACAGCCGCCTAGCAT TTCATCACGTGGCCCGAGAGCTGCATC
CGGAGTACTTCAAGAACTGCATGGGTGCCCGAGCTTCGGTACTGTCTGGTGGAGAGCTGGACAGATGGGAG
AAAATTAGGCTGCGCCCGGGAGGCAARARAGARAATACAAGCTCAAGCATATCGTGTGGGCCTCGAGGGAGCT
TGAACGGTTTGCCGTGAACCCAGGCCTGCTGGARACATCTGAGGGATGTCGCCAGATCCTGGGGCAATTGC
AGCCATCCCTCCAGACCGGGAGTGAAGAGCTGAGGTCCTTGTATAACACAGTGGCTACCCTCTACTGCGTA
CACCAGAGGATCGAGATTAAGGATACCAAGGAGGCCTTGGACAARATTGAGGAGGAGCAAAACAAGAGCAA
GRAGAAGGCCCAGCAGGCAGCTGCTGACACTGGGCATAGCAACCAGGTATCACAGAACTATCCTATTGTCC
ARARCATTCAGGGCCAGATGGTTCATCAGGCCATCAGCCCCCGGACGCTCAATGCCTGGGTGAAGGTTGTC
GRAGAGAAGGCCTTTTCTCCTGAGGTTATCCCCATGTTCTCCGCTTTGAGTGAGGGGGCCACTCCTCAGGA
CCTCAATACAATGCTTAATACCGTGGGCGGCCATCAGGCCGCCATGCARATGTTGAAGGAGACTATCAACG
AGGAGGCAGCCGAGTGGGACAGAGTGCATCCCGTCCACGCTGGCCCAATCGCGCCCGGACAGATGCGGGAG
CCTCGCGGCTCTGACATTGCCGGCACCACCTCTACACTGCAAGAGCAAATCGGATGGATGACCAACAATCC
TCCCATCCCAGTTGGAGARATCTATARACGGTGGATCATCCTGGGCCTGAACAAGATCGTGCGCATGTACT
CTCCGACATCCATCCTTGACATTAGACAGGGACCCAAAGAGCCTTTTAGGGATTACGTCGACCGGTTTTAT
AAGACCCTGCGAGCAGAGCAGGCCTCTCAGGAGGTCAAARACTGGATGACGGAGACACTCCTGGTACAGAA
CGCTRACCCCGACTGCARAACAATCTTGAAGGCACTAGGCCCGGCTGCCACCCTGGAAGAGATGATGACCG
CCTGTCAGGGAGTAGGCGGACCCGGACACAAAGCCAGAGTGTTGTAR [SEQ ID NO: 84)

Secuencia de aminoacidos del inserto:

MAEQLWVTVYYGVPVWKEATTTLFCASDAKAYDTEVHNVWATHACVPTDPNPQEVVLGNVTEY FNMWKNNM
VDOMHEDI ISLWDQSLKPCVKLTPLCVTLDCDDVNTTNSTTTTSNGWTGEIRKGEIKNCSFNITTS IRDKV
QKEYALFYNLDVVPIDDDNATTKNKTTRNFRLIHCNSSVMTQACPKVSFEPIPIHYCAPAGFAILKCNNKT
FDGKGLCTNVSTVQCTHGIRPVVSTQLLLNGSLAEEEVVIRSDNFMDNTKTIIVQLNESVAINCTRPNNNT
RKGIHIGPGRAFYAARKIIGDIRQAHCNLSRAQWNNTLKQIVIKLREHFGNKTIKFNQSSGGDPEIVRHSF
NCGGEFFYCDTTQLFNSTWNGTEGNNTEGNSTITLPCRIKQI INMWQEVGKAMYAPPIGGQIRCSSNITGL
LLTRDGGTEGNGTENETEIFRPGGGDMRDNWRSELYKYKVVKVEPLGVAPTRAKRRVVQRMGPISPIETVP
VKLKPGMDGPKVKQWPLTEEKIKALVEICTEMEKEGKI SKIGPENPYNTPVFAIKKKDSTKWRKLVDFREL
NKRTODFWEVQLGI PHPAGLKKKKSVTVLDVGDAYFSVPLDEDFRKYTAFTIPSINNETPGIRYQYNVLPQ
GWKGSPAIFQSSMTKILEPFRKQNPDIVIYQYMDDLYVGSDLEIGQERTKIEELRQHLLRWGLTTPDKKHQ
KEPPFLKMGYELHPDKWTVQPIVLPEKDSWTVNDIQKLVGKLNWASQIYPGIKVRQLCKLLRGTKALTEVI
PLTEEAELELAENREILKEPVHGVYYDPSKDLIAEIQKQGQGQWTYQI YQEPFKNLKTGKYARMRGAHTND
VKQLTEAVQKITTESIVIWGKTPKFKLPIQKE TWETWWTEYWQATWI PEWEFVNTPPLVKLWYQLEKEPIV
GAETFYVDGAANRE TKLGKAGYVTNRGRQKVVTLTDTTNOKTELQAI YLALODSGLEVNIVTDSQYALGI I
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Fig.21 (Cont Il).

QAQPDOSESELVNQIIEQLIKKEKVYLAWVPAHKGIGGNEQVDKLVSAGI RKVLMVGFPVTPQVPLRPMTY
KAAVDLSHFLKEKGGLEGLIHSQRRODILDLWIYHTQGY FPDWONYTPGPGVRY PLTFGWCYKLVPVEPDK
VEEANKGENTSLLHPVSLHGMDDPEREVLEWRFDSRLAFHHVARELHPEY FKNCMGARASVLSGGELDRWE
KIRLRPGGKKKYKLKHIVWASRELERFAVNPGLLETSEGCRQILGQLQPSLOTGSEELRSLYNTVATLYCV
HQRIEIKDTKEALDKIEEEQNKSKKKAQQARADTGHSNQVSQONYPIVONIQGQMVHQAI SPRTLNAWVKVV
EEKAFSPEVIPMFSALSEGATPQDLNTMLNTVGGHQAAMOMLKE TINEEAAEWDRVHPVHAGPIAPGOMRE
PRGSDIAGTTSTLQEQIGWMTNNPPIPVGEIYKRWI I LGLNKIVRMYSPTSILDIRQOGPKEPFRDYVDRFY

KTLRAEQASQEVKNWMTETLLVQONANPDCKTILKALGPAATLEEMMTACQGVGGPGHKARVL [SEQ 1ID
NO: B5)
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pRix59
8033 pbs

Secuencia de ADN del inserto

ATGGGCCCCATCAGTCCCATCGAGACCGTGCCGGTGAAGCTGAAACCCGGGATGGACGGCCCCAAGGTCAR
GCAGTGGCCACTCACCGAGGAGAAGATCAAGGCCCTGGTGGAGATC TGCACCGAGATGGAGAAAGAGGGCA
AGATCAGCAAGATCGGGCCGGAGAACCCATACAACACCCCCGTGTTTGCCATCAAGAAGAAGGACAGCACC
AAGTGGCGCAAGCTGGTGGATTTCCGGGAGCTGAATAAGCGGACCCAGGATTTCTGGGAGGTCCAGCTGGG
CATCCCCCATCCGGCCGGCCTGAAGAAGAAGAAGAGCGTGACCGTGCTGGACGTGGGCGACGCTTACTTCA
GCGTCCCTCTGGACGAGGACTTTAGRAAGTACACCGCCTTTACCATCCCATCTATCAACAACGAGACCCCT
GGCATCAGATATCAGTACAACGTCCTCCCCCAGGGCTGGAAGGGCTCTCCCGCCATTTTCCAGAGCTCCAT
GACCAAGATCCTGGAGCCGTTTCGGAAGCAGAACCCCGATATCGTCATCTACCAGTACATGGACGACCTGT
ACGTGGGCTCTGACCTGGARATCGGGCAGCATCGCACGAAGAT TGAGGAGCTGAGGCAGCATCTGCTGAGA
TGGGGCCTGACCACTCCGGACAAGAAGCATCAGAAGGAGCCGCCATTCCTGAAGATGGGCTACGAGCTCCA
TCCCGACAAGTGGACCGTGCAGCCTATCGTCCTCCCCGAGAAGGACAGCTGGACCGTGAACGACATCCAGA
AGCTGGTGGGCAAGCTCAACTGGGCTAGCCAGATCTATCCCGGGATCAAGGTGCGCCAGCTC TGCAAGCTG
CTGCGCGGCACCAAGGCCCTGACCGAGGTGATTCCCCTCACGGAGGAAGCCGAGCTCGAGCTGGCTGAGAA
CCGGGAGATCCTGAAGGAGCCCGTGCACGGCGTGTACTATGACCCCTCCAAGGACCTGATCGCCGAAATCC
AGAAGCAGGGCCAGGGGCAGTGGACATACCAGATTTACCAGGAGCCT TTCAAGAACCTCAAGACCGGCAAG
TACGCCCGCATGAGGGGCGCCCACACCAACGATGTCAAGCAGCTGACCGAGGCCGTCCAGARGATCACGAC
CGAGTCCATCGTGATCTGGGGGAAGACACCCAAGTTCAAGCTGCCTATCCAGAAGGAGACCTGGGAGACGT
GGTGGACCGAATATTGGCAGGCCACCTGGATTCCCGAGTGGGAGTTCGTGAATACACCTCCTCTGGTGAAG
CTGTGGTACCAGCTCGAGAAGGAGCCCATCGTGGGCGCGGAGACATTCTACGTGGACGGCGCGGCCAACCG
CGAAACARAAGCTCGGGAAGGCCGGGTACGTCACCAACCGGGGCCGCCAGAAGGTCGTCACCCTGACCGACA
CCACCAACCAGAAGACGGAGCTGCAGGCCATCTATCTCGCTCTCCAGGACTCCGGCCTGGAGGTGAACATC
GTGACGGACAGCCAGTACGCGCTGGGCATTATTCAGGCCCAGCCGGACCAGTCCGAGAGCGAACTGGTGAR
CCAGATTATCGAGCAGCTGATCAAGAAAGAGAAGGTCTACCTCGCCTGGGTCCCGGCCCATAAGGGCATTG
GCGGCAACGAGCAGGTCGACAAGCTGGTGAGTGCGGGGATTAGAAAGGTGCTGATGGTGGGTTTTCCAGTC
ACACCTCAGGTACCTTTAAGACCRATGACTTACAAGGCAGCTGTAGATCTTAGCCACTTTTTARAAGARAR
GGGGGGACTGGAAGGGCTAATTCACTCCCAAAGARGACAAGATATCCTTGATCTGTGGATCTACCACACAC
AAGGCTACTTCCCTGATTGGCAGAACTACACACCAGGGCCAGGGGTCAGATATCCACTGACCTTTGGATGG
TGCTACAAGCTAGTACCAGTTGAGCCAGATARGGTAGAAGAGGCCAATAAAGGAGAGAACACCAGCTTGTT
ACACCCTGTGAGCCTGCATGGGATGGATGACCCGGAGAGAGAAGTGT TAGAGTGGAGGTTTGACAGCCGCC
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TAGCATTTCATCACGTGGCCCGAGAGCTGCATCCGGAGTACTTCAAGAACTGCATGGGTGCCCGAGCTTCG
GTACTGTCTGGTGGAGAGCTGGACAGATGGGAGAAAAT TAGGCTGCGCCCGGGAGGCAARAAGAAATACAA
GCTCARAGCATATCGTGTGGGCCTCGAGGGAGC TTGAACGGTTTGCCGTGAACCCAGGCCTGCTGGAAACAT
CTGAGGGATGTCGCCAGATCCTGGGGCAATTGCAGCCATCCCTCCAGACCGGGAGTGAAGAGCTGAGGTCC
TTGTATAACACAGTGGCTACCCTCTACTGCGTACACCAGAGGATCGAGATTAAGGATACCAAGGAGGCCTT
GGACAAAATTGAGGAGGAGCAAAACARGAGCAAGAAGAAGGCCCAGCAGGCAGCTGCTGACACTGGGCATA
GCAACCAGGTATCACAGAACTATCCTATTGTCCARAACATTCAGGGCCAGATGGTTCATCAGGCCATCAGC
CCCCGGACGCTCARTGCCTGGGTGAAGGTTGTCGARGAGAAGGCCTTTTCTCCTGAGGTTATCCCCATGTT
CTCCGCTTTGAGTGAGGGGGCCACTCCTCAGGACCTCAATACARTGC TTAATACCGTGGGCGGCCATCAGS
CCGCCATGCAARTGTTGAAGGAGACTATCAACGAGGAGGCAGCCGAGTGGGACAGAGTGCATCCCGTCCAC
GCTGGCCCAATCGCGCCCGGACAGATGCGGGAGCCTCGCGGCTCTGACATTGCCGGCACCACCTCTACACT
GCAAGAGCAAATCGGATGGATGACCARCAATCCTCCCATCCCAGTTGGAGAAATCTATAAACGGTGGATCA
TCCTGGGCCTGAACAAGATCGTGCGCATGTACTCTCCGACATCCATCCTTGACAT TAGACAGGGACCCAAA
GAGCCTTTTAGGGATTACGTCGACCGGTTTTATAAGACCCTGCGAGCAGAGCAGGCCTCTCAGGAGGTCAA
AAACTGGATGACGGAGACACTCCTGGTACAGAACGCTAACCCCGACTGCARRACAATCTTGAAGGCACTAG
GCCCGGCTGCCACCCTGGARGAGATGATGACCGCCTGTCAGGGAGTAGGCGGACCCGGACACAAAGCCAGA
GTGTTGATGGCCGAGCAGCTGTGGGTCACCGTCTACTACGGCGTGCCTGTGTGGAAGGAGGCCACGACCAC
CCTCTTCTGCGCGAGCGACGCCAAGGCCTACGACACGGAAGTGCATAACGTGTGGGCGACGCATGCTTGCG
TGCCTACGGARCCCCAACCCCCAGGAGGTGGTGCTGGGAAACGTGACCGAGTACT TCAACATGTGGAAGAAT
AACATGGTGGATCAGATGCACGAGGACATCATCTCTCTGTGGGACCAGTCCCTGAAGCCCTGCGTGRAGCT
GACGCCTCTCTGCGTGACACTGGACTGTGACGACGTCAACACCACCAACAGCACTACCACCACCAGCAACG
GCTGGACCGGAGAGATTCGGAAGGGCGAGATCAAGAACTGCTCCTTCAATATCACGACCTCGATCAGAGAC
ARGGTGCAGAAGGAATACGCGCTGTTTTATAATCTCGATGTGGTCCCCATCGACGACGACAATGCCACCAC
CAAGAACAAGACGACGCGTAATTTCAGACTCATTCACTGCAACAGCAGCGTCATGACGCAGGCCTGCCCCA
AGGTGTCCTTCGAACCAATCCCGATCCATTACTGTGCCCCTGCCGGATTCGCGATCCTCAAGTGTARACAAC
ARGACCTTCGACGGGARGGGCCTGTGCACCARCGTCAGCACGGTGCAGTGCACCCATGGCATCCGCCCCGT
CGTGAGCACCCAGCTGCTGCTGAACGGGTCCCTGGCTGAGGAGGAGGTGGTGATCCGGTCGGACARCTTCA
TGGACAACACCAAGACAATCATCGTCCAGCTGAACGAGTCTGTGGCGATTARCTGTACCCGGCCTARCAAC
RACACCCGTARAGGGCATCCACATCGGGCCTGGACGGGCCTTCTATGCCGCCCGCARGATCATCGGCGACAT
CCGGCAGGCCCATTGCAACCTCTCCCGCGCCCAGTGGRATAACACCCTGAAGCAGATCGTGATCAAGCTGA
GAGAGCACTTTGGAAACAAGACCATCAAGTTCAATCAGAGT TCTGGCGGAGACCCCGAGATCGTGCGGCAC
TCCTTCAACTGCGGGGGCGAGTTCTTCTACTGCGATACGACACAGCTCTTCAACTCCACCTGGARCGGCAC
CGAGGGCAACAACACAGAGGGAAARCTCCACTATCACCCTCCCTTGCCGCATCAAGCAGATCATCAACATGT
GGCAGGAGGTGGGARAGGCCATGTATGCCCCCCCCATCGGGGGCCAGATCCGCTGCTCCTCCAACATCACC
GGCCTGCTGCTCACCAGAGACGGGGGCACCGAGGGCAACGGCACGGAGAACGAGACGGAGATCTTCAGGCC
CGGCGGCGGCGACATGAGGGATAACTGGCGGAGCGAGCTGTACRAAGTACARAGGTGGTGAAGGTGGAGCCGC
TCGGCGTGGCCCCCACCCGGGCCAAGCGCCGCGTCGTGCAGAGATGA [SEQ ID NO: 86)

Secuencia de aminoacidos del inserto:

MGPISPIETVPVKLKPGMDGPKVKQWPLTEEKIKALVEICTEMEKEGKISKIGPENPYNTPVFAIKKKDST
KWRKLVDFRELNKRTQDFWEVQLGI PHPAGLKKKKSVTVLDVGDAYFSVPLDEDFRKYTAFTIPSINNETP
GIRYQYNVLPQGWKGSPAIFQSSMTKILEPFRKQNPDIVIYQYMDDLYVGSDLEIGQHRTKIEELRQHLLR
WGLTTPDKKHQKEPPFLKMGYELHPDKWTVQPIVLPEKDSWTVNDIQKLVGKLNWASQI YPGIKVRQLCKL
LRGTKALTEVIPLTEEAELELAENREILKEPVHGVYYDPSKDLIAEIQKQGQGQWTYQIYQEPFKNLKTGK
YARMRGAHTNDVKQLTEAVOKITTESIVIWGKTPKFKLPIQKETWETWWTE YWQATWIPEWEFVNTPPLVK
LWYQLEKEPIVGRETFYVDGAANRETKLGKAGYVTNRGRQKVVTLTDTTNQKTELQRIYLALQDSGLEVNI
VTDSQYALGIIQRQPDQSESELVNQIIEQLIKKEKVYLAWVPAHKGIGGNEQVDKLVSAGIRKVLMVGFPV
TPQVPLRPMTYKAAVDLSHFLKEKGGLEGLIHSQRRQDI LDLWIYHTQGY FPDWQNYTPGPGVRYPLTFGW
CYKLVPVEPDKVEEANKGENTSLLREPVSLHGMDDPEREVLEWRFDSRLAFHHVARELHPEYFKNCMGARAS
VLSGGELDRWEKIRLRPGGKKKYKLKHIVWASRELERFAVNPGLLETSEGCRQILGQLQOPSLQTGSEELRS
LYNTVATLYCVHQRIEIKDTKEALDKIEEEQNKSKKKAQQAAADTGHSNQVSONYPIVONIQGOMVHQAIS
PRTLNAWVKVVEEKAFSPEVIPMFSALSEGATPQDLNTMLNTVGGHQAAMOMLKETINEEAAEWDRVHPVH
AGPIAPGQMREPRGSDIAGTTSTLOEQIGWMTNNPPIPVGEIYKRWIILGLNKIVRMYSPTSILDIRQGPK
EPFRDYVDRFYKTLRAEQASQEVKNWMTETLLVQNANPDCKTILKALGPAATLEEMMTACQGVGGPGHKAR
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Fig.22 (Cont 1l).

VLMAEQLWVTVYYGVPVWKEATTTLFCASDAKAYDTEVHNVWATHACVPTDPNPQEVVLGNVTEY ENMWKN

NMVDOMHEDIISLWDQSLKPCVKLTPLCVTLDCDDVNTTNSTTTTSNGWTGEIRKGEIKNCSFNITTSIRD

KVQKEYALFYNLDVVPIDDDNATTKNKTTRNFRLIHCNS SVMTQACPKVSFEPI PIRYCAPAGFAI LKCNN

KTFDGKGLCTNVSTVQCTHGIRPVVSTQLLLNGSLAEEEVVIRSDNFMDNTKTIIVQLNESVAINCTRPNN

NTRKGIHIGPGRAFYARRKIIGDIRQAHCNLSRAQWNNTLKQIVIKLREHFGNKTIKFNQSSGGDPEIVRH

SFNCGGEFFYCDTTQLFNSTWNGTEGNNTEGNSTI TLPCRIKQI INMWQEVGKAMYAPPIGGQIRCSSNIT

GLLLTRDGGTEGNGTENETEIFRPGGGDMRDNWRSELYKYKVVKVEPLGVAPTRAKRRVVQR [SEQ 1D
NO: 87)
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pRix6
\ 5795 pbs
% 4000

N

Secuencia de ADN del inserto

ATGAAGGTCAAGGAGACCAGAAAGAACTACCAGCATCTGTGGCGCTGGGGCACCATGCTCCTGGGAATGCT
GATGATCTGCTCCGCCGCCGAGCAGCTGTGGGTCACCGTCTACTACGGCGTGCCTGTGTGGAAGGAGGCCA
CGACCACCCTCTTCTGCGCGAGCGACGCCAAGGCCTACGACACGGAAGTGCATAACGTGTGGGCGACGCAT
GCTTGCGTGCCTACGGACCCCAACCCCCAGGAGGTGGTGCTGGGAAACGTGACCGAGTACTTCAACATGTG
GAAGAATAACATGGTGGATCAGATGCACGAGGACATCATCTCTCTGTGGGACCAGTCCCTGAAGCCCTGCG
TGAAGCTGACGCCTCTCTGCGTGACACTGGACTGTGACGACGTCAACACCACCAACAGCACTACCACCACC
AGCAACGGCTGGACCGGAGAGATTCGGAAGGGCGAGATCAAGAACTGCTCCTTCAATATCACGACCTCGAT
CAGAGACAAGGTGCAGAAGGAATACGCGCTGTTTTATAATCTCGATGTGGTCCCCATCGACGACGACAATG
CCACCACCAAGAACAAGACGACGCGTAATTTCAGACTCATTCACTGCAACAGCAGCGTCATGACGCAGGCC
TGCCCCAAGGTGTCCTTCGAACCAATCCCGATCCATTACTGTGCCCCTGCCGGATTCGCGATCCTCAAGTG
TAACAACAAGACCTTCGACGGGAAGGGCCTGTGCACCAACGTCAGCACGGTGCAGTGCACCCATGGCATCC
GCCCCGTCGTGAGCACCCAGCTGCTGCTGAACGGGTCCCTGGCTGAGGAGGAGGTGGTGATCCGGTCGGAC
AACTTCATGGACAACACCAAGACAATCATCGTCCAGCTGAACGAGTCTGTGGCGATTAACTGTACCCGGCC
TAACAACAACACCCGTAAGGGCATCCACATCGGGCCTGGACGGGCCTTCTATGCCGCCCGCAAGATCATCG
GCGACATCCGGCAGGCCCATTGCARCCTCTCCCGCGCCCAGTGGAATAACACCCTGAAGCAGATCGTGATC
AAGCTGAGAGAGCACTTTGGARACAAGACCATCAAGTTCAATCAGAGT TCTGGCGGAGACCCCGAGATCGT
GCGGCACTCCTTCAACTGCGGGGGCGAGTTCTTCTACTGCGATACGACACAGCTCT TCAACTCCACCTGGA
ACGGCACCGAGGGCAARCAACACAGAGGGAAACTCCACTATCACCCTCCCTTGCCGCATCARGCAGATCATC
AACATGTGGCAGGAGGTGGGAARGGCCATGTATGCCCCCCCCATCGGGGGCCAGATCCGCTGCTCCTCCAR
CATCACCGGCCTGCTGCTCACCAGAGACGGGGGCACCGAGGGCAACGGCACGGAGAACGAGACGGAGATCT
TCAGGCCCGGCGGCGGCGACATGAGGGATAACTGGCGGAGCGAGCTGTACAAGTACAAGGTGGTGAAGGTG
GAGCCGCTCGGCGTGGCCCCCACCCGGGCCAAGCGCCGCGTCGTGCAGAGAATGGGTGGCAAGTGGTCAAA
AAGTAGTGTGGTTGGATGGCCTACTGTAAGGGARAGAATGAGACGAGCTGAGCCAGCAGCAGATGGGGTGG
GAGCAGCATCTCGAGACCTGGAAAAACATGGAGCAATCACAARGTAGCAATACAGCAGCTACCAATGCTGCT
TGTGCCTGGCTAGAAGCACAAGAGGAGGAGGAGGTGGGTTTTCCAGTCACACCTCAGGTACCT TTAAGACC
AATGACTTACAAGGCAGCTGTAGATCTTAGCCACTTTTTAAAAGARAAGGGGGGACTGGAAGGGCTAATTC
ACTCCCAACGAAGACAAGATATCCTTGATCTGTGGATCTACCACACACAAGGCTACTTCCCTGATTGGCAG
AACTACACACCAGGGCCAGGGGTCAGATATCCACTGACCTTTGGATGGTGCTACAAGCTAGTACCAGTTGA
GCCAGATAAGGTAGAAGAGGCCAATAAAGGAGAGAACACCAGCTTGTTACACCCTGTGAGCCTGCATGGAA
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Fig.23 (Cont).

TGGATGACCCTGAGAGAGAAGTGTTAGAGTGGAGGTTTGACAGCCGCCTAGCATTTCATCACGTGGCCCGA
GAGCTGCATCCGGAGTACTTCAAGAACTGCACTAGTGAGCCAGTAGATCCTAGACTAGAGCCCTGGAAGCA
TCCAGGARAGTCAGCCTAAAACTGCTTGTACCAARTTGCTATTGTARRARGTGTTGCTTTCATTGCCARGTTT
GTTTCATAACAGCTGCCTTAGGCATCTCCTATGGCAGGAAGAAGCGGAGACAGCGACGAAGACCTCCTCAR
GGCAGTCAGACTCATCAAGTTTCTCTATCAAAGCAACCCACCTCCCAATCCARAGGGGAGCCGACAGGCCC
GAAGGAATAA (SEQ ID NO: 88}

Secuencia de aminoacidos del inserto:

MKVKETRKNYQHLWRWGTMLLGMLMICSAAEQLWVTVYYGVPVWKEATTTLFCASDAKRYDTEVENVWATH
ACVPTDPNPQEVVLGNVTEY FNMWKNNMVDQOMHEDI ISLWDQSLKPCVKLTPLCVTLDCDDVNTTNSTTTT
SNGWTGEIRKGEIKNCSFNITTSIRDKVQKEYALFYNLOVVPIDDDNATTKNKTTRNFRLIHCNSSVMTQA
CPKVSFEPIPIHYCAPAGFAILKCNNKTFDGKGLCTNVSTVQCTHGIRPVVSTQLLLNGSLRAEEEVVIRSD
NEMDNTKTIIVQLNESVAINCTRPNNNTRKGIHIGPGRAFYAARKIIGDIRQAHCNLSRAQWNNTLKQIVI
KLREHFGNKTIKFNQSSGGDPEIVRHS FNCGGEFFYCDTTQLENS TWNGTEGNNTEGNSTITLPCRIKQII
NMWQEVGKAMYAPPIGGQIRCSSNITGLLLTRDGGTEGNGTENETEI FRPGGGDMRDNWRSELYKYKVVKV
EPLGVAPTRAKRRVVORMGGKWSKSSVVGWPTVRERMRRAEPAADGVGAASRDLEKHGAITSSNTAATNAA
CAWLEAQEEEEVGFPVTPQVPLRPMTYKAAVDLSHFLKEKGGLEGLIHSQRRODILDLWIYHTQGYFPDWQ
NYTPGPGVRYPLTFGWCYKLVPVEPDKVEEANKGENTSLLAPVSLHGMDDPEREVLEWRFDSRLAFHHVAR
ELHPEYFKNCTSEPVDPRLEPWKHPGSQPKTACTNCYCKKCCFHCQVCFITAALGISYGRKKRRQRRRPPQ
GSQTHQVSLSKQPTSQSKGEPTGPKE [SEQ ID NO: B89])
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Fig.24.

PRix7
5795 pbs

4000

gp120co 3q00

Secuencia de ADN del inserto

ATGGGTGGCAAGTGGTCAAAAAGTAGTGTGGTTGGATGGCCTACTGTAAGGGAAAGAATGAGACGAGCTGA
GCCAGCAGCAGATGGGGTGGGAGCAGCATCTCGAGACCTGGAAAAACATGGAGCAATCACAAGTAGCAATA
CAGCAGCTACCAATGCTGCTTGTGCCTGGCTAGAAGCACAAGAGGAGGAGGAGGTGGGTTTTCCAGTCACA
CCTCAGGTACCTTTAAGACCAATGACTTACAAGGCAGCTGTAGATCTTAGCCACTTTTTAAAAGAAAAGGG
GGGACTGGAAGGGCTAATTCACTCCCAACGAAGACAAGATATCCTTGATCTGTGGATCTACCACACACAAG
GCTACTTCCCTGATTGGCAGAACTACACACCAGGGCCAGGGGTCAGATATCCACTGACCTTTGGATGGTGC
TACAAGCTAGTACCAGTTGAGCCAGATAAGGTAGAAGAGGCCAATAAAGGAGAGAACACCAGCTTGTTACA
CCCTGTGAGCCTGCATGGAATGGATGACCCTGAGAGAGAAGTGTTAGAGTGGAGGTTTGACAGCCGCCTAG
CATTTCATCACGTGGCCCGAGAGCTGCATCCGGAGTACTTCAAGAACTGCACTAGTGAGCCAGTAGATCCT
AGACTAGAGCCCTGGAAGCATCCAGGAAGTCAGCCTAAAACTGCTTGTACCAATTGC TATTGTARAAAGTG
TTGCTTTCATTGCCAAGTTTGTTTCATARCAGC TGCCTTAGGCATCTCCTATGGCAGGAAGAAGCGGAGAC
AGCGACGAAGACCTCCTCAAGGCAGTCAGACTCATCAAGT TTCTCTATCAAAGCARCCCACCTCCCAATCC
AAAGGGGAGCCGACAGGCCCGAAGGAAATGAAGGTCAAGGAGACCAGARAGARACTACCAGCATCTGTGGCG
CTGGGGCACCATGCTCCTGGGAATGCTGATGATCTGCTCCGCCGCCGAGCAGCTGTGGGTCACCGTCTACT
ACGGCGTGCCTGTGTGGAARGGAGGCCACGACCACCCTCTTCTGCGCGAGCGACGCCAAGGCCTACGACACG
GAAGTGCATAACGTGTGGGCGACGCATGCTTGCGTGCCTACGGACCCCAARCCCCCAGGAGGTGGTGCTGGG
AAACGTGACCGAGTACTTCAACATGTGGAAGAATAACATGGTGGATCAGATGCACGAGGACATCATCTCTC
TGTGGGACCAGTCCCTGAAGCCCTGCGTGAAGCTGACGCCTCTCTGCGTGACACTGGACTGTGACGACGTC
ARCACCACCAACAGCACTACCACCACCAGCAACGGCTGGACCGGAGAGATTCGGAAGGGCGAGATCAAGAA
CTGCTCCTTCAATATCACGACCTCGATCAGAGACAAGGTGCAGAAGGAATACGCGCTGTTTTATAATCTCG
ATGTGGTCCCCATCGACGACGACAATGCCACCACCAAGAACAAGACGACGCGTAATTTCAGACTCATTCAC
TGCAACAGCAGCGTCATGACGCAGGCCTGCCCCAAGGTGTCCTTCGAACCAATCCCGATCCATTACTGTGC
CCCTGCCGGATTCGCGATCCTCAAGTGTAACAACAAGACCTTCGACGGGAAGGGCCTGTGCACCAACGTCA
GCACGGTGCAGTGCACCCATGGCATCCGCCCCGTCGTGAGCACCCAGCTGCTGCTGARCGGGTCCCTGGET
GAGGAGGAGGTGGTGATCCGGTCGGACAACTTCATGGACAACACCAAGACAATCATCGTCCAGCTGARCGA
GTCTGTGGCGATTAACTGTACCCGGCCTAACAACAACACCCGTAAGGGCATCCACATCGGGCCTGGACGGG
CCTTCTATGCCGCCCGCAAGATCATCGGCGACATCCGGCAGGCCCATTGCARACCTCTCCCGCGCCCAGTGE
AATAACACCCTGRAGCAGATCGTGATCAAGCTGAGAGAGCACTTTGGAAACAAGACCATCAAGTTCAATCA
GAGTTCTGGCGGAGACCCCGAGATCGTGCGGCACTCCTTCARCTGCGGGGGCGAGT TCTTCTACTGCGATA
CGARCACAGCTCTTCAACTCCACCTGGAACGGCACCGAGGGCAACAACACAGAGGGAAACTCCACTATCACC
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Fig.24 (Cont).

CTCCCTTGCCGCATCAAGCAGATCATCAACATGTGGCAGGAGGTGGGARAGGCCATGTATGCCCCCCCCAT
CGGGGGCCAGATCCGCTGCTCCTCCAACATCACCGGCCTGCTGCTCACCAGAGACGGGGGCACCGAGGGCA
ACGGCACGGAGAACGAGACGGAGATCTTCAGGCCCGGCGGCGGCGACATGAGGGATAACTGGCGGAGCGAG
CTGTACAAGTACAAGGTGGTGARGGTGGAGCCGCTCGGCGTGGCCCCCACCCGGGCCARGCGCCGCGTCGT
GCAGAGATGA [SEQ ID NO: 90}

Secuencia de aminoacidos del inserto:
MGGKWSKSSVVGWPTVRERMRRAEPAADGVGAASRDLEKHGAITSSNTAATNAACAWLEAQEEEEVGFEPVT
PQVPLRPMTYKAAVDLSHFLKEKGGLEGLIHSQRRQDILDLWIYHTQGYFPDWQNYTPGPGVRYPLTFGWC
YKLVPVEPDKVEEANKGENTSLLHPVSLHGMDDPEREVLEWRFDSRLAFHHVARELHPEYFKNCTSEPVDP
RLEPWKHPGSQPKTACTNCYCKKCCFHCQVCFITAALGI SYGRKKRRQRRRPPQGSQTHQVSLSKQPTSQS
KGEPTGPKEMKVKETRKNYQHLWRWGTMLLGMLMICSAAEQLWVTVYYGVPVWKEATTTLFCASDAKAYDT
.EVANVWATHACVPTDPNPQEVVLGNVTEY FNMWKNNMVDQMHEDIISLWDQSLKPCVKLTPLCVTLDCDDV
NTTNSTTTTSNGWTGEIRKGEIKNCSFNITTSIRDKVOKEYALFYNLDVVPIDDDNATTKNKTTRNFRLIH
CNSSVMTQACPKVSFEPIPIHYCAPAGFAILKCNNKTFDGKGLCTNVSTVQCTHGIRPVVSTQLLLNGSLA
EEEVVIRSDNFMDNTKTIIVQLNESVAINCTRPNNNTRKGIHIGPGRAFYAARKIIGDIRQAHCNLSRAQW
NNTLKQIVIKLREHFGNKTIKFNQSSGGDPEIVRHSFNCGGEFFYCDTTQLFNS TWNGTEGNNTEGNSTIT
LPCRIKQI INMWQEVGKAMYAPPIGGQIRCSSNITGLLLTRDGGTEGNGTENETEI FRPGGGDMRDNWRSE
LYKYKVVKVEPLGVAPTRAKRRVVQR [SEQ ID NO: 91}
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KanR (Tng03)

1000~

pRix8

GpA 5603 pbs CMV pro

Secuencia de ADN del inserto

ATGGTGGGTTTTCCAGTCACACCTCAGGTACCTTTAAGACCAATGACTTACAAGGCAGCTGTAGATCTTAG
CCACTTTTTAAAAGRARAGGGGGGACTGGAAGGGCTAATTCACTCCCAACGAAGACAAGATATCCTTGATC
TGTGGATCTACCACACACAAGGCTACTTCCCTGATTGGCAGARCTACACACCAGGGCCAGGGGTCAGATAT
CCACTGACCTTTGGATGGTGCTACAAGCTAGTACCAGTTGAGCCAGATAAGGTAGAAGAGGCCAATAARGG
AGAGAACACCAGCTTGTTACACCCTGTGAGCCTGCATGGAATGGATGACCCTGAGAGAGAAGTGTTAGAGT
GGAGGTTTGACAGCCGCCTAGCATTTCATCACGTGGCCCGAGAGCTGCATCCGGAGTACTTCARGAACTGC
ACTAGTGAGCCAGTAGATCCTAGACTAGAGCCCTGGARAGCATCCAGGAAGTCAGCCTAAAACTGCTTGTAC
CAATTGCTATTGTAAAAAGTGTTGCTTTCATTGCCAAGTTTGTTTCATAACAGCTGCCTTAGGCATCTCCT
ATGGCAGGAAGAAGCGGAGACAGCGACGAAGACCTCCTCAAGGCAGTCAGACTCATCAAGTTTCTCTATCA
AAGCAACCCACCTCCCAATCCAAAGGGGAGCCGACAGGCCCGARAGGARAATGAAGGTCAAGGAGACCAGAAA
GAACTACCAGCATCTGTGGCGCTGGGGCACCATGCTCCTGGGAATGCTGATGATCTGCTCCGCCGCCGAGC
AGCTGTGGGTCACCGTCTACTACGGCGTGCCTGTGTGGAAGGAGGCCACGACCACCCTCTTCTGCGCGAGC
GACGCCAAGGCCTACGACACGGAAGTGCATAACGTGTGGGCGACGCATGCTTGCGTGCCTACGGACCCCAA
CCCCCAGGAGGTGGTGCTGGGAAACGTGACCGAGTACTTCAACATGTGGAAGAATAACATGGTGGATCAGA
TGCACGAGGACATCATCTCTCTGTGGGACCAGTCCCTGAAGCCCTGCGTGARAGCTGACGCCTCTCTGCGTG
ACACTGGACTGTGACGACGTCAACACCACCAACAGCACTACCACCACCAGCAACGGCTGGACCGGAGAGAT
TCGGAAGGGCGAGATCAAGAACTGCTCCTTCAATATCACGACCTCGATCAGAGACAAGGTGCAGAAGGAAT
ACGCGCTGTTTTATAATCTCGATGTGGTCCCCATCGACGACGACAATGCCACCACCAAGARCAAGACGACG
CGTAATTTCAGACTCATTCACTGCAACAGCAGCGTCATGACGCAGGCCTGCCCCAAGGTGTCCTTCGAACC
AATCCCGATCCATTACTGTGCCCCTGCCGGATTCGCGATCCTCAAGTGTAACAACAAGACCTTCGACGGGA
AGGGCCTGTGCACCAACGTCAGCACGGTGCAGTGCACCCATGGCATCCGCCCCGTCGTGAGCACCCAGCTG
CTGCTGAACGGGTCCCTGGCTGAGGAGGAGGTGGTGATCCGGTCGGACAACTTCATGGACAACACCAAGAC
AATCATCGTCCAGCTGAACGAGTCTGTGGCGATTAACTGTACCCGGCCTAACAACARCACCCGTAAGGGCA
TCCACATCGGGCCTGGACGGGCCTTCTATGCCGCCCGCAAGATCATCGGCGACATCCGGCAGGCCCATTGC
AACCTCTCCCGCGCCCAGTGGAATAACACCCTGAAGCAGATCGTGATCAAGCTGAGAGAGCACTTTGGAAA
CAAGACCATCAAGTTCAATCAGAGTTCTGGCGGAGACCCCGAGATCGTGCGGCACTCCTTCAACTGCGGGG
GCGAGTTCTTCTACTGCGATACGACACAGCTCTTCAACTCCACCTGGAACGGCACCGAGGGCAACAACACA
GAGGGAAACTCCACTATCACCCTCCCTTGCCGCATCAAGCAGATCATCAACATGTGGCAGGAGGTGGGAAA
GGCCATGTATGCCCCCCCCATCGGGGGCCAGATCCGCTGCTCCTCCAACATCACCGGCCTGCTGCTCACCA
GAGACGGGGGCACCGAGGGCARCGGCACGGAGAACGAGACGGAGATCTTCAGGCCCGGCGGCGGCGACATG
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Fig.25 (Cont).

AGGGATAACTGGCGGAGCGAGCTGTACAAGTACARAGGTGGTGAAGGTGGAGCCGCTCGGCGTGGCCCCCAC
CCGGGCCAAGCGCCGCGTCGTGCAGAGATGA [SEQ ID NO: 92)

Secuencia de aminoacidos del inserto:

MVGFPVTPQVPLRPMTYKAAVDLSHFLKEKGGLEGLIHSQRRQDILDLWIYHTQGYFPDWONYTPGPGVRY
PLTFGWCYKLVPVEPDKVEEANKGENTSLLHPVSLHGMDDPEREVLEWRFDOSRLAFHHVARELHPEYFKNC
TSEPVDPRLEPWKHPGSQPKTACTNCYCKKCCFHCQVCFITAALGISYGRKKRRQRRRPPQGSQTHQVSLS
KQPTSQSKGEPTGPKEMKVKETRKNYOHLWRWGTMLLGMLMICSAREQLWVTVYYGVPVWKEATTTLFCAS
DAKAYDTEVHNVWATHACVPTDPNPQEVVLGNVTEY FNMWKNNMVDQMHEDIISLWDQSLKPCVKLTPLCV
TLDCDDVNTTNSTTTTSNGWTGEIRKGEIKNCSEFNITTSIRDKVQKEYALFYNLDVVPIDDDNATTKNKTT
RNFRLIHCNSSVMTQACPKVSFEPIPIHYCAPAGFAILKCNNKTFDGKGLCTNVSTVQCTHGIRPVVSTQL
LLNGSLAEEEVVIRSDNFMDNTKTIIVQLNESVAINCTRPNNNTRKGIHIGPGRAFYAARRKI IGDIRQARC
NLSRAQWNNTLKQIVIKLREHFGNKTIKFNQSSGGDPEIVRHSENCGGEFFYCDTTQLFNSTWNGTEGNNT
EGNSTITLPCRIKQIINMWQEVGKAMYAPPIGGQIRCSSNITGLLLTRDGGTEGNGTENETEI FRPGGGDM
RDNWRSELYKYKVVKVEPLGVAPTRAKRRVVQR [SEQ ID NO: 93]
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KanR (Tn903

1000~

pRix11

rGpA 5603 pbs CMV pro

Secuencia de ADN del inserto
Secuencia de aminodacidos del inserto

MKVKETRKNYQHLWRWGTMLLGMLMICSAAREQLWVTVYYGVPVWKEATTTLFCASDAKAY DTEVHNVWATH
ACVPTDPNPQEVVLGNVTEY FNMWKNNMVDQMHEDI ISLWDQSLKPCVKLTPLCVTLDCDDVNTTNSTTTT
SNGWTGEIRKGEIKNCSFNITTSIRDKVQKEYALFYNLDVVPIDDDNATTKNKTTRNFRLIHCNSSVMTQA
CPKVSFEPIPIHYCAPAGFAILKCNNKTFDGKGLCTNVSTVQCTHGIRPVVSTQLLLNGSLAEEEVVIRSD
NFMDNTKTIIVQLNESVAINCTRPNNNTRKGIHIGPGRAFYAARKIIGDIRQAHCNLSRAQWNNTLKQIVI
KLREHFGNKTIKFNQSSGGDPEIVRHSFNCGGEFFYCDTTQLEFNSTWNGTEGNNTEGNSTITLPCRIKQI L
NMWQEVGKAMYAPPIGGQIRCSSNITGLLLTRDGGTEGNGTENETEI FRPGGGDMRDNWRSELYKYKVVKV
EPLGVAPTRAKRRVVQORMVGFPVTPQVPLRPMTYKAAVDLSHFLKEKGGLEGLIHSQRRQDILDLWIYHTQ
GYFPDWONYTPGPGVRYPLTFGWCYKLVPVEPDKVEEANKGENTSLLHPVSLHGMDDPEREVLEWRFDSRL
AFHHVARELHPEYFKNCTSEPVDPRLEPWKHPGSQPKTACTNCYCKKCCFHCQVCFITAALGISYGRKKRR
QRRRPPQGSQTHQVSLSKQPTSQSKGEPTGPKE [SEQ ID NO: 94)
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Fig.27.

pRix30

pRix30

5342 pr CMV pro

2000 gy

Secuencia de ADN del inserto

ATGAAGGTCAAGGAGACCAGAAAGRACTACCAGCATCTGTGGCGCTGGGGCACCATGCTCCTGGGAATGCT
GATGATCTGCTCCGCCGCCGAGCAGCTGTGGGTCACCGTCTACTACGGCGTGCCTGTGTGGAAGGAGGCCA
' CGACCACCCTCTTCTGCGCGAGCGACGCCAAGGCCTACGACACGGAAGTGCATAACGTGTGGGCGACGCAT
GCTTGCGTGCCTACGGACCCCARCCCCCAGGAGGTGGTGCTGGGAAACGTGACCGAGTACTTCAACATGTG
GARAGAATAACATGGTGGATCAGATGCACGAGGACATCATCTCTCTGTGGGACCAGTCCCTGAAGCCCTGCG
TGAAGCTGACGCCTCTCTGCGTGACACTGGACTGTGACGACGTCARCACCACCARCAGCACTACCACCACC
AGCAACGGCTGGACCGGAGAGATTCGGAAGGGCGAGATCARGAACTGCTCCTTCAATATCACGACCTCGAT
CAGAGACAAGGTGCAGAAGGAARTACGCGCTGTTTTATARTCTCGATGTGGTCCCCATCGACGACGACAATG
CCACCACCAAGAACAAGACGACGCGTAATTTCAGACTCATTCACTGCARCAGCAGCGTCATGACGCAGGCC
TGCCCCAAGGTGTCCTTCGAACCAATCCCGATCCATTACTGTGCCCCTGCCGGATTCGCGATCCTCAAGTG -
TAACAACAAGACCTTCGACGGGAAGGGCCTGTGCACCAACGTCAGCACGGTGCAGTGCACCCATGGCATCC
GCCCCGTCGTGAGCACCCAGCTGCTGCTGARCGGGTCCCTGGCTGAGGAGGAGGTGGTGATCCGGTCGGAC
AACTTCATGGACAACACCAAGACAATCATCGTCCAGCTGAACGAGTCTGTGGCGATTAACTGTACCCGGCC
TARCAACAACACCCGTAARGGGCATCCACATCGGGCCTGGACGGGCCTTCTATGCCGCCCGCAAGATCATCG
GCGACATCCGGCAGGCCCATTGCAACCTCTCCCGCGCCCAGTGGAATAACACCCTGAAGCAGATCGTGATC
AAGCTGAGAGAGCACTTTGGAAACAAGACCATCAARGTTCAATCAGAGT TCTGGCGGAGACCCCGAGATCGT
GCGGCACTCCTTCAACTGCGGGGGCGAGT TCTTCTACTGCGATACGACACAGCTCTTCAACTCCACCTGGA
ACGGCACCGAGGGCARCAACACAGAGGGAARCTCCACTATCACCCTCCCTTGCCGCATCARGCAGATCATC
RACATGTGGCAGGAGGTGGGARAGGCCATGTATGCCCCCCCCATCGGGGGCCAGATCCGCTGCTCCTCCAA
CATCACCGGCCTGCTGCTCACCAGAGACGGGGGCACCGAGGGCAACGGCACGGAGAACGAGACGGAGATCT
TCAGGCCCGGCGGCGGCGACATGAGGGATAACT GGCGGAGCGAGCTGTACARGTACAAGGTGGTGAAGGTG
GAGCCGCTCGGCGTGGCCCCCACCCGGGCCARGCGCCGCGTCGTGCAGAGAATGGTGGGTTTTCCAGTCAC
ACCTCAGGTACCTTTAAGACCAATGACTTACAAGGCAGCTGTAGATCTTAGCCACTTTTTAAARGAARAAGG
GGGGACTGGAAGGGCTAATTCACTCCCARCGAAGACARGATATCCTTGATCTGTGGATCTACCACACACAR
GGCTACTTCCCTGATTGGCAGRACTACACACCAGGGCCAGGGGTCAGATATCCACTGACCTTTGGATGGTG
CTACAAGCTAGTACCAGTTGAGCCAGATAAGGTAGAAGAGGCCARTAAAGGAGAGAACACCAGCTTGTTAC
ACCCTGTGAGCCTGCATGGAATGGATGACCCTGAGAGAGAAGTGTTAGAGTGGAGGTTTGACAGCCGCCTA
GCATTTCATCACGTGGCCCGAGAGCTGCATCCGGAGTACTTCAAGAACTGCTAR [SEQ ID NO: 95]
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Fig.27 (Cont).

Secuencia de aminoacidos del inserto:

MKVKETRKNYQHLWRWGTMLLGMLMICSAREQLWVTVYYGVPVWKEATTTLFCASDAKAYDTEVHNVWATH
ACVPTDPNPQEVVLGNVTEY FNMWKNNMVDQMHEDI I SLWDQSLKPCVKLTPLCVTLDCDDVNTTNSTTTT
SNGWTGEIRKGEIKNCSFNITTSIRDKVQKEYALFYNLDVVPIDDDNATTKNKTTRNFRLIHCNSSVMTQA
CPKVSFEPIPIHYCAPAGFAILKCNNKTFDGKGLCTNVSTVQCTHGIRPVVSTQLLLNGSLAEEEVVIRSD
NFMDNTKTIIVQLNESVAINCTRPNNNTRKGIHIGPGRAFYAARKIIGDIRQAHCNLSRAQWNNTLKQIVT
KLREHFGNKTIKFNQSSGGDPEIVRHSFNCGGEFFYCDTTQLFNSTWNGTEGNNTEGNSTITLPCRIKQI I
NMWOEVGKAMYAPPIGGQIRCSSNITGLLLTRDGGTEGNGTENETEI FRPGGGDMRDNWRSELYKYKVVKV
EPLGVAPTRAKRRVVQRMVGEPVTPQVPLRPMTYKAAVDLSHFLKEKGGLEGLIHSQRRQDILDLWIYHTQ
GYFPDWONYTPGPGVRYPLTFGWCYKLVPVEPDKVEEANKGENTSLLHPVSLHGMDDPEREVLEWRFDSRL
AFHHVARELHPEYFKNC ([SEQ ID NO: 86)
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Secuencia de ADN del inserto

ATGAAGGTCAAGGAGACCAGAAAGARCTACCAGCATCTGTGGCGCTGGGGCACCATGCTCCTGGGAATGCT
GATGATCTGCTCCGCCGCCGAGCAGCTGTGGGTCACCGTCTACTACGGCGTGCCTGTGTGGARGGAGGCCA
CGACCACCCTCTTCTGCGCGAGCGACGCCAAGGCCTACGACACGGAAGTGCATAACGTGTGGGCGACGCAT
GCTTGCGTGCCTACGGACCCCAACCCCCAGGAGGTGGTGCTGGGAAACGTGACCGAGTACTTCAACATGTG
GAAGAATAACATGGTGGATCAGATGCACGAGGACATCATCTCTCTGTGGGACCAGTCCCTGAAGCCCTGCG
TGAAGCTGACGCCTCTCTGCGTGACACTGGACTGTGACGACGTCAACACCACCAACAGCACTACCACCACC
AGCAACGGCTGGACCGGAGAGATTCGGAAGGGCGAGATCAAGAACTGCTCCTTCAATATCACGACCTCGAT
CAGAGACAAGGTGCAGAAGGAATACGCGCTGTTTTATAATCTCGATGTGGTCCCCATCGACGACGACAATG
CCACCACCAAGAACARGACGACGCGTAATTTCAGACTCATTCACTGCAACAGCAGCGTCATGACGCAGGCC
TGCCCCAAGGTGTCCTTCGAACCAATCCCGATCCATTACTGTGCCCCTGCCGGATTCGCGATCCTCAAGTG
TAACAACAAGACCTTCGACGGGAAGGGCCTGTGCACCAACGTCAGCACGGTGCAGTGCACCCATGGCATCC
GCCCCGTCGTGAGCACCCAGCTGCTGCTGAARCGGGTCCCTGGCTGAGGAGGAGGTGGTGATCCGGTCGGAC
ARCTTCATGGACAACACCAAGACAATCATCGTCCAGCTGRACGAGTCTGTGGCGATTAACTGTACCCGGCC
TAACAACAACACCCGTAAGGGCATCCACATCGGGCCTGGACGGGCCTTCTATGCCGCCCGCAAGATCATCG
GCGACATCCGGCAGGCCCATTGCAACCTCTCCCGCGCCCAGTGGAATARCACCCTGAAGCAGATCGTGATC
AAGCTGAGAGAGCACTTTGGAAACAAGACCATCARGTTCARTCAGAGT TCTGGCGGAGACCCCGAGATCGT
GCGGCACTCCTTCAACTGCGGGGGCGAGTTCTTCTACTGCGATACGACACAGCTCTTCAACTCCACCTGGA
ACGGCACCGAGGGCARCAACACAGAGGGARACTCCACTATCACCCTCCCTTGCCGCATCARGCAGATCATC
ARCATGTGGCAGGAGGTGGGAAAGGCCATGTATGCCCCCCCCATCGGGGGCCAGATCCGCTGCTCCTCCAA
CATCACCGGCCTGCTGCTCACCAGAGACGGGGGCACCGAGGGCAACGGCACGGAGAACGAGACGGAGATCT
TCAGGCCCGGCGGCGGCGACATGAGGGATAACTGGCGGAGCGAGCTGTACAAGTACAAGGTGGTGAAGGTG
GAGCCGCTCGGCGTGGCCCCCACCCGGGCCAAGCGCCGCGTCGTGCAGAGAATGGGTGCCCGAGCTTCGGT
ACTGTCTGGTGGAGAGCTGGACAGATGGGAGAAAATTAGGCTGCGCCCGGGAGGCARARAGARATACAAGC
TCAAGCATATCGTGTGGGCCTCGAGGGAGCTTGAACGGTTTGCCGTGAACCCAGGCCTGCTGGAAACATCT
GAGGGATGTCGCCAGATCCTGGGGCAATTGCAGCCATCCCTCCAGACCGGGAGTGAAGAGCTGAGGTCCTT
GTATAACACAGTGGCTACCCTCTACTGCGTACACCAGAGGATCGAGATTARGGATACCAAGGAGGCCTTGG
ACAAAATTGAGGAGGAGCAARARCAAGAGCAAGAAGAAGGCCCAGCAGGCAGCTGCTGACACTGGGCATAGC
AACCAGGTATCACAGAACTATCCTATTGTCCAAARCATTCAGGGCCAGATGGTTCATCAGGCCATCAGCCC
CCGGACGCTCARTGCCTGGGTGARGGTTGTCGAAGAGAAGGCCTTTTCTCCTGAGGTTATCCCCATGTTCT
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Fig.28 (Cont).

CCGCTTTGAGTGAGGGGGCCACTCCTCAGGACCTCAATACAATGCTTAATACCGTGGGCGGCCATCAGGCC
GCCATGCAAATGTTGAAGGAGACTATCAACGAGGAGGCAGCCGAGTGGGACAGAGTGCATCCCGTCCACGC
TGGCCCAATCGCGCCCGGACAGATGCGGGAGCCTCGCGGCTCTGACATTGCCGGCACCACCTCTACACTGC
AAGAGCAAATCGGATGGATGACCAACAATCCTCCCATCCCAGTTGGAGAAATCTATAAACGGTGGATCATT
CTCGGTCTCAATAAAATTGTTAGAATGTACTCTCCGACATCCATCCTTGACATTAGACAGGGACCCAAAGA
GCCTTTTAGGGATTACGTCGACCGGTTTTATAAGACCCTGCGAGCAGAGCAGGCCTCTCAGGAGGTCRAAA
ACTGGATGACGGAGACACTCCTGGTACAGAACGCTAACCCCGACTGCAAAACAATCTTGAAGGCACTAGGC
CCGGCTGCCACCCTGGAAGAGATGATGACCGCCTGTCAGGGAGTAGGCGGACCCGGACACAAAGCCAGAGT
GTTGATGGTGGGTTTTCCAGTCACACCTCAGGTACCTTTAAGACCAATGACTTACAAGGCAGCTGTAGATC
TTAGCCACTTTTTAAAAGAAAAGGGGGGACTGGAAGGGCTAATTCACTCCCAAAGAAGACAAGATATCCTT
GATCTGTGGATCTACCACACACAAGGCTACTTCCCTGATTGGCAGAACTACACACCAGGGCCAGGGGTCAG
ATATCCACTGACCTTTGGATGGTGCTACAAGCTAGTACCAGTTGAGCCAGATAAGGTAGAAGAGGCCAATA
AAGGAGAGAACACCAGCTTGTTACACCCTGTGAGCCTGCATGGGATGGATGACCCGGAGAGAGAAGTGTTA
GAGTGGAGGTTTGACAGCCGCCTAGCATTTCATCACGTGGCCCGAGAGCTGCATCCGGAGTACTTCAAGAA
CTGCTGA [SEQ ID NO: 97]

Secuencia de aminoacidos del inserto:

MKVKETRKNYQHLWRWGTMLLGMLMICSARAEQLWVTVYYGVPVWKEATTTLFCASDAKAYDTEVHNVWATH
ACVPTDPNPQEVVLGNVTEYFNMWKNNMVDQMHEDI I SLWDQSLKPCVKLTPLCVTLDCDDVNTTNSTTTT
SNGWTGEIRKGEIKNCSFNITTSIRDKVQKEYALFYNLDVVPIDDDNATTKNKTTRNFRLIHCNSSVMTQA
CPKVSFEPIPIHYCAPAGFAILKCNNKTFDGKGLCTNVSTVQCTHGIRPVVSTQLLLNGSLAEEEVVIRSD
NFMONTKTIIVQLNESVAINCTRPNNNTRKGIHIGPGRAFYAARKIIGDIRQAHCNLSRAQWNNTLKQIVI
KLREHFGNKTIKFNQSSGGDPEIVRHS FNCGGEFFYCDTTQLFNSTWNGTEGNNTEGNSTITLPCRIKQII
NMWQEVGKAMYAPPIGGQIRCSSNITGLLLTRDGGTEGNGTENETEI FRPGGGDMRDNWRSELYKYKVVKV
EPLGVAPTRAKRRVVQRMGARASVLSGGELDRWEKIRLRPGGKKKYKLKHIVWASRELERFAVNPGLLETS
EGCRQILGOLQOPSLQTGSEELRSLYNTVATLYCVHQRIEIKDTKEALDKIEEEQNKSKKKAQQAAADTGHS
NQVSQNYPIVONIQGOMVHQAISPRTLNAWVKVVEEKAFSPEVIPMFSALSEGATPQDLNTMLNTVGGHOA
AMOMLKET INEEAAEWDRVHPVHAGPIAPGQMREPRGSDIAGTTS TLQEQIGWMTNNPPIPVGEIYKRWI I
LGLNKIVRMYSPTSILDIRQGPKEPFRDYVDRFYKTLRAEQASQEVKNWMTE TLLVONANPDCKTI LKALG
PAATLEEMMTACQGVGGPGHKARVLMVGFPVTPQVPLRPMTYKAAVDLSHFLKEKGGLEGLIHSQRRQDIL
DLWIYHTQGYFPDWONYTPGPGVRYPLTFGWCYKLVPVEPDKVEEANKGENTSLLHPVSLHGMDDPEREVL
EWRFDSRLAFHHVARELHPEYFKNC [SEQ ID NO: 98]}
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Secuencia de ADN del inserto

ATGAAGGTCAAGGAGACCAGARAAGAACTACCAGCATCTGTGGCGCTGGGGCACCATGCTCCTGGGARATGCT
GATGATCTGCTCCGCCGCCGAGCAGCTGTGGGTCACCGTCTACTACGGCGTGCCTGTGTGGAAGGAGGCCA
CGACCACCCTCTTCTGCGCGAGCGACGCCAAGGCCTACGACACGGARGTGCATARCGTGTGGGCGACGCAT
GCTTGCGTGCCTACGGACCCCAACCCCCAGGAGGTGGTGCTGGGAAACGTGACCGAGTACTTCAACATGTG
GAAGAATAACATGGTGGATCAGATGCACGAGGACATCATCTCTCTGTGGGACCAGTCCCTGAAGCCCTGCG
TGAAGCTGACGCCTCTCTGCGTGACACTGGACTGTGACGACGTCAACACCACCAACAGCACTACCACCACC
AGCAACGGCTGGACCGGAGAGATTCGGAAGGGCGAGATCAAGAACTGCTCCTTCAATATCACGACCTCGAT
CAGAGACRAGGTGCAGAAGGRATACGCGCTGTTTTATAATCTCGATGTGGTCCCCATCGACGACGACAATG
CCACCRCCAAGAACRAGACGACGCGTAATTTCAGACTCATTCACTGCAACAGCAGCGTCATGACGCAGGCC
TGCCCCAAGGTGTCCTTCGAACCAATCCCGATCCATTACTGTGCCCCTGCCGGATTCGCGATCCTCAAGTG
TAACAACAAGACCTTCGACGGGAAGGGCCTGTGCACCAACGTCAGCACGGTGCAGTGCACCCATGGCATCC
GCCCCGTCGTGAGCACCCAGCTGCTGCTGAACGGGTCCCTGGCTGAGGAGGAGGTGGTGATCCGGTCGGAC
AACTTCATGGACAACACCAAGACAATCATCGTCCAGCTGAACGAGTCTGTGGCGATTAARCTGTACCCGGCC
TAACAACAACACCCGTAAGGGCATCCACATCGGGCCTGGACGGGCCTTCTATGCCGCCCGCAAGATCATCG
GCGACATCCGGCAGGCCCATTGCAACCTCTCCCGCGCCCAGTGGAATAACACCCTGAAGCAGATCGTGATC
AAGCTGAGAGAGCACTTTGGAAACAAGACCATCAAGTTCAATCAGAGTTCTGGCGGAGACCCCGAGATCGT
GCGGCACTCCTTCAACTGCGGGGGCGAGTTCTTCTACTGCGATACGACACAGCTCTTCAACTCCACCTGGA
ACGGCACCGAGGGCAACAACACAGAGGGARACTCCACTATCACCCTCCCTTGCCGCATCAAGCAGATCATC
ARCATGTGGCAGGAGGTGGGRAAGGCCATGTATGCCCCCCCCATCGGGGGCCAGATCCGCTGCTCCTCCARA
CATCACCGGCCTGCTGCTCACCAGAGACGGGGGCACCGAGGGCAACGGCACGGAGAACGAGACGGAGATCT
TCAGGCCCGGCGGCGGCGACATGAGGGATARCTGGCGGAGCGAGCTGTACAAGTACARGGTGGTGAAGGTG
GAGCCGCTCGGCGTGGCCCCCACCCGGGCCAAGCGCCGCGTCGTGCAGAGAATGGGTGCCCGAGCTTCGGT
ACTGTCTGGTGGAGAGCTGGACAGATGGGAGAAARTTAGGCTGCGCCCGGGAGGCAAAAAGARATACAAGC
TCAAGCATATCGTGTGGGCCTCGAGGGAGCTTGARCGGTTTGCCGTGAACCCAGGCCTGCTGGARRCATCT
GAGGGATGTCGCCAGATCCTGGGGCAATTGCAGCCATCCCTCCAGACCGGGAGTGAAGAGCTGAGGTCCTT
GTATAACACAGTGGCTACCCTCTACTGCGTACACCAGAGGATCGAGATTAAGGATACCAAGGAGGCCTTGG
ACAAAATTGAGGAGGAGCAAAACAAGAGCAAGAAGAAGGCCCAGCAGGCAGCTGCTGACACTGGGCATAGC
AACCAGGTATCACAGAACTATCCTATTGTCCAARACATTCAGGGCCAGATGGTTCATCAGGCCATCAGCCC
CCGGRCGCTCARTGCCTGGGTGAAGGTTGTCGAARGAGAAGGCCTTTTCTCCTGAGGTTATCCCCATGTTCT
CCGCTTTGAGTGAGGGGGCCACTCCTCRAGGACCTCAATACAATGCTTAATACCGTGGGCGGCCATCAGGCC
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Fig.29 (Cont).

GCCATGCARATGTTGAAGGAGACTATCARCGAGGAGGCAGCCGAGTGGGACAGAGTGCATCCCGTCCACGC
TGGCCCAATCGCGCCCGGACAGATGCGGGAGCCTCGCGGCTCTGACATTGCCGGCACCACCTCTACACTGC
AAGAGCAAATCGGATGGATGACCAACAATCCTCCCATCCCAGTTGGAGAAATCTATAAACGGTGGATCATT
CTCGGTCTCAATAAAATTGTTAGAARTGTACTCTCCGACATCCATCCTTGACATTAGACAGGGACCCAAAGA
GCCTTTTAGGGATTACGTCGACCGGTTTTATAAGACCCTGCGAGCAGAGCAGGCCTCTCAGGAGGTCAARA
ACTGGATGACGGAGACACTCCTGGTACAGAACGCTAACCCCGACTGCARAACAATCTTGAAGGCACTAGGC
CCGGCTGCCACCCTGGARGAGATGATGACCGCCTGTCAGGGAGTAGGCGGACCCGGACACAARGCCAGAGT
GTTGATGGTGGGTTTTCCAGTCACACCTCAGGTACCTTTAAGACCAATGACTTACAAGGCAGCTGTAGATC
TTAGCCACTTTTTAAAARGAARAAGGGGGGACTGGAAGGGCTAATTCACTCCCAACGAAGACAAGATATCCTT
GATCTGTGGATCTACCACACACAAGGCTACTTCCCTGATTGGCAGAACTACACACCAGGGCCAGGGGTCAG
ATATCCACTGACCTTTGGATGGTGCTACAAGCTAGTACCAGTTGAGCCAGATAAGGTAGAAGAGGCCAATA
AAGGAGAGAACACCAGCTTGTTACACCCTGTGAGCCTGCATGGAATGGATGACCCTGAGAGAGAAGTGTTA
GAGTGGAGGTTTGACAGCCGCCTAGCATTTCATCACGTGGCCCGAGAGCTGCATCCGGAGTACTTCAAGAA
CTGCACTAGTGAGCCAGTAGATCCTAGACTAGAGCCCTGGAAGCATCCAGGAAGTCAGCCTAARACTGCTT
GTACCAATTGCTATTGTAAAAAGTGTTGCTTTCAT TGCCARGTTTGTTTCATAACAGCTGCCTTAGGCATC
TCCTATGGCAGGAAGAAGCGGAGACAGCGACGAARGACCTCCTCAAGGCAGTCAGACTCATCAAGT TTCTCT
ATCAARAGCAACCCACCTCCCAATCCAAAGGGGAGCCGRCAGGCCCGAAGGAATAA [SEQ ID NO: 99])

Secuencia de aminoacidos del inserto:

MKVKETRKNYQHLWRWGTMLLGMLMICSAAEQLWVTVYYGVPVWKEATTTLFCASDAKAYDTEVHNVWATH
ACVPTDPNPQEVVLGNVTEY FNMWINNMVDOMHEDI I SLWDQSLKPCVKLTPLCVTLDCDDVNTTNSTTTT
SNGWTGEIRKGEIKNCSENITTSIRDKVQKEYALFYNLDVVPIDDDNATTKNKTTRNFRLIHCNSSVMTQA
CPKVSFEPIPIHYCAPAGFAILKCNNKTEDGKGLCTNVSTVQCTHGIRPVVSTQLLLNGSLAEEEVVIRSD
NEMDNTKTIIVQLNESVAINCTRPNNNTRKGIHIGPGRAFYAARKIIGDIRQAHCNLSRAQWNNTLKQIVI
KLREHFGNKTIKENQSSGGDPEIVRHSFNCGGEFFYCDTTQLFNSTWNGTEGNNTEGNSTITLPCRIKQII
NMWQEVGKAMYAPPIGGQIRCSSNITGLLLTRDGGTEGNGTENETEI FRPGGGDMRDNWRSELYKYKVVKV
EPLGVAPTRAKRRVVORMGARASVLSGGE LDRWEKIRLRPGGKKKYKLKRIVWASRELERFAVNPGLLETS
EGCRQILGQLOPSLQTGSEELRSLYNTVATLYCVHQRIEIKDTKEALDKIEEEQNKSKKKAQQAAADTGHS
NQVSONYPIVQONIQGOMVHQOAISPRTLNAWVKVVEEKAFSPEVI PMFSALSEGATPQDLNTMLNTVGGHQA
AMQMLKETINEEAAREWDRVHPVHAGPIAPGOMREPRGSDIAGTTSTLOQEQIGWMTNNPPIPVGEI YKRWI I
LGLNKIVRMYSPTSILDIRQGPKEPFRDYVDRFYKTLRAEQASQEVKNWMTETLLVQNANPDCKTILKALG
PAATLEEMMTACQGVGGPGHKARVLMVGFPVTPQVPLRPMTYKAAVDLSHFLKEKGGLEGLIHSQRRODIL
DLWIYHTQGYFPDWQNYTPGPGVRYPLTFGWCYKLVPVEPDKVEEANKGENTSLLHPVSLHGMDDPEREVL
EWRFDSRLAFHHVARELHPEYFKNCTSEPVDPRLE PWKHPGSQPKTACTNCYCKKCCFHCQVCFITAALGI
SYGRKKRRQRRRPPQGSQTHQVSLSKQPTSQSKGEPTGPKE (SEQ ID NO: 100])
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Secuencia de ADN del inserto

ATGAAGGTCAAGGAGACCAGARAGAACTACCAGCATCTGTGGCGCTGGGGCACCATGCTCCTGGGAATGCT
GATGATCTGCTCCGCCGCCGAGCAGCTGTGGGTCACCGTCTACTACGGCGTGCCTGTGTGGAAGGAGGCCA
CGACCACCCTCTTCTGCGCGAGCGACGCCAAGGCCTACGACACGGAAGTGCATAACGTGTGGGCGACGCAT
GCTTGCGTGCCTACGGACCCCAACCCCCAGGAGGTGGTGCTGGGAAACGTGACCGAGTACTTCAACATGTG
GAAGAATAACATGGTGGATCAGATGCACGAGGACATCATCTCTCTGTGGGACCAGTCCCTGAAGCCCTGCG
TGAAGCTGACGCCTCTCTGCGTGACACTGGACTGTGACGACGTCAACACCACCAACAGCACTACCACCACC
AGCAACGGCTGGACCGGAGAGATTCGGAAGGGCGAGATCAAGRACTGCTCCTTCAATATCACGACCTCGAT
CAGAGACAAGGTGCAGAAGGAATACGCGCTGTTTTATAATCTCGATGTGGTCCCCATCGACGACGACAATG
CCACCACCARGAACAAGACGACGCGTAATTTCAGACTCATTCACTGCABRCAGCAGCGTCATGACGCAGGCC
TGCCCCAAGGTGTCCTTCGAACCAATCCCGATCCATTACTGTGCCCCTGCCGGATTCGCGATCCTCAAGTG
TARACAACARGACCTTCGACGGGARGGGCCTGTGCACCAACGTCAGCACGGTGCAGTGCACCCATGGCATCC
GCCCCGTCGTGAGCACCCAGCTGCTGCTGAACGGGTCCCTGGCTGAGGAGGAGGTGGTGATCCGGTCGGAC
AACTTCATGGACAACACCAAGACAATCATCGTCCAGCTGAACGAGTCTGTGGCGATTAACTGTACCCGGCC
TAACAACAACACCCGTAAGGGCATCCACATCGGGCC TGGACGGGCCTTCTATGCCGCCCGCAAGATCATCG
GCGACATCCGGCAGGCCCATTGCAACCTCTCCCGCGCCCAGTGGAATAACACCCTGAAGCAGATCGTGATC
AAGCTGAGAGAGCACTTTGGAAACAAGACCATCAAGTTCAATCAGAGTTCTGGCGGAGACCCCGAGATCGT
GCGGCACTCCTTCAACTGCGGGGGCGAGTTCTTCTACTGCGATACGACACAGCTCTTCAACTCCACCTGGA
ACGGCACCGAGGGCARCAACACAGAGGGAAACTCCACTATCACCCTCCCTTGCCGCATCAAGCAGATCATC
AACATGTGGCAGGAGGTGGGARAGGCCATGTATGCCCCCCCCATCGGGGGCCAGATCCGCTGCTCCTCCAR
CATCACCGGCCTGCTGCTCACCAGAGACGGGGGCACCGAGGGCAACGGCACGGAGARCGAGACGGAGATCT
TCAGGCCCGGCGGCGGCGACATGAGGGATAAC TGGCGGAGCGAGCTGTACAAGTACAAGGTGGTGAAGGTG
GAGCCGCTCGGCGTGGCCCCCACCCGGGCCARGCGCCGCGTCGTGCAGAGAATGGGTGCCCGAGCTTCGGT
ACTGTCTGGTGGAGAGCTGGACAGATGGGAGAAAARTTAGGCTGCGCCCGGGAGGCARARAGAAATACAAGC
TCAAGCATATCGTGTGGGCCTCGAGGGAGCTTGAACGGTTTGCCGTGAACCCAGGCCTGCTGGAAACATCT
GAGGGATGTCGCCAGATCCTGGGGCAATTGCAGCCATCCCTCCAGACCGGGAGTGAAGAGCTGAGGTCCTT
GTATAACACAGTGGCTACCCTCTACTGCGTACACCAGAGGATCGAGATTAAGGATACCARGGAGGCCTTGG
ACARARATTGAGGAGGAGCARAACAAGAGCARGAAGAAGGCCCAGCAGGCAGCTGCTGACACTGGGCATAGC
AACCAGGTATCACAGAACTATCCTATTGTCCAAAACATTCAGGGCCAGATGGT TCATCAGGCCATCAGCCC
CCGGACGCTCAATGCCTGGGTGAAGGTTGTCGAAGAGAAGGCCTTTTCTCCTGAGGTTATCCCCATGTTCT
CCGCTTTGAGTGAGGGGGCCACTCCTCAGGACCTCAATACAATGCTTARTACCGTGGGCGGCCATCAGGCC
GCCATGCAAATGTTGAAGGAGACTATCAACGAGGAGGCAGCCGAGTGGGACAGAGTGCATCCCGTCCACGC
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Fig.30 (Cont).

TGGCCCAATCGCGCCCGGACAGATGCGGGAGCCTCGCGGCTCTGACAT TGCCGGCACCACCTCTACACTGC
AAGAGCAAATCGGATGGATGACCAACAATCCTCCCATCCCAGTTGGAGAAATCTATARACGGTGGATCATT
CTCGGTCTCAATARAATTGTTAGAATGTACTCTCCGACATCCATCCTTGACATTAGACAGGGACCCAAAGA
GCCTTTTAGGGATTACGTCGACCGGTTTTATAAGACCCTGCGAGCAGAGCAGGCCTCTCAGGAGGTCAARA
ACTGGATGACGGAGACACTCCTGGTACAGAACGCTAACCCCGACTGCAAAACAATCTTGAAGGCACTAGGC
CCGGCTGCCACCCTGGAAGAGATGATGACCGCCTGTCAGGGAGTAGGCGGACCCGGACACAARAGCCAGAGT
GTTGATGGGTGGCAAGTGGTCAARAAAGTAGTGTGGTTGGATGGCCTACTGTARGGGAAAGAATGAGACGAG
CTGAGCCAGCAGCAGATGGGGTGGGAGCAGCATCTCGAGACCTGGARARACATGGAGCRATCACAAGTAGC
AATACAGCAGCTACCAATGCTGCTTGTGCCTGGCTAGAAGCACAAGAGGAGGAGGAGGTGGGTTTTCCAGT
CACACCTCAGGTACCTTTAAGACCAATGACTTACAAGGCAGCTGTAGATCTTAGCCACTTTTTARAAGAAR
AGGGGGGACTGGAAGGGCTAATTCACTCCCAACGAAGACAAGATATCCTTGATCTGTGGATCTACCACACA
CAAGGCTACTTCCCTGATTGGCAGAACTACACACCAGGGCCAGGGGTCAGATATCCACTGACCTTTGGATG
GTGCTACAAGCTAGTACCAGTTGAGCCAGATAAGGTAGARGAGGCCAATAARAGGAGAGAACACCAGCTTGT
TACACCCTGTGAGCCTGCATGGAATGGATGACCCTGAGAGAGAAGTGTTAGAGTGGAGGTTTGACAGCCGC
CTAGCATTTCATCACGTGGCCCGAGAGCTGCATCCGGAGTACTTCAAGARACTGCACTAGTGAGCCAGTAGA
TCCTAGACTAGAGCCCTGGARGCATCCAGGAAGTCAGCCTAAAACTGCTTGTACCAATTGCTATTGTAAAA
AGTGTTGCTTTCATTGCCAAGTTTGTTTCATAARCAGCTGCCTTAGGCATCTCCTATGGCAGGAAGAAGCGG
AGACAGCGACGAAGACCTCCTCAAGGCAGTCAGACTCATCAAGTTTCTCTATCAAAGCAACCCACCTCCCA
ATCCAAAGGGGAGCCGACAGGCCCGAAGGAATAA {SEQ ID NO: 101]

Secuencia de aminoacidos del inserto:
MKVKETRKNYQHLWRWGTMLLGMLMICSAAEQLWVTVYYGVPVWKEATTTLFCASDAKAYDTEVHNVWATH
ACVPTDPNPQEVVLGNVTEY FNMWKNNMVDOMHEDI I SLWDQSLKPCVKLTPLCVTLDCDDVNTTNSTTTT
SNGWTGEIRKGEIKNCSFNITTSIRDKVQKEYALFYNLDVVPIDDDNATTKNKTTRNFRLTHCNSSVMTQA
CPKVSFEPIPIHYCAPAGFAILKCNNKTFDGKGLCTNVSTVQCTHGIRPVVSTQLLLNGSLAEEEVVIRSD
NFMDNTKTIIVQLNESVAINCTRPNNNTRKGIHIGPGRAFYAARKIIGDIRQAHCNLSRAOWNNTLKQIVI
KLREHFGNKTIKFNQSSGGDPEIVRHSFNCGGEFFYCDTTQLFNSTWNGTEGNNTEGNSTITLPCRIKQIX
NMWQEVGKAMYAPPIGGQIRCSSNITGLLLTRDGGTEGNGTENETEI FRPGGGDMRDNWRSELYKYKVVKV
EPLGVAPTRAKRRVVQRMGARASVLSGGELDRWEKIRLRPGGKKKYKLKHIVWASRELERFAVNPGLLETS
EGCRQILGQLQPSLQTGSEELRSLYNTVATLYCVHQRIEIKDTKEALDKIEEEQNKSKKKAQQAAADTGHS
NQVSQNYPIVONIQGOMVHQAISPRTLNAWVKVVEEKAFSPEVIPMFSALSEGATPQDLNTMLNTVGGHQA
AMOMLKETINEERAEWDRVHPVHAGPIAPGOMREPRGSDIAGTTSTLQEQIGWMTNNPPIPVGEIYKRWII
LGLNKIVRMYSPTSILDIRQGPKEPFRDYVDRFYKTLRAEQASQEVKNWMTETLLVQONANPDCKTILKALG
PAATLEEMMTACQOGVGGPGHKARVLMGGKWSKSSVVGWPTVRERMRRAEPAADGVGAASRDLEKHGAITSS
NTAATNAACAWLEAQEEEEVGFPVTPQVPLRPMTYKAAVDLSHFLKEKGGLEGLIHSQRRODILDLWIYHT
OGYFPDWONYTPGPGVRYPLTFGWCYKLVPVEPDKVEEANKGENTSLLHPVSLHGMDDPEREVLEWRFDSR
LAFBHVARELHPEYFKNCTSEPVDPRLEPWKHPGSQPKTACTNCYCKKCCFHCQVCFITAALGISYGRKKR
RQRRRPPQGSQTHQVSLSKQPTSQSKGEPTGPKE [(SEQ ID NO: 102)
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Secuencia de ADN del inserto

ATGAAGGTCAAGGAGACCAGAAAGAACTACCAGCATCTGTGGCGCTGGGGCACCATGCTCCTGGGAATGCT
GATGATCTGCTCCGCCGCCGAGCAGCTGTGGGTCACCGTCTACTACGGCGTGCCTGTGTGGAAGGAGGCCA
CGACCACCCTCTTCTGCGCGAGCGACGCCAAGGCCTACGACACGGAAGTGCATAACGTGTGGGCGACGCAT
GCTTGCGTGCCTACGGACCCCAACCCCCAGGAGGTGGTGCTGGGAAACGTGACCGAGTACTTCAACATGTG
GAAGAATAACATGGTGGATCAGATGCACGAGGACATCATCTCTCTGTGGGACCAGTCCCTGAAGCCCTGCG
TGAAGCTGACGCCTCTCTGCGTGACACTGGACTGTGACGACGTCAACACCACCAACAGCACTACCACCACC
AGCAACGGCTGGACCGGAGAGATTCGGAAGGGCGAGATCARGAARCTGCTCCTTCAATATCACGACCTCGAT
CAGAGACAAGGTGCAGAAGGAATACGCGCTGTTTTATAATCTCGATGTGGTCCCCATCGACGACGACAATG
CCACCACCAAGAACAAGACGACGCGTAATTTCAGACTCATTCACTGCAACAGCAGCGTCATGACGCAGGCC
TGCCCCAARGGTGTCCTTCGAACCAATCCCGATCCATTACTGTGCCCCTGCCGGATTCGCGATCCTCAAGTG
TAACAACAAGACCTTCGACGGGAAGGGCCTGTGCACCAACGTCAGCACGGTGCAGTGCACCCATGGCATCC
GCCCCGTCGTGAGCACCCAGCTGCTGCTGAACGGGTCCCTGGC TGAGGAGGAGGTGGTGATCCGGTCGGAC
AACTTCATGGACAACACCAAGACAATCATCGTCCAGCTGAACGAGTCTGTGGCGATTAACTGTACCCGGCC
TARCAACAACACCCGTAAGGGCATCCACATCGGGCCTGGACGGGCCTTCTATGCCGCCCGCARAGATCATCG
GCGACATCCGGCAGGCCCATTGCAACCTCTCCCGCGCCCAGTGGRAATAACACCCTGAAGCAGATCGTGATC
AAGCTGAGAGAGCACTTTGGAAACAAGACCATCAAGTTCAATCAGAGTTCTGGCGGAGACCCCGAGATCGT
GCGGCACTCCTTCAACTGCGGGGGCGAGTTCTTCTACTGCGATACGACACAGCTCTTCAACTCCACCTGGA
ACGGCACCGAGGGCAACARCACAGAGGGARACTCCACTATCACCCTCCCTTGCCGCATCARGCAGATCATC
AACATGTGGCAGGAGGTGGGAARAGGCCATGTATGCCCCCCCCATCGGGGGCCAGATCCGCTGCTCCTCCAA
CATCACCGGCCTGCTGCTCACCAGAGACGGGGGCACCGAGGGCAACGGCACGGAGAACGAGACGGAGATCT
TCAGGCCCGGCGGCGGCGACATGAGGGATARCTGGCGGAGCGAGCTGTACARGTACAAGGTGGTGARGGTG
GAGCCGCTCGGCGTGGCCCCCACCCGGGCCAAGCGCCGCGTCGTGCAGAGAATGGGTGCCCGAGCTTCGGT
ACTGTCTGGTGGAGAGCTGGACAGATGGGAGAAAATTAGGCTGCGCCCGGGAGGCAAARAGAAATACAAGC
TCAAGCATATCGTGTGGGCCTCGAGGGAGCTTGARCGGTTTGCCGTGARCCCAGGCCTGCTGGARACATCT
GAGGGATGTCGCCAGATCCTGGGGCAATTGCAGCCATCCCTCCAGACCGGGAGTGAARGAGCTGAGGTCCTT
GTATAACACAGTGGCTACCCTCTACTGCGTACACCAGAGGATCGAGATTAAGGATACCAAGGAGGCCTTGG
ACAAAATTGAGGAGGAGCAAAACAAGAGCAAGAAGAAGGCCCAGCAGGCAGCTGCTGACACTGGGCATAGC
AACCAGGTATCACAGAACTATCCTATTGTCCAAAACATTCAGGGCCAGATGGTTCATCAGGCCATCAGCCC
CCGGACGCTCAATGCCTGGGTGAAGGTTGTCGAAGAGARGGCCTTTTCTCCTGAGGTTATCCCCATGTTCT
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CCGCTTTGAGTGAGGGGGCCACTCCTCAGGACCTCAATACRATGCTTAATACCGTGGGCGGCCATCAGGCC
GCCATGCAAATGTTGAAGGAGACTATCAACGAGGAGGCAGCCGAGTGGGACAGAGTGCATCCCGTCCACGC
TGGCCCRATCGCGCCCGGACAGATGCGGGAGCCTCGCGGCTCTGACATTGCCGGCACCACCTCTACACTGC
AAGAGCAAATCGGATGGATGACCAACRATCCTCCCATCCCAGT TGGAGAAATCTATAAACGGTGGATCATT
CTCGGTCTCAATAAAATTGTTAGAATGTACTCTCCGACATCCATCCTTGACATTAGACAGGGACCCAAAGA
GCCTTTTAGGGATTACGTCGACCGGTTTTATAAGACCCTGCGAGCAGAGCAGGCCTCTCAGGAGGTCAARA
ACTGGATGACGGAGACACTCCTGGTACAGAACGCTAACCCCGACTGCAABACAATCTTGAAGGCACTAGGC
CCGGCTGCCACCCTGGAAGAGATGATGACCGCCTGTCAGGGAGTAGGCGGACCCGGACACAAAGCCAGAGT
GTTGATGGGTGGCAAGTGGTCAAAAAGTAGTGTGGTTGGATGGCCTACTGTAAGGGAAAGAATGAGACGAG
CTGAGCCAGCAGCAGATGGGGTGGGAGCAGCATCTCGAGACCTGGAARRACATGGAGCAATCACAAGTAGC
AATACAGCAGCTACCAATGCTGCTTGTGCCTGGCTAGAARGCACAAGAGGAGGAGGAGGTGGGTTTTCCAGT
CACACCTCAGGTACCTTTAAGACCAATGACTTACAAGGCAGCTGTAGATCTTAGCCACTTTTTAAARAGAAA
AGGGGGGACTGGAAGGGCTAATTCACTCCCAACGAAGACRAGATATCCTTGATCTGTGGATCTACCACACA
CAAGGCTACTTCCCTGATTGGCAGAACTACACACCAGGGCCAGGGGTCAGATATCCACTGACCTTTGGATG
GTGCTACAAGCTAGTACCAGTTGAGCCAGATARGGTAGAAGAGGCCAATAAAGGAGAGAACACCAGCGCCT
TACACCCTGTGAGCCTGCATGGAATGGATGACCCTGAGAGAGAAGTGTTAGAGTGGAGGTTTGACAGCCGC
CTAGCATTTCATCACGTGGCCCGAGAGCTGCATCCGGAGTACTTCAAGAACTGCACTAGTGAGCCAGTAGA
TCCTAGACTAGAGCCCTGGARGCATCCAGGAAGTCAGCCTARARCTGCTTGTACCARATTGCTATTGTAARAR
AGTGTTGCTTTCATTGCCAAGTTTGTTTCATAACAGCTGCCTTAGGCATCTCCTATGGCAGGAAGAAGLCGG
AGACAGCGACGAAGACCTCCTCAAGGCAGTCAGACTCATCAAGTTTCTCTATCARAGCAACCCACCTCCCA
ATCCARAGGGGAGCCGACAGGCCCGAAGGAATAA [SEQ ID NO: 103]

Secuencia de aminoacidos del inserto:
MKVKETRKNYQHLWRWGTMLLGMLMICSAAEQLWVTVYYGVPVWKEATTTLFCASDAKAYDTEVHNVWATH
ACVPTDPNPQEVVLGNVTEY FNMWKNNMVDQOMHEDIISLWDQSLKPCVKLTPLCVTLDCDDVNTTNSTTTT
SNGWTGEIRKGEIKNCSFNITTSIRDKVQKEYALFYNLDVVPIDDDNATTKNKT TRNFRLIHCNSSVMTQA
CPKVSFEPIPIHYCAPAGFAILKCNNKTFDGKGLCTNVSTVQCTHGIRPVVSTQLLLNGSLAEEEVVIRSD
NFMDNTKTIIVQLNESVAINCTRPNNNTRKGIHIGPGRAFYAARKIIGDIRQAHCNLSRAQWNNTLKQIVI
KLREHFGNKTIKFNQSSGGDPEIVRHSFNCGGEFFYCDTTOLFNSTANGTEGNNTEGNSTITLPCRIKQIT
NMWQEVGKAMYAPPIGGOIRCSSNITGLLLTRDGGTEGNGTENETEI FRPGGGDMRDNWRSELYKYKVVKV
EPLGVAPTRAKRRVVORMGARASVLSGGELDRWEKIRLRPGGKKKYKLKHIVWASRELERFAVNPGLLETS
EGCRQILGQLOPSLOTGSEELRSLYNTVATLYCVHQRIEIKDTKEALDKIEEEQNKSKKKAQOAAADTGHS
NQVSQNYPIVONIQGOMVHOAISPRTLNAWVKVVEEKAFSPEVIPMFSALSEGATPQDLNTMLNTVGGHOA
AMOMLKETINEEAAEWDRVHPVHAGPIAPGOMREPRGSDIAGTTSTLQEQIGWMTNNPPIPVGEIYKRWIT
LGLNKIVRMYSPTSILDIRQGPKEPFRDYVDRFYKTLRAEQASQEVKNWMTETLLVONANPDCKTILKALG
PAATLEEMMTACQGVGGPGHKARVLMGGKWSKS SVVGWPTVRERMRRAEPAADGVGAASRDLEKHGAITSS
NTAATNAACAWLEAQEEEEVGFPVTPQVPLRPMTYKAAVDLSHFLKEKGGLEGLIHSQRRODILDLWIYHT
QGYFPDWONYTPGPGVRYPLTFGWCYKLVPVEPDKVEEANKGENTSALHPVSLHGMDDPEREVLEWRFDSR
LAFHHVARELHPEYFKNCTSEPVDPRLEPWKHPGSQPKTACTNCYCKKCCFHCQVCFITARLGISYGRKKR
RQRRRPPOGSQTHQVSLSKQPTSQSKGEPTGPKE [SEQ ID NO: 104]
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Secuencia de ADN de! inserto

ATGGGCCCCATCAGTCCCATCGAGACCGTGCCGGTGAAGCTGAAACCCGGGATGGACGGCCCCAAGGTCAA
GCAGTGGCCACTCACCGAGGAGAAGATCARGGCCCTGGTGGAGATCTGCACCGAGATGGAGAAAGAGGGCA
AGATCAGCAAGATCGGGCCTGAGAACCCATACAACACCCCCGTGTTTGCCATCAAGAAGAARGGACAGCACC
AAGTGGCGCRAGCTGGTGGATTTCCGGGAGCTGAATAAGCGGACCCAGGAT TTCTGGGAGGTCCAGCTGGG
CATCCCCCATCCGGCCGGCCTGAAGAAGAAGAAGAGCGTGACCGTGCTGGACGTGGGCGACGCTTACTTCA
GCGTCCCTCTGGACGAGGACTTTAGAAAGTACACCGCCTTTACCATCCCATCTATCARCARCGAGACCCCT
GGCATCAGATATCAGTACAACGTCCTCCCCCAGGGCTGGAAGGGCTCTCCCGCCATTTTCCAGAGCTCCAT
GACCAAGATCCTGGAGCCGTTTCGGAAGCAGAACCCCGATATCGTCATCTACCAGTACATGGACGACCTGT
ACGTGGGCTCTGACCTGGAAATCGGGCAGCATCGCACGAAGATTGAGGAGCTGAGGCAGCATCTGCTGAGA
TGGGGCCTGACCACTCCGGACAAGAAGCATCAGARGGAGCCGCCATTCCTGAAGATGGGCTACGAGCTCCA
TCCCGACAAGTGGACCGTGCAGCCTATCGTCCTCCCCGAGRAGGACAGCTGGACCGTGAACGACATCCAGA
AGCTGGTGGGCAAGCTCAACTGGGCTAGCCAGATCTATCCCGGGATCARGGTGCGCCAGCTCTGCARGCTG
CTGCGCGGCACCAAGGCCCTGACCGAGGTGAT TCCCCTCACGGAGGAAGCCGAGC TCGAGCTGGCTGAGAA
CCGGGAGATCCTGAAGGAGCCCGTGCACGGCGTGTACTATGACCCCTCCAAGGACCTGATCGCCGARATCC
AGAAGCAGGGCCAGGGGCAGTGGACATACCAGATTTACCAGGAGCCTTTCAAGAACCTCAAGACCGGCAAG
TACGCCCGCATGAGGGGCGCCCACACCAACGATGTCAAGCAGCTGACCGAGGCCGTCCAGAAGATCACGAC
CGAGTCCATCGTGATCTGGGGGAAGACACCCAAGTTCAAGCTGCCTATCCAGAAGGAGACCTGGGAGACGT
GGTGGACCGARTATTGGCAGGCCACCTGGATTCCCGAGTGGGAGT TCGTGAARTACACCTCCTCTGGTGAAG
CTGTGGTACCAGCTCGAGAAGGAGCCCATCGTGGGCGCGGAGACATTCTACGTGGACGGCGCGGCCAACCG
CGAAACAAAGCTCGGGARGGCCGGGTACGTCACCAACCGGGGCCGCCAGAAGGTCGTCACCCTGACCGACA
CCACCAACCAGAAGACGGAGCTGCAGGCCATCTATCTCGCTCTCCAGGACTCCGGCCTGGAGGTGAACATC
GTGACGGACAGCCAGTACGCGCTGGGCATTAT TCAGGCCCAGCCGGACCAGTCCGAGAGCGAACTGGTGAA
CCAGATTATCGAGCAGCTGATCAAGARAGAGAAGGTCTACCTCGCCTGGGTCCCGGCCCATAAGGGCATTG
GCGGCAACGAGCAGGTCGACAAGCTGGTGAGTGCGGGGATTAGAAAGGTGCTGATGGTGGGTTTTCCAGTC
ACACCTCAGGTACCTTTAAGACCAATGACTTACAAGGCAGCTGTAGATCTTAGCCACTTTTTAAAAGAAAA
GGGGGGACTGGAAGGGCTAATTCACTCCCRAAGAAGACARGATATCCTTGATCTGTGGATCTACCACACAC
AAGGCTACTTCCCTGATTGGCAGAACTACACACCAGGGCCAGGGGTCAGATATCCACTGACCTTTGGATGG
TGCTACAAGCTAGTACCAGT TGAGCCAGATAAGGTAGAAGAGGCCARTAAAGGAGAGAARCACCAGCTTGTT
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Fig.32 (Cont).

ACACCCTGTGAGCCTGCATGGGATGGATGACCCGGAGAGAGAAGTGTTAGAGTGGAGGTTTGACAGCCGCC
TAGCATTTCATCACGTGGCCCGAGAGCTGCATCCGGAGTACTTCAAGAACTGCATGGGTGCCCGAGCTTCG
GTACTGTCTGGTGGAGAGCTGGACAGATGGGAGARAAT TAGGCTGCGCCCGGGAGGCAAAAAGAAATACAA
GCTCARGCATATCGTGTGGGCCTCGAGGGAGCTTGAACGGTTTGCCGTGAARCCCAGGCCTGCTGGARACAT
CTGAGGGATGTCGCCAGATCCTGGGGCAATTGCAGCCATCCCTCCAGACCGGGAGTGAAGAGCTGAGGTCC
TTGTATAACACAGTGGCTACCCTCTACTGCGTACACCAGAGGATCGAGATTAAGGATACCAAGGAGGCCTT
GGACAAAATTGAGGAGGAGCAAAACAAGAGCAAGAAGARGGCCCAGCAGGCAGCTGCTGACACTGGGCATA
GCAACCAGGTATCACAGAACTATCCTATTGTCCAAARCATTCAGGGCCAGATGGTTCATCAGGCCATCAGC
CCCCGGARCGCTCAATGCCTGGGTGAAGGT TGTCGAAGAGAAGGCCTTTTCTCCTGAGGTTATCCCCATGTT
CTCCGCTTTGAGTGAGGGGGCCACTCCTCAGGACCTCAATACAATGCTTAATACCGTGGGCGGCCATCAGG
CCGCCATGCARATGTTGARGGAGACTATCAACGAGGAGGCAGCCGAGTGGGACAGAGTGCATCCCGTCCAC
GCTGGCCCAATCGCGCCCGGACAGATGCGGGAGCCTCGCGGCTCTGACAT TGCCGGCACCACCTCTACACT
GCARAGAGCAARTCGGATGGATGACCAACAATCCTCCCATCCCAGTTGGAGARRTCTATARRCGGTGGATCA
TCCTGGGCCTGAACAAGATCGTGCGCATGTACTCTCCGACATCCATCCTTGACATTAGACAGGGACCCAAA
GAGCCTTTTAGGGATTACGTCGACCGGTTTTATAAGACCCTGCGAGCAGAGCAGGCCTCTCAGGAGGTCAA
ARACTGGATGACGGAGACACTCCTGGTACAGAACGCTARCCCCGACTGCAAAACAATCTTGAAGGCACTAG
GCCCGGCTGCCACCCTGGAAGAGATGATGACCGCCTGTCAGGGAGTAGGCGGACCCGGACACARAGCCAGA
GTGTTGTAA [SEQ ID NO: 88]

Secuencia de aminoacidos del inserto:

MGPISPIETVPVKLKPGMDGPKVKQWPLTEEKIKALVEICTEMEKEGKISKIGPENPYNTPVFAIKKKDST
KWRKLVOFRELNKRTQDFWEVQLGIPHPAGLKKKKSVTVLDVGDAYFSVPLDEDFRKYTAFTIPSINNETP
GIRYQYNVLPQGWKGSPRIFQSSMTKILEPFRKQNPDIVIYQYMDDLYVGSDLEIGQHRTKIEELRQHLLR
WGLTTPDKKHQKEPPFLKMGYELHPDKWTVQPIVLPEKDSWTVNDIQKLVGKLNWASQIYPGIKVRQLCKL
LRGTKALTEVIPLTEEAELELAENREILKEPVHGVYYDPSKDLIAEIQKQGQGQWTYQIYQEPFKNLKTGK
YARMRGARTNDVKQLTEAVOKITTESIVIWGKTPKFKLPIQKETWETWWTEYWQATWIPEWEFVNTPPLVK
LWYQLEKEPIVGAETFYVDGAANRETKLGKAGYVTNRGRQKVVTLTDTTNQKTELQAIYLALQODSGLEVNI
VTDSQYALGIIQRQPDQSESELVNQIIEQLIKKEKVYLAWVPAHKGI GGNEQVDKLVSAGIRKVLMVGFPV
TPQVPLRPMTYKAAVDLSHFLKEKGGLEGLIHSQRRQDILDLWIYHTQGY FPDWQONYTPGPGVRYPLTFGW
CYKLVPVEPDKVEEANKGENTSLLHPVSLHGMDDPEREVLEWRFDSRLAFHHVARELHPEY FKNCMGARAS
VLSGGELDRWEKIRLRPGGKKKYKLKHIVWASRELERFAVNPGLLETSEGCRQILGQLOPSLOTGSEELRS
LYNTVATLYCVHQRIEIKDTKEALDKIEEEQNKSKKKAQQAAADTGHSNQVSONYPIVONIQGOMVHQAIS
PRTLNAWVKVVEEKAFSPEVIPMFSALSEGATPQDLNTMLNTVGGHOAAMOMLKETINEEAREWDRVHEPVH
AGPIAPGQMREPRGSDIAGTTSTLQEQIGWMTNNPPIPVGEIYKRWIILGLNKIVRMYSPTSILDIRQGPK
EPFRDYVDRFYKTLRAEQASQEVKNWMTETLLVONANPDCKTILKALGPAATLEEMMTACQGVGGPGHKAR
VL [SEQ ID NO: 89]
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Fig.35.

Datos de expresion (anti-Nef) de fusiones dsgp120/Gag/Nef/Tat
con mutaciones en Nef (pRix40-47)
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Datos de expresion (anti-Nef) de fusiones dsgp120/Gag/Nef/Tat
con gp120 glicosilada (pRix48 y pRix49)
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cuadrivalente que contienen RT, Nef, Gag y dsgp120, comparado
con la expresion de la fusion solo de RT, Nef, Gag
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