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DESCRIPCIals1 

Vectores recombinantes basados en el virus modificado de Ankara (MVA) como vacunas preventivas y terapeuticas 

contra el SIDA 

Campo de la Invencion 

La presente invencion se refiere a virus recombinantes que expresan antigenos del virus de la inmunodeficiencia 

humana (VIH-1), disenados para utilizarse como vacunas preventives y terapeuticas contra el SIDA. Mas 

10 concretamente, la invencion se refiere a virus recombinantes basados en el virus Vaccinia Modificado de Ankara 

(MVA) que expresan simultaneamente la proteina de la envuelta gp120 y una proteina quimerica resultante de la 

fusi6n de Gag, Pol y Nef. La invencion se refiere tambien a virus recombinantes basados en el virus Vaccinia 

Modificado de Ankara (MVA) que expresan antigenos del virus quimerico de la inmunodeficiencia de simio y humano 

(SHIV), validos para ser utilizados para la inmunizacion de simios y poder comprobar el grado de protecci6n que los 

15 simios adquieren al ser infectados con el virus SHIV, un hibrido de VIH y SIV. De esta manera se confirma en 

animales evolutivamente muy prOximos a los seres humanos, susceptibles de ser infectados de forma natural por un 

virus similar al virus de la inmunodeficiencia humana, la eficacia como vacunas de dichos vectores derivados de 

MVA, lo que es un indicativo de la potencialidad de los vectores homOlogos primeramente mencionados, los virus 

derivados de MVA que expresan antigenos del VIH-1, como vacunas eficaces para proteger a seres humanos contra 

20 el virus de la inmunodeficiencia humana. 

Estado de la T6cnica 

Los datos de la OMS indican que en el atio 2004 la enfermedad del SIDA habia causado mas de 23 millones de 

25 fallecimientos, con mas de 40 millones de personas infectadas y con unas predicciones de sobrepasar los 60 

millones de infectados para el alio 2012. Las diferencias geograficas y econ6micas de esta enfermedad son 

evidentes, pues.mas del 95% de los casos y el 95% de las muertes por SIDA ocurren en el tercer mundo, la mayoria 

de ellas en el Africa subsahariana y el sudeste asiatico, sobre todo entre jOvenes adultos y con un incremento 

progresivo entre las mujeres. De entre los paises desarrollados, Espana continua siendo el pais con mayor nCimero 

30 de personas infectadas de la Uni6n Europea, con unos 150.000 casos. Si bien es cierto que una mejora en los 

servicios sanitarios en muchas regiones contribuiria a disminuir la velocidad de transmisiOn del virus, existe 

consenso en la comunidad internacional de la urgente necesidad en desarrollar vacunas profilacticas y terapeuticas 

contra el SIDA que ayuden a solucionar el problema. 

 

 

 

 
 

35 El desarrollo del SIDA representa los Ultimos estadios de la infecci6n causada por el retrovirus conocido como virus 

de la inmunotieficiencia humana (VIH). El VIH es un retrovirus que pertenece al genero Lentivirus, con un genoma 

de 9,-81(b. El yin& contiene dos copias de ARN de banda sencilla y de polaridad positiva. En los primeros estadios 

de la infecciOn, el ARN genOmico, por medio de la transcriptasa en reverso o retrotranscriptasa (RT) que Ilega a la 

celula asociada al ARN viral, se convierte en ADN lineal de doble banda. Este ADN se transporta al riCicleo, donde 

40 se integra en la celula hospedadora en forma de provirus, a partir del cual se transcriben los genes estructurales 

gag, pol y env, los genes reguladores, tat, rev, nef, y los genes accesorios vif, vpr y vpu. Los productos de la 

traducci6n de dichos genes son los siguientes: 

• El producto de la traducci6n del gen Gag es la poliproteina precursora gag-p55 que se procesa dando lugar 

45 a la proteina nnatriz p17, la proteina de la capsida p24 y las proteinas de la nucleocapsida p6 y p7. 

• El procesamiento del precursor Pol da lugar a las tres enzimas viricas: la proteasa (p11), la 

retrotranscriptasa (p6S/S1) (RT) y la integrasa (p32), de las que la RT posee actividad de ADN polimerasa 

(dependiente tanto de ARN como de ADN) y actividad endonucleasa (RNasa H), ambas requeridas durante 

50 la sintesis del ADN, mientras que la integrasa est5 involucrada en el proceso del integraci6n del provirus, 

actuando corn° endonudeasa. 

• El producto del gen Env es una proteina de 88 kDa que esta fuertemente glicosilada (gp160). Esta proteina 

es procesada por proteasas celulares, dando lugar a las proteinas gp120 y gp41, que permanecen unidas 

55 por uniones no covalentes en la superficie del virion. En la glicoproteina gp120 se localizan los sitios de 

uniOn a los receptores celulares, el receptor CD4 y los correceptores CXCR4 (llamado X4) y CCR5 (llamado 

C5). Es a esta proteina a la que se debe mayoritariannente la variabilidad genetica del virus VIH y su 

capacidad para escapar a la respuesta inmune tanto humoral como celular, por ser la que esta mas 

expuesta en la superficie del virus. Por su parte, la glicoproteina gp41 o transmembrana actua como anclaje 

60 a la membrana lipidica. Tiene en su extremo amino terminal una zona hidr6foba altamente conservada, 

requerida para la fusiOn de la membrana virica y la membrana plasmatica celular durante el proceso de 

entrada del virus en la celula hospedadora. 

• Los genes reguladores y auxiliares son codificados por seis fragmentos de marco de lectura abierta 

65 solapante. Los genes Tat y Rev son necesarios para la replicaciOn virica en todas las celulas infectadas. El 

gen Tat codifica una proteina de 14 kDa que aumenta la expresion de los genes del VIH. El gen Rev 
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codifica una proteina de 19 kDa que facilita el transporte al citoplasma de los ARNm. La proteina Nef, de 

210 aminoacidos, se asocia con estructuras de membrana e induce la internalizaciOn y degradaci6n de 

molecules de CD4 en los lisosomas. El gen Vif codifica una proteina necesaria para la propagaci6n del 

virus en linfocitos de sangre periferica, macrefagos primarios y algunas lineas celulares establecidas. El 

gen Vpr codifica una proteina de 15 kDa que se asocia con la proteina de la nucleocapsida p6. La proteina 

Vpu es una fosfoproteina que facilita la disociaciOn dentro de la celula infectada de la gp160 y CD4 por 

degradaci6n de la molecule CD4 en el reticulo endoplasmico. 

En los extremos 5' y 3' del DNA viral se encuentran la secuencias LTR (long terminal repeats) , en las que se 

10 localizan importantes regiones reguladoras que juegan un papel primordial durante el proceso de retrotranscripci6n. 

Se han identificado dos clases del virus: VIH-1 y VIH-2, de las que la segunda, VIH-2, parece ser menos patOgena 

que la primera y se localize sobre todo en la zona occidental de Africa. Es la forma que genera la enfermedad con 

mayor rapidez, VIH-1, la que se encuentra mas extendida por el planeta y la que mas se ha diversificado. Existen 

15 tres subtipos del VIH-1, denominados M, N y 0, aunque mas del 95% de todos los aislados del VIH a nivel global en 

la poblaciOn, pertenecen al subtipo M. En funciOn de las diferencias en la secuencia de nucleOtidos, en especial en la 

parte correspondiente a las proteinas de la envuelta (Env), este subtipo se subdivide a su vez en ocho estirpes 

principales, a las que se elude generalnnente como clades y que se denominan con las letras A, B, C, D, F, G, H y J. 

Los clades B y C representan aproximadamente el 80% de las infecciones a nivel mundial, siendo el clade B el mas 

20 representativo en Europa y America del Norte, mientras que el clade C es prevalente en, Africa y Asia. Son 

abundantes las zonas en las que las dos clases estan presentes en la poblacion (China, India, Africa subsahariana), 

por lo que se piensa que las vacunas que contuvieran antigenos correspondientes a los dos clades, B y C, serian 

mucho mas eficaces en dichas zonas. 

 

 

 

 

 

 

 
 
 

25 Una posibilidad para el diserio de tales vacunas consiste en la generacion de molecules de ADN recombinante que  

contengan secuencias capaces de expresar proteinas del VIH, o fragmentos o formas de fusi6n de las mismas de  

forma que, al ser administradas a un individuo, se sintetizan dichas proteinas, fragmentos o formas de fusion de las  

mismas y se genera una respuesta inmune contra ella. Dichas molecules de ADN recombinante pueden generarse a

partir de genomas de virus en los que se han eliminado o inactivado regiones cuya expresiOn es necesaria para la 

30 replicacion del virus en las thlulas diana y/o en los que se han sustituido regiones que codifican proteinas no  

imprescindibles para que el virus desarrolle la parte de su ciclo vital que se desea que tenga lugar en la celula diana. 

En esos casos, el ADN recombinante puede administrarse en forma de particulas virales completes que facilitan la 

transfeccion del ADN recombinante a la thlula diana. De entre los virus que se ester' utilizando como vectores, las  
 

formas modificadas del virus Vaccinia estan entre los vectores virales mas tentativos para ser aplicados como 

35 vacuna recombinante. Algunas de ellas, como el virus NYVAC, (cuyo genoma se representa en la parte inferior de la  

 

Figura 1), han sido generadas por mutagenesis dirigida con el resultado de la eliminacion de 18 genes del virus  

Vaccinia (estirpe Copenhague), aproximadamente 10 kb. Otras, como el virus Vaccinia modificado de Ankara (MVA),  

han sido generadas de forma menos controlada; concretamente, el MVA se ha generado al haber pasado el virus  

por mas de 570 pases seriados en cultivos primarios de fibroblastos de embriOn de polio (CEF), lograndose una  

40 perdida del 15% del genoma viral parental (1, 2) que supone deleciones en genes de los que algunos de ellos ester"

intactos en el genoma del virus NYVAC (genes que se indican subrayando su nombre en la Figura 1) y otros han 

sido delecionados en ambos vectores (genes que aparecen con el nonnbre en negrita en la Figura 1), existiendo 

tambien genes que permanecen intactos en el genoma del virus MVA y que presentan deleciones en el genoma de 

NYVAC (los genes cuyo nombre aparece en cursive en la Figura 1). En el virus MVA, los genes estructurales del 

45 virus han pernnanecido inalterados, mientras que genes involucrados en la evasion del sistema inmune (3), y genes 

relacionados con el rango de hospedador (2, 4, 5), han sido delecionados o fragmentados. MVA produce su ciclo 

infeccioso completo en thlulas CEF y en celulas de rifion de Hamster (BHK), mientras que en lineas celulares 

humanas, incluyendo las celulas HeLa, tiene un ciclo abortivo (6, 7). Aunque la replicaciOn viral depende del tipo 

celular, el bloqueo del programa de morfogenesis en las thlulas no permisivas ocurre en los pasos posteriores a la 

50 formaci6n de formas virales inmaduras (IV), sin haber alteraciones de la expresion de genes virales tempranos y 

tardios (8, 9). En celulas en cultivo, los recombinantes de MVA producen niveles similares o mayores de proteina 

heterologa que los vectores derivados de la cepa silvestre del virus Vaccinia WR (VVestern Reserve) (9-11), lo que le 

hace interesante como sistema de expresi6n. En mamiferos, recombinantes de MVA han demostrado inducir una 

inmunidad protectora frente a un amplio espectro de pat6genos (6, 12-16), mostrando las siguientes ventajas como 

55 vector de expresi6n de antigenos heterologos: 

- Alto nivel de seguridad, demostrada cuando se us6 en mas de 120000 individuos durante la camparia de 

erradicaci6n de la viruela en Alemania. 

Avirulento en una amplia variedad de animales en condiciones inmunosupresoras. 

60 Poca o nula reacci6n sisternica o local tras su inoculacion en humanos, incluyendo individuos de alto riesgo. 

Alta plasticidad y estabilidad de su genoma, lo que permite introducir grandes cantidades de material genic° 

exogeno. 

- Potente inductor de respuestas inmunes eficaces frente a una gran variedad de antigenos. 

65 Dada su seguridad y capacidad de producir proteccion, puede ser de gran utilidad en la generaci6n de vacunas vivas 

frente a enfermedades infecciosas y en la terapia del cancer. Como cualquier otra vacuna dirigida a seres humanos, 
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para Ilevar a cabo ensayos clinicos de la posible eficacia como vacunas de vectores derivados del MVA, es 
necesario obtener informaci6n previa sobre su comportamiento inmunogenico y su capacidad de conferir proteccien 
en modelos animales. En el caso del SIDA, sin embargo, no es sencillo encontrar un modelo animal adecuado. Las 
especies animales habituales que se usan para la experimentaciOn con otras enfermedades, como pueden ser los 

5 ratones, no sirven como modelo de infeccion, al no replicarse en ellos ni el virus de la inmunodeficiencia humana 
(VIH) ni el equivalente de simio, el virus de la inmunodeficiencia de simio (SIV). Si es posible, sin embargo, obtener 
de los ratones informaci6n previa sobre el comportamiento inmunologico de los vectores en estudio que permita una 
evaluacion previa de su posible eficacia y ayude a descartar o considerar interesante continuar con los ensayos. 
Ademas, el modelo de rat6n transgenico que expresa el antigeno de histocompatibilidad humano MHC de clase I 

10 (HLA-A2) permite demostrar si la vacunaciOn confiere presentacion antigenica similar a la humana por parte del 
HLA-A2, que es prevalente en la poblaciOn, algo que no se puede hacer, de momento, en primates, por no 
disponerse de primates transgenicos para dicho antigeno humano. Los estudios sobre la capacidad protectora 
conferida por la vacunaciOn, sin embargo, requieren el uso de otros modelos distintos del modelo de rat6n. 

15 En esa linea, los modelos de primates no humanos se han convertido en una herramienta fundamental para evaluar 
en ensayos clinicos las vacunas candidatas contra el SIDA. La infecci6n de chimpances por el VIH-1 ha presentado 
grandes limitaciones como su elevado costo, su poca disponibilidad y la ausencia de sintomas clinicos. Se ha 
encontrado que el virus de la innnunodeficiencia de simios (o Sly, a partir de su nombre en ingles, simian 
immunodeficiency virus) es un modelo mucho mas util. Se trata de un lentivirus que infecta de forma natural diversos 

20 tipos de primates. Se han descrito cinco subgrupos del mismo. La forma aislada de macacos Rhesus (Macaca 
mulatta) , a la que se denomina SIVmac, pertenece al primer tipo. 

Al igual que sucede con el VIH, su genoma se caracteriza por presentar dos secuencias LTR en sus extremos 3' y 
5', en las cuales se encuentran el promotor y las secuencias reguladoras o de union a factores transcripcionales. 

25 Presenta tres marcos de lecture abierta para proteinas estructurales: gag, pol y env; marcos de lecture abierta para 
genes reguladores: nef, tat y rev, y los Ilamados genes accesorios: vif, vpr y vpx. Los miembros del subgrupo 
SIVmac comparten un alto grado de homologia genetica con el VIH-2. 

Existen puntos comunes entre los virus SIV y VIH, entre los que se encuentran el tropismo celular, la organizaci6n 
30 genOmica, las caracteristicas ultraestructurales, el modo de transmision, la respuesta del hospedador a la infecciOn y 

los sintomas clinicos de la enfermedad, con la salvedad de las infecciones asintomaticas. Estas caracteristicas han 
propiciado que los modelos basados en el virus SIV sean atractivos para la evaluaciOn de la eficacia de candidatos a 
vacunas y el disetio de nuevas vacunas para ensayos en humanos. 

 
 

 

 

 

 

35 La infeccion por SIV se caracteriza por un maxim° de viremia en las dos primeras semanas, seguido por una  
 

disminuci6n de los niveles virales hasta un punto que es variable y del cual dependera la progresi6n de la 
enfermedad. El periodo de incubaci6n viral es menor que en la infecci6n por VIH. La variabilidad en la progresi6n de  

 
la enfermedad depende de la heterogeneidad genetica de los macacos usados en los estudios, asi como del virus
empleado en el desafio y la ruta de exposici6n (intravenosa, mucosa o perinatal). Ante la infecci6n por Sly, la  

40 respuesta del hospedador es parecida a la generada contra el VIH, pero difiere en la especificidad de los anticuerpos
 

neutralizantes contra los antigenos de la envoltura. 

El SIV presenta varias desventajas como modelo. En primer lugar, es un virus diferente al VIH; por tanto, las 
proteinas de la envuelta, que son el blanco fundamental de los anticuerpos neutralizantes, son muy divergentes en 

45 ambos modelos. Otra desventaja es que el virus SIV usa solo el correceptor CCR5 para entrar en la celula, mientras 
que el VIH usa, edemas, otros correceptores como CXCR4, CCR2 o CCR3. Por esta y otras razones, la calidad y la 
eficacia de un candidato probado en este modelo no se considera necesariamente extrapolable a seres humanos. 

Para soslayar estas desventajas, en 1991 se obtuvo por primera vez un virus hibrido entre el VIH y el Sly. Este virus 
50 se denomin6 SHIV (del ingles Simian-Human Immunodeficiency Virus) (25). Este hibrido contenia los genes env y 

tat del VIH y el resto del material genetic° del Sly. El SHIV fue capaz de infectar macacos Rhesus, aunque no era 
capaz de reproducir los sintomas caracteristicos del SIDA en los animales inoculados con el. 

Con este primer hibrido, se dispuso de un modelo de infecciOn en macacos tjtil para estudios de protecciOn contra la 
55 infeccion, si bien este modelo aun no permitia concluir silos candidatos a vacunas eran capaces de proteger contra 

la enfermedad. Unos atios mas tarde, a traves de pasos sucesivos por macacos y en cultivo, se lograron aislar 
varies variantes agresivas del SHIV capaces no solo de infectar macacos, sino de producir un sindrome similar al 
SIDA. Estas cepas, adaptadas a multiplicarse en los animales asi inoculados, provocaron deplecion en los linfocitos 
CD4+ y la muerte de los macacos en menos de un año tras la inoculaciOn. De entre estas variantes del SHIV, una de 

60 las mas comOnmente utilizadas es la denominada 5HIV89.6P, obtenida mediante pases seriados en macacos 
Rhesus del virus parental SHIV89.6, que contiene los genes gag, pol, vif, vpx, vpr y nef del virus de simio 
SIVmac239, mientras que los genes auxiliares tat, rev y vpu y el gen de las proteinas de la envuelta env proceden 
de un aislado citopatico del HIV-1, el HIV89.6 (26,27). Gracias al virus SHIV89.6P y otros similares se cuenta con un 
modelo para evaluar la protecciOn contra la enferrnedad y la muerte conferida por posibles vacunas en desarrollo. 

65 
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Gracias a este modelo ha sido posible realizar varios estudios en macacos que han demostrado la relevancia de 

vectores recombinantes de MVA como vacuna potencial frente al VIH, especialmente cuando se utilizan en sistemas 

combinados de inmunizaci6n en los que se emplean dos o mas dosis de vacunaciOn separadas en el tiempo, 

suministrandose at menos en la primera dosis un vector diferente al de las siguientes dosis, aunque los antigenos 

5 expresados a partir de cada uno de los vectores pueden ser los mismos. Para hacer referenda a estos protocolos de 

vacunacion, en los que se suministra una primera dosis de desencadenamiento de la respuesta inmune con un 

vector que da lugar a la expresi6n de un antigeno y una o mas dosis de potenciaci6n o refuerzo de la respuesta 

inmune generada que contienen un vector diferente, pero que da lugar generalmente a la expresi6n del mismo 

antigeno, se emplea a menudo en espariol su denominaciOn en ingles prime/boost. Estos protocolos se consideran 

10 especialmente adecuados para ser aplicados para la prevencion o el tratamiento de las infecciones por el virus VIH 

pues, por una parte, evitan la administraciOn de formas vivas atenuadas del virus, recurriendose sOlo a la utilizaciOn 

de componentes del mismo; por otra parte, el uso de vectores de expresion capaces de introducirse en las celulas 

en lugar de recurrir a la administraci6n directa de las proteinas que expresan posibilita que las proteinas que deben 

actuar como antigenos se encuentren presentes en el citoplasma de las celulas hospedadoras para que se produzca 

15 su procesamiento mediante la ruta de presentaci6n de antigenos del MHC de clase I, lo que es necesario para 

desencadenar una respuesta inmune de celulas T, particularmente respuestas citot6xicas inmunes asociadas con 

linfocitos T CD8+. Por Ultimo, el uso de vectores diferentes en cada una de las dosis disminuye la probabilidad de 

que el vector de vacunaciOn como tal sea eliminado rapidamente por el sistema inmune del hospedador, evitandose 

la potenciaci6n de la respuesta inmune dirigida contra las partes constituyentes del vector que no proceden del 

20 microorganism° contra el que se busca proteccion. 

En los estudios con macacos (12), los vectores recombinantes derivados del MVA estan demostrando ser 

particularmente utiles para ser utilizados en protocolos combinados de inducciOn y potenciaci6n de la respuesta 

inmune con vectores diferentes, en especial cuando el recombinante derivado del MVA se administra en la segunda 

25 y/o en alguna dosis posterior a esta y expresa, al igual que el vector utilizado en la primera dosis, multiples 

antigenos de VIH y SIV (Virus de la lnmunodeficiencia de Simio). La respuesta de celulas T citot6xicas y de mennoria 

generada demuestra el potencial de los recombinantes de MVA como vacunas frente at virus VIH (17). 

 

 

Por ello, se han diseriado distintos vectores recombinantes, basados en el MVA, capaces de expresar diversos  

30 antigenos del VIH. lntentando buscar formas mas eficaces para generar una respuesta protectora, se han construido  

vectores capaces de expresar mas de una proteina de dicho virus, en ocasiones formando proteinas de fusion. Asi, 

por ejemplo, las solicitudes de patente WO 02/072754 y WO 2004/087201 describen en general vectores derivados 

del MVA que expresan las proteinas Env, Gag y Pot (rMVA), considerando como una opciOn adicional la posibilidad  
 

de que el antigeno inmunizante incluya tambien secuencias de vif, vpr, tat, rev, vpu o nef, aunque sin discutir que la 

35 expresiOn de alguna de esas secuencias tenga gran importancia de cara a la posible respuesta de protecdon  
 

generada, ni utilizando esa opciOn en las realizaciones de la invenciOn. Aunque en dichas solicitudes de patentes  

internacionales se nnenciona que las secuencias de vif, vpr, tat, rev, vpu o nef, asi como las correspondientes a env,  
 

gag y pol, pueden en general codificar sOlo fragmentos de la correspondiente proteina, y/o presentar mutaciones, es  

una caracteristica definitoria de la invenciOn que se intenta proteger en dichas solicitudes internacionales que el gen

•40 env carezca de parte o de la totalidad de los nucleotidos que codifican el dominio citoplasmatico de gp41. Wyatt et

al. (AIDS Research and Human Retroviruses, Mary Ann Liebert, US, vol. 20, no. 6, 1 Junio 2004, paginas 645-653) 

han divulgado vectores derivados de MVA con las mismas caracteristicas. 

El estado de la tecnica no describe especificamente la posibilidad de que la parte codificante correspondiente a la 

45 proteina gp41 se elimine en su totalidad ni discute las posibles consecuencias que esto tendria. Si se menciona en 

cambio en los ejemplos de ambas solicitudes de patente, tat como Wyatt et al. mencionan en el resumen de su 

articulo, que dichas proteinas de la envuelta, gracias al truncamiento de la proteina gp41, ven facilitada su 

acunnulaciOn en la membrana de las celulas que la expresan, lo que se trata como un efecto positivo buscado. 

Tannbien se trata como un efecto positivo deseado la formaci6n de particulas similares a virus VIH en las que ester) 

50 presentes proteinas Gag y Env y que se pueden detectar, entre otras localizaciones, en el exterior de las °elutes en 

las que las correspondientes proteinas se han expresado. Respecto at lugar de inserci6n de las secuencias 

expresadas, no se menciona que este hecho tenga una importancia especial salvo para manifestar corn° positivo el 

hecho de que la elecciOn del sitio de la delecion III como uno de los lugares en los que se insertan secuencias 

pernnite que el recombinante MVA siga siendo TK+. El lo implica que el vector recombinante MVA descrito en dicho 

55 estado de la tecnica exprese timidina quinasa y, por consiguiente, mantenga una cierta virulencia. Tampoco se 

discute que tenga relevancia alguna que se utilice mas de un lugar de insercion para incluir en el vector las 

secuencias que codifican los antigenos que se desean expresar, no describiendose pruebas para demostrar la 

estabilidad de dichos vectores. 

60 La solicitud de patente WO 2004/035006 describe tambien vectores derivados de MVA que contienen secuencias 

codificantes de varies proteinas de VIH que se expresan en forma de proteinas de fusi6n, concretamente una fusi6n 

Gag-Pol y una fusi6n nef-tat. Sin embargo, su enfoque es diferente al de las solicitudes internacionales 

anteriormente comentadas: el objetivo de esta solicitud de patente es que no haya empaquetamiento en proteinas 

virales. La soluciOn propuesta es que al menos una de las secuencias codificantes de proteinas del VIH este unida a 

65 una secuencia lider heterologa, siendo la del tPA la secuencia que se elige para las realizaciones correspondientes 

a vectores derivados del MVA y promoviendose de esta manera la secreci6n de las proteinas sintetizadas. En lo que 
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se refiere a la inserciOn de las secuencias, adernas, se muestra preferencia por el sitio de la delecion III, utilizandose 

de nuevo en un mismo vector un segundo lugar de inserciOn de secuencias adicionales, el de la deleciOn II, para una 

proteina de fusiOn tPA-nef-tat, sin considerar que esto pueda tener consecuencias para la estabilidad del vector ni 

realizar experimentos para verificar que realmente sea estable. Adernas, la (mica forma considerada para la 
5 secuencia env, delta V2 env, posee deleciones en la parte correspondiente a la proteina gp120, no considerandose 

de nuevo la posibilidad de eliminar la proteina gp41 ni las posibles consecuencias derivadas de ello. 

Scheiflinger et al. (Archives of Virology, Springer Wien, AT, vol. 141, no. 3/04, 1 enero 1996, paginas 663-669) 

describen virus MVA recombinantes que expresan genes exOgenos cuyo sitio de insercion es el locus de timidina 

10 quinasa. Los genes exOgenos estan insertados en el gen de la timidina quinasa, que este interrumpido por los genes 

foraneos. Asi, los virus MVA recombinantes son TK-, pero la secuencia codificante del gen TK, aunque interrumpido, 

permanece en los genomas recombinantes. Los virus recombinantes resultantes se describen como dificiles de 

crecer, manejar y purificar, requiriendo la inserci6n de un gen adicional TK (el gen de timidina quinasa del virus de la 

viruela aviar) para superar estos inconvenientes. 

15 

 

 
 

La presente invencion, por su parte, proporciona distintos vectores recombinantes, basados en el virus MVA, 

capaces de expresar diversos antigenos del VIH, que responden a un enfoque diferente a los descritos en 

solicitudes de patente anteriores. Estos vectores recombinantes derivados del MVA poseen secuencias que 

permiten la expresiOn simultanea de la proteina gp120 y de una proteina de fusi6n Gag-Pol-Nef. Tanto la secuencia  

20 que expresa la proteina gp120 como la secuencia correspondiente a la proteina de fusion Gag-Pol-Nef se  

encuentran insertadas en un mismo lugar, el correspondiente al gen de la timidina quinasa. Este hecho aumenta la  

estabilidad de los vectores, al utilizer un Cinico sitio de inserciOn con respecto a otros vectores derivados tambien del 

MVA que contienen varias secuencias codificantes de proteinas del VIH, dado que estos Oltimos, at Ilevar insertas 

 cada una de las secuencias en un lugar diferente de inserciOn, pierden con facilidad los insertos presentes en ellos.   
25 Ademas, la utilizaciOn especifica del locus de la timidina quinasa como lugar de inserci6n da lugar a que los vectores  

objeto de la invenciOn sean virus recombinantes derivados del MVA que presentan una mayor seguridad para ser  
utilizados como vacunas, por carecer de un gen, el de la timidina quinasa, involucrado en virulencia. A diferencia de 

lo descrito en solicitudes como WO 02/072754 y WO 2004/087201, la expresion de la proteina gp120 en ausencia 

de secuencias correspondientes a la proteina gp41, permite su liberacion al medio extracelular pocas horas despues 

30 de su sintesis en el citoplasma de la celula infectada, facilitandose con ello la induccion tanto de respuesta humoral  

como celular frente a esta proteina, la proteina que mayor variabilidad presenta en su secuencia entre los distintos  

clades. 
 

 
 

Los virus recombinantes de la presente invenciOn expresan at menos cuatro antigenos: Env, Gag, Pol y Nef, por
 
 

35 considerarse que un vector que exprese esos cuatro antigenos es mucho mas eficaz que vectores recombinantes  
 

capaces de expresar sOlo alguno de dichos antigenos o incluso otros, por la capacidad de los antigenos elegidos 
 •

  

para inducir respuestas celulares especificas y por la menor diversidad genetica que existe entre aislados del VIH en  
 

lo que a las secuencias de Gag, Pol y Nef se refiere. Ademas, se considera una caracteristica particularmente 

importante de la invencion la presencia de secuencias correspondientes al gen regulador nef, junto con las  

40 correspondientes a los genes estructurales gag, pol y env, pues se expresa en etapas tempranas del ciclo del VIH y

la generaci6n de una respuesta celular frente a sus productos se considera necesaria para aumentar el repertorio de 

defensa inmunologica contra el VIH y conseguir una respuesta protectora adecuada que permita el control 

inmunologico de la infecciOn por el VIH-1. La asociaci6n de las secuencias codificantes de gag, pol y nef se ha 

realizado en los vectores objeto de la invenciOn de forma que se generara una proteina de fusi6n que mantuviera 
45 todos los epitopos con capacidad para generar respuesta celular, posibilitando una mayor presentacion antigenica 

que otros vectores que expresan fusiones que corresponden solo a las proteinas Gag y Pot, pero generandose una 

proteina de fusion que no se proteoliza por acci6n de la proteasa viral, no da lugar a la formaci6n de particulas 

virales y que, al contrario de lo que sucedia con las proteinas expresadas en otros vectores de la tecnica anterior, se 

acumula en el citoplasma en forma de una poliproteina estable. El uso de un promotor sintetico identico para dirigir 

50 la expresi6n tanto de la proteina gp120 como de la fusi6n Gag-Pol-Nef, - un promotor eligido para que permita la 

expresi6n de las correspondientes proteinas tanto a tiempos tempranos como a tiempos tardios durante la 

replicaciOn del MVA permite la expresi6n simultanea de las secuencias de la gp120 y de la proteina quimerica 

Gag-Pol-Nef, su acumulacion a lo largo del ciclo de infecciOn del MVA y el procesamiento antigenic° de las mismas 

a tiempos tempranos y tardios. 

55 

Un grupo de los vectores objeto de la invencion han sido disenados especificamente para la vacunaciOn de seres 

humanos. En estos vectores, tanto la secuencia de la proteina gp120 como la secuencia de la proteina de fusi6n 

Gag-Pol-Nef se han generado a partir de secuencias del virus de la inmunodeficiencia humana VIH-1. La utilizaciOn 

para la generaci6n de los vectores recombinantes de secuencias obtenidas especificamente de aislados naturales y 

60 que preferentemente pertenecen a los clades del VIH-1 mas representados en la naturaleza, (los clanes B y C), 

posibilita ademas una vacunaciOn mundial mas representative de la poblaciOn infectada o en riesgo. Por todo ello, el 

uso de estos vectores para vacunacion, de forma aislada o como parte de protocolos de inmunizaciOn en los que se 

suministran vectores codificantes de antigenos en varies dosis espaciadas en el tiempo, se ha considerado que 

puede ser de especial utilidad para ayudar a contener la expansiOn del virus VIH. Ademas, estos vectores derivados 

65 del virus MVA representan tanto una alternativa a construcciones similares derivadas del virus NYVAC como un 

complemento para la utilizacion de cada uno de los mencionados vectores recombinantes en fases diferentes de 
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protocolos de inmunizaci6n durane los cuales se suministra una o dos dosis para desencadenar la respuesta inmune 
y una o mas dosis sucesivas para potenciarla, pues las pruebas realizadas hasta ahora por el grupo de los 
inventores muestran que, edemas de diferir en su genoma y en la respuesta inmune que generan en ratones frente a 
los antigenos del VIH gp120 y Gag-Pol-Nef, ambos vectores manifiestan un comportamiento diferente en cultivos 

5 celulares y modelos animales (inducci6n de diferentes patrones de expresiOn de genes humanos en celulas HeLa, 
menor inducci6n por parte del MVA de apoptosis que el vector NYVAC, induciendo este Ultimo mayor destrucci6n 
celular y respuesta humoral contra si mismo (28)). Este comportamiento diferencial hace predecible que su 
comportamiento sea diferente tambien tras haber sido administrados a seres humanos como vacunas de vectores 
recombinantes generados a partir de cada uno de ellos. 

10 

Tal como se describe mas adelante en la secci6n de Ejemplos de la presente memoria, los ensayos realizados en 
ratones demuestran la capacidad inmunogenica de estos vectores objeto de la invenciOn disefiados para la  

 
vacunacion de seres humanos y, en particular, de las dos realizaciones de vectores de la invencien con las que se  

Ilevaron a cabo los ensayos, los vectores MVA-B y MVA-C. Sin embargo, para poder evaluar su capacidad para  
15 conferir protecci6n para controlar la infecciOn por el VIH, es necesario acudir a un modelo de primates no humanos,  

como puede ser el de los macacos Rhesus anteriormente descritos, de forma que estos animales sean sometidos a 
un protocolo de desencadenamiento/potenciaci6n de la respuesta inmune y en los que se evalCie posteriormente la 
capacidad para controlar la infecci6n que la respuesta inmune generada sea capaz de conferir tras "desafiar" la  
misma nnediante la inoculacion de un virus capaz de infectar a los macacos y de dar lugar en ellos a sintomas 

20 similares a los del SIDA. Para este tipo de desafio seria adecuada una de las variantes patogenicas del SHIV
  

mencionadas anteriormente. Este tipo de ensayos, sin embargo, no pueden realizarse con los vectores de la  
invencion disefiados para la vacunacion de seres humanos, vectores cuyos insertos codifican proteinas ex6genas al 
virus MVA que derivan todas ellas de secuencias de proteinas propias del VIH-1. Requieren la generaciOn de  
vectores especiales que cumplan varies condiciones: •  

 

25  
a) Contener secuencias codificantes retrovirales del mismo origen que las contenidas en el virus que vaya   

a utilizarse en el desafio. Este virus puede muy bien ser el SHIV, de nnanera que la secuencia 
correspondiente al gen env procedera del VIH-1, mientras que las posibles secuencias  

correspondientes a otros genes, como puedan ser gag, pol o nef, procederan del SIV.  
30 •  

b) Presentar la misma estructura de organizaci6n genica, sitio de inserci6n y promotores que los vectores 

disefiados para uso en humanos con los que se quieren comparar. 
 

 

 

El cumplimiento de estas condiciones permite que el estudio sea factible y que se puedan extrapolar de sus
35 resultados el comportamiento esperable al utilizar en seres humanos los vectores con los que se los quiere  

comparar. La presente invenciOn proporciona tambien vectores que permiten valorar la capacidad protectora que 
podria generarse en seres humanos que fueran vacunados con los virus recombinantes objeto de la presente  

 

invenciOn, derivados del virus MVA y con secuencias exagenas derivadas todas ellas de secuencias de proteinas del
VIH-1. Adicionalmente, se proporcionan tambien vectores recombinantes analogos construidos a partir de otro 

40 derivado de poxvirus, el virus NYVAC, para poder comparar el efecto de ambos. 

Descripci6n de la invencion 

La invencien proporciona nuevos vectores recombinantes derivados del virus MVA capaces de expresar 
45 simultaneamente una forma de la proteina Env del VIH-1 que carece de la parte correspondiente a la proteina gp41 

y una proteina de fusiOn correspondiente a las proteinas Gag, Pol y Nef del virus VIH-1 que no se proteoliza por 
acci6n de la proteasa del VIH, estando las secuencias de la proteina Env y de la proteina de fusion Gag-Pol-Nef bajo 
el control de promotores identicos e insertadas ambas en el mismo sitio de insercion del vector. Estos vectores 
objeto de la invencion, en los que las secuencias codificantes de antigenos ex6genos al MVA se derivan todas ellas 

50 de secuencias propias del virus de la inmunodeficiencia humana 1 (VIH-1), han sido disefiados para poder fabricar 
con ellos medicamentos que puedan utilizarse como vacunas preventives o terapeuticas contra el SIDA en seres 
humanos. Para ello, y para diferenciar los vectores de la presente invenciOn que se describiran mas adelante y que 
comprenden secuencias derivadas del vius SIVmac y han sido disefiados para ser administrados a macacos, en la 
presente memoria se alude en ocasiones a los primeros vectores objeto de la invenciOn con expresiones como "los 

55 vectores objeto de la invencion disefiados para la vacunacion de seres humanos", "los vectores derivados del MVA 
disefiados para la vacunaciOn de seres humanos", o con expresiones similares. Por claridad de la descripcion 
cuando se usan estas expresiones, en ocasiones se elude a dichos vectores como "los vectores en los que las 
secuencias codificantes de antigenos ex6genos al MVA se derivan todas ellas de secuencias propias del VIH-1". 

60 Asi, la invencion se refiere tambien tanto a composiciones que contienen dichos vectores recombinantes como al 
uso de dichos vectores para la fabricaciOn de un medicamento destinado a ser utilizado como vacuna para ayudar a 
prevenir o tratar la infeccien provocada por el virus VIH. 

La expresiOn de la proteina Env sintetizada a partir de los vectores de la presente invencien da lugar a proteinas 
65 gp120 no asociadas a proteinas gp41 o fragmentos de la misma, facilitandose con ello su salida de la celula y su 
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liberaciOn al nnedio, lo que a su vez hace mas probable la activaciOn de las celulas B y la producci6n de anticuerpos 
neutralizantes frente al VIH. En las realizaciones preferidas de los vectores de la presente invenciOn, la secuencia de 
nucleOtidos correspondiente a la proteina Env que forma parte de los vectores objeto de la invenciOn codifica una 
proteina gp120 completa, habiendose delecionado toda la secuencia del gen env que en la secuencia natural de 

5 dicho gen aparece tras el Ultimo triplete correspondiente a la proteina gp120, eliminando con ello la totalidad de la 
secuencia codificante correspondiente a la proteina gp41. 

La proteina de fusi6n de Gag, Pol y Nef esta diseriada de tal manera que no da lugar a la formaci6n de particulas 
similares a particulas virales. La forma utilizada para la construcciOn de las realizaciones de la invenciOn, que se 

10 describen con detalle en la presente memoria, se acumula en el citoplasma de las celulas infectadas con los 
vectores recombinantes objeto de la invenciOn en forma de poliproteina, sin experimentar el procesamiento 
caracteristico del virus VIH provocado por la proteasa viral que daria lugar a su escisi6n en proteinas mas pequefias, 
aunque posteriormente si va a experimentar el procesamiento celular que permite la presentaciOn de peptidos 
antigenicos de la proteina de fusiOn y la generaciOn de una respuesta inmune contra los mismos. 

El sitio del vector en el que se encuentran insertadas las secuencias de la proteina Env y de la proteina de fusion 
Gag-Pol-Nef es el gen de la timidina quinasa, gen que queda inactivado por delecion por la presencia de las 
secuencias insertadas en su lugar, aumentandose con ello la seguridad de los vectores objeto de la invenciOn para 
ser administrados a individuos con el proposito de generar en ellos una respuesta inmune frente al VIH. En las 

20 realizaciones preferidas de dichos vectores de la presente invencion, disefiados para la vacunacion de seres 
humanos, la secuencia codificante de la proteina de fusi6n Gag-Pol-Nef se genera a partir de secuencias de 
proteinas Gag, Pol y Nef para las que se deduce una secuencia de ADNc utilizando codones de lectura frecuentes 
en mamiferos, buscando con ello aumentar los niveles de expresion de la proteina de fusiOn. Adennas, en la 
secuencia codificante de la proteina de fusiOn, se provocan modificaciones respecto a las secuencias naturales, para 

25 aumentar su inmunogenicidad y su seguridad. Las modificaciones por las que se tiene preferencia incluyen la 
inactivaciOn por mutagenesis del sitio activo de la proteasa y la eliminaciOn mediante deleciOn del sitio activo de la 
integrasa, la realizacion de deleciones en el gen nef y su inserci6n en la regi6n codificante de la RT, la traslocaciOn 
del sitio activo de la RT al extremo C-terminal de la proteina de fusiOn y la fusiOn de la secuencia del gen gag en 
fase de lectura con pol-nef, creando una desviaciOn de una fase de lectura e introduciendo un cambio de glicina a 

30 alanina para prevenir la formaciOn de particulas semejantes a virus. De entre ellas, se prefiere especificamente las 
modificaciones realizadas para generar la secuencia correspondiente a la proteina de fusi6n descritas por 
Didierlaurent A. et a/. (18). Un esquema de los elementos que conforman una proteina de fusi6n Gag-Pol-Nef que 
cumple todas estas caracteristicas se nnuestra en la zona inferior de la Figura 40, marcada como GagPolNef (gpn). 

35 En las realizaciones preferidas de los vectores de la presente invencion diseriados para la vacunacion de seres 
humanos, el promotor se escoge de manera que permita la expresi6n de la proteina Env y de la proteina de fusi6n 
Gag-Pol-Env tanto en etapas tempranas corm tardias del ciclo infectivo del virus MVA. El promotor sintetico 
temprano/tardio de poxvirus pE/L (19) es la opci6n elegida para las realizaciones mas preferidas de la invenciOn, 
aunque cualquier otro promotor de poxvirus podria utilizarse igualnnente para la construcci6n de los vectores objeto 

40 de la invenciOn. 

15 

En una realizaciOn particularmente preferida de los vectores objeto de la invenciOn disetiados para la vacunaciOn de 
seres humanos, en los que las secuencias codificantes de antigenos exOgenos al MVA se derivan todas ellas de 
secuencias propias del VIH-1, tanto la secuencia correspondiente a la proteina Env como las secuencias utilizadas 

45 para generar la secuencia que da lugar a la proteina de fusion Gag-Pol-Nef proceden de aislados naturales del clade 
B y/o C. En realizaciones aun mas preferidas de la presente invencion, la secuencia correspondiente a la proteina 
Env y las secuencias utilizadas para generar la secuencia que da lugar a la proteina de fusion Gag-Pol-Nef proceden 
de aislados naturales pertenecientes a un mismo clade, preferentemente el clade B o el clade C, pero tambien se 
consideran realizaciones de la invenciOn aquellas en las que la secuencia correspondiente a la proteina Env procede 

50 de un aislado de un clade y las secuencias utilizadas para generar la secuencia que da lugar a la proteina de fusi6n 
Gag-Pol-Nef proceden de un aislado de un clade diferente. Estan incluidas tambien dentro del alcance de la 
presente invenciOn aquellas realizaciones en las que al menos una de las secuencias utilizadas para generar la 
secuencia correspondiente a la proteina de fusi6n, es decir, la secuencia de gag, la secuencia de pol o la secuencia 
de nef, procede de un aislado diferente, pudiendo ser diferentes los tres aislados de los que se obtiene cada una de 

55 las correspondientes secuencias codificantes e, incluso, no pertenecer al mismo clade. Las composiciones de la 
presente invenciOn que contienen los vectores recombinantes objeto de la invenciOn, destinadas a ser utilizadas en 
la vacunacion contra el virus VIH, pueden contener vectores recombinantes generados unicamente a partir de 
aislados de un clade concreto, preferentemente el clade B o el C, mezclas de vectores recombinantes de distintos 
clades en las que cada uno de los vectores se ha construido con secuencias procedentes de aislados de un unico 

60 clade, vectores identicos entre si que se han construido a partir de secuencias procedentes de aislados de clades 
diferentes o mezclas de cualquiera de los vectores incluidos dentro del alcance de la invencion. Se prefieren 
aquellas composiciones que contengan vectores de la invencion generados a partir de un Cinico clade, 
preferentemente el clade B o el C, o mezclas de vectores generados a partir de aislados del clade B y vectores 
generados a partir de aislados del clade C. Las composiciones que contengan tanto vectores generados a partir de 

65 aislados del clade B y vectores generados a partir de aislados del clade C deberian ser de especial utilidad para ser 
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utilizadas para la prevenciOn y/o el tratamiento de la infecciOn por el VIH en aquellas zonas en las que ambos clades 

estan representados de forma significativa. 

En las realizaciones de la invenciOn cuya construcciOn se describe en ejemplos de la presente memoria, la 
5 secuencia correspondiente a la proteina Env se encuentra insertada en direcci6n opuesta con respecto a la direcci6n 

de la transcripci6n de la proteina de fusiOn Gag-Pol-Nef. Los promotores de cada una de las secuencias 

correspondientes a proteinas del VIH estan insertados en direcciones opuestas y en la zona mas interna del insert°. 

Cada uno de los vectores de la presente invenciOn disefiados para la vacunaciOn de seres humanos cuya 

construcci6n se describe se generaron a partir de aislados naturales correspondientes a clades diferentes. El 

10 primero de ellos, el vector MVA-B, permite la expresi6n de una forma del gen env obtenida a partir del aislamiento 

del VIH BX08, procedente de Europa, y una proteina de fusi6n Gag-Pol-Nef que resulta de la traducciOn de una 

secuencia polinucleotidica generada a partir de secuencias correspondientes a genes gag, pol y nef obtenidos del 

aislado IIIB, que forma parte, como el aislamiento BX08, del clade B. El segundo de los vectores, el vector MVA-C, 

permite la expresiOn una forma del gen env obtenida a partir del aislado del VIH CN54, procedente de China, y una 

15 proteina de fusiOn Gag-Pol-Nef que resulta de la traducciOn de una secuencia polinucleotidica generada a partir de 

secuencias correspondientes a genes gag, pol y nef del mismo aislamiento CN54, que forma parte del clade C. Las 

secuencias de aminoacidos expresadas a partir de cada uno de los genes env contenidos en los vectores derivados 

de MVA reproducen la secuencia completa de las proteinas gp120 de los virus del aislado BX08, en el caso del 

MVA-B, y los virus del aislado CN54 en el caso del MVA-C. La construccion de estos vectores y la evaluacian de su 

20 capacidad inmunogenica en ratones se describen mas tarde en este docunnento con ayuda de las Figuras 1 a 38 y 

los Ejemplos 1 a 32 en secciones que aparecen mas adelante en esta memoria. Sin embargo, como se ha 

comentado anteriormente, los ratones no son un modelo adecuado para evaluar la capacidad para controlar la 

infecciOn del VIH que los vectores sean capaces de conferir a seres humanos inmunizados con ellos. Para ello es 

mas adecuado recurrir a animales evolutivamente mas prOximos a los seres humanos, como pueden ser primates no  
 

25 humanos tales conno los macacos Rhesus, a los que se les puede inocular un virus capaz de infectar a dichos  
animales y de producir en ellos un sindrome similar al SIDA. Algunas variantes patogenicas del virus SHIV como  
SHIV89.6P cumplen las caracteristicas anteriores. Desafiar la respuesta inmunogenica producida por uno o mas  

vectores de vacunacion con una variante del virus SHIV implica que la inmunizaci6n no puede realizarse con los

vectores de la invenciOn anteriormente descritos, que estan disefiados para expresar proteinas derivadas de  
30 secuencias propias del virus contra cuya infecci6n se busca protecci6n, - el VIH-1 pues no se reproducirian en el  

ensayo las condiciones del proceso que sucederia en la infecci6n de un ser humano. Por ello, la evaluaciOn de la  

capacidad de control de la infecci6n que puedean conferir los vectores de la presente invencion diseliados para la 

 

 
 

 

vacunaciOn de seres humanos requiere la generaciOn de vectores especiales que cumplan varias condiciones: •  
 
 

 
35 a) Contener secuencias codificantes retrovirales del mismo origen que las contenidas en el virus utilizado 

en el desafio, -virus que puede ser el SHIV-, de manera que la secuencia correspondiente al gen env 

procedera del VIH-1 mientras que las posibles secuencias correspondientes a otros genes, como 

puedan ser gag, pol o nef, procederan del virus SIV); 

 

 

 

 

40 b) Presentar la misma estructura de organizaci6n genica, sitio de inserci6n y promotores que los vectores

disefiados para uso en humanos con los que se quieren comparar. 

La invenciOn proporciona tambien vectores que cumplen estas caracteristicas, que son tannbien un objeto de la 

presente invenciOn. Asi, la invenciOn se refiere tambien a nuevos vectores recombinantes derivados del virus MVA 
45 capaces de expresar simultaneamente una forma de la proteina Env del VIH-1 que carece de la parte 

correspondiente a la proteina gp41 y una proteina de fusi6n que contiene secuencias de las proteinas Gag, Pol y 

Nef del virus de la inmunodeficiencia de simio (SIV), y en los que la secuencia correspondiente a la proteina Env y la 

secuencia correspondiente a la proteina de fusion Gag-Pol-Nef estan bajo el control de promotores identicos e 

insertadas ambas en el mismo sitio de inserci6n del vector. En estos vectores, por tanto, a diferencia de los vectores 
50 objeto de la invenciOn disefiados para la vacunacion de seres humanos, la proteina de fusion correspondiente a las 

proteinas Gag, Pol y Nef no se sintetiza a partir de secuencias procedentes de VIH-1, sino de secuencias 

procedentes del SIVmac (virus de la inmunodeficiencia de simio aislado de macacos). El lo permite su utilizacion en 

protocolos de inmunizaci6n de macacos y en el posterior desafio de la inmunidad creada con un virus SHIV 

pat6geno en el que la secuencia del gen env deriva de la correspondiente secuencia de un aislado del VIH-1, 
55 mientras que las secuencias correspondientes a los genes gag, pol y nef corresponden al virus de simio que infecta 

a macacos. De esta manera, al cumplirse la condiciOn de que las secuencias codificantes retrovirales contenidas en 

los vectores objeto de la invenciOn disefiados para realizar ensayos en macacos tengan su origen en el nnismo tipo 

de virus que las presentes en el retrovirus que vaya a utilizarse en el desafio, la inmunidad generada frente a las 

proteinas sintetizadas a partir de dichos vectores podra servir para controlar la infecci6n desencadenada por el 

60 retrovirus que se inocule en el desafio. 

Para que tenga sentido el establecimiento de paralelismos entre los resultados observados en macacos y los que 

podrian esperarse en seres humanos, los vectores objeto de la invenciOn disefiados para realizar ensayos en 

macacos cumplen la condici6n de presentar la misma estructura de organizaci6n genica, sitio de inserci6n y 

65 promotores que los vectores objeto de la invenciOn disefiados para la vacunacion de seres hunnanos con los que se 

quieren comparar. De acuerdo con ello, de forma analoga a los vectores en los que las secuencias codificantes de 
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antigenos ex6genos al MVA se derivan todas ellas de secuencias propias del VIH-1, la expresi6n de la proteina Env 

sintetizada a partir de los vectores objeto de la invenciOn disetiados para ser utilizados en macacos da lugar a 

proteinas gp120 no asociadas a proteinas gp41 o a fragmentos de la misma, facilitandose con ello su salida de la 

celula y su liberaciOn al medio, lo que a su vez hace mas probable la activaciOn de las celulas B y la producci6n de 

5 anticuerpos neutralizantes frente al VIH. En las realizaciones preferidas de la presente invenciOn, la secuencia de 

nucleotidos correspondiente a la proteina Env que forma parte de los vectores objeto de la invencion codifica una 

proteina gp120 completa, habiendose delecionado toda la secuencia del gen env que en la secuencia natural de 

dicho gen aparece tras el Ultimo triplete correspondiente a la proteina gp120, eliminando con ello, la totalidad de la 

secuencia codificante correspondiente a la proteina gp41. Un esquema referente a la secuencia de la proteina Env 

10 que forma parte de los vectores objeto de la invenciOn se muestra en la parte superior de la Figura 40. El Ultimo 

grafico corresponde a la secuencia de una proteina gp120 expresada a partir de vectores objeto de la invencion, y 

muestra que se ha eliminado la totalidad de la secuencia codificante de la proteina gp41, mientras los graficos 

previos representan proteinas de la envuelta con secuencias correspondientes a la proteina gp41. 

15 En cuanto a la proteina de fusion de Gag, Pol y Nef, -tambien de forma analoga a la proteina homOloga sintetizada a 

partir de los vectores en los que la correspondiente secuencia codificante deriva de secuencias propias del VIH-1-, 

este disefiada de manera que no de lugar a la formaci6n de particulas similares a particulas virales. La forma 

utilizada para la construcciOn de las realizaciones de los vectores objeto de la presente invenciOn que se describen 

con detalle en la presente memoria se acumula en el citoplasma de las celulas infectadas con los vectores 

20 recombinantes objeto de la presente invenciOn en forma de poliproteina, sin experimentar el procesamiento 

caracteristico del virus VIH provocado por la proteasa viral que daria lugar a su escisi6n en proteinas mas pequefias, 

aunque posteriormente si va a experimentar el procesamiento celular que permite la presentacion de peptidos 

antigenicos de la proteina de fusi6n y la generaci6n de una respuesta inmune contra los mismos. 

25 Tal como se ha comentado anteriormente, la utilidad principal de los vectores objeto de la presente invenciOn que 

comprenden secuencias derivadas del virus SIVmac es la de ser utilizados en protocolos de inmunizaci6n para 

extra& datos sobre la posible utilidad como vacunas de vectores disefiados para ser administrados a seres 

humanos, que deben tener la misma estructura de organizacion genica, promotores y sitio de inserci6n. Es por ello 

que las realizaciones equivalentes a las realizaciones preferidas de los vectores objeto de la presente invenciOn 

30 disefiados para la vacunaciOn de seres humanos (exceptuando las que se refieren a aislados del VIH-1 como origen 

preferido de las secuencias codificantes de las proteinas Env y Gag-Pol-Nef) son tambien realizaciones preferidas 

de los vectores disefiados para realizar ensayos en macacos. Asi, el lugar del vector en el que se encuentran 

insertadas las secuencias de la proteina Env y de la proteina de fusi6n Gag-Pol-Nef es el gen de la timidina quinasa, 

puesto que es un gen relacionado con la virulencia que queda inactivado por deleciOn por la presencia de las 

35 secuencias en el insertadas, aumentandose con ello la seguridad de los vectores. 

 

 

 

 
 

 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 En las realizaciones preferidas, la secuencia codificante de la proteina de fusi6n Gag-Pol-Nef se genera a partir de 

secuencias de proteinas Gag, Pol y Nef para las que se deduce una secuencia de ADNc utilizando codones de

lectura frecuentes en mamiferos, buscando con ello aumentar los niveles de expresiOn de la proteina de fusion.
  

40 Adennes, en la secuencia codificante de la proteina de fusiOn se han provocado modificaciones respecto a las

secuencias naturales, para aumentar su inmunogenicidad y su seguridad. Las modificaciones por las que se tiene 

mayor preferencia incluyen la inactivacifin por mutagenesis del sitio activo de la proteasa y la eliminaciOn nnediante 

deleciOn del sitio activo de la integrasa, la realizacion de deleciones en el gen nef y su inserciOn en la regi6n 

codificante de la RI, la traslocacion del sitio activo de la RT al extremo C-terminal de la proteina de fusiOn, y la 

45 fusiOn de la secuencia del gei gag en fase de lectura con pol-nef, creando una desviacion de una fase de lectura e 

introduciendo un cambio de c Ilicina a alanina para prevenir la formaci6n de particulas semejantes a virus. De entre 

ellas, se prefiere especificamente las modificaciones realizadas para generar la secuencia correspondiente a la 

proteina de fusi6n descrita per Didierlaurent A. et al. (18). Tal como sucedia en el caso de las proteinas Gag-Pol-Nef 

derivadas de secuencias propias del VIH-1, las proteinas de fusiOn Gag-Pol-Nef que cumplen todas estas 

50 caracteristicas, aunque derivE idas en este caso de secuencias propias del virus SIVmac, estan representadas por el 

esquema que se muestra en 13 zona inferior de la Figura 40, marcada como GagPolNef (gpn). 

En las realizaciones preferida s de la invenciOn, el promotor se escoge de manera que permitan la expresion de la 

proteina Env y de la proteina de fusion Gag-Pol-Env tanto en etapas tempranas como tardias del ciclo infectivo del 

55 virus MVA. El promotor sintel co temprano/tardio de poxvirus pE/L (19) es la opci6n elegida para las realizaciones 

mas preferidas de la invencion, aunque cualquier otro promotor de poxvirus podria utilizarse igualmente para la 

construcciOn de los vectores c bjeto de la presente invenciOn. 

En los Ejemplos 1 y 19 se de ;cribe, respectivamente, la construcciOn de los vectores denominados MVA-B y MVA-

60 C, que suponen sendas realiz aciones de los vectores objeto de la presente invencion, diseriados para la vacunaciOn 

de seres humanos, que cump en todas las caracteristicas preferidas para estos vectores de la invenciOn. En ellos, la 

secuencia correspondiente a 13 proteina Env se encuentra insertada en direcciOn opuesta con respecto al sentido de 

la transcripciOn de la proteina de fusiOn Gag-Pol-Nef, encontrandose los promotores correspondientes a cada una de 

las secuencias correspondien es a proteinas del VIH insertados en orientaciones opuestas y en la zona ma's interna 

65 del insert°. 
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Para poder extraer datos sobre la posible protecci6n que estos vectores conferirian a seres humanos vacunados con 

ellos, en la presente memoria se describe la construccion de un vector, obtenido igualmente a partir del virus MVA, 

que posee, igualmente inserted° en el locus de timidina quinasa, un insert() que comprende la secuencia codificante 

5 de una proteina de fusiOn Gag-Pol-Nef generada a partir de secuencias del virus SIVmac en la que se han realizado 

todas las modificaciones antes mencionadas, detalladas en la publicaciOn de Didierlaurent et al. (18) y bajo el control 

de un promotor sintetico temprano/tardio pE/L, asi como la secuencia codificante de una proteina gp120, procedente 

de un virus VIH-1, que carece totalmente de parte codificante correspondiente a la proteina gp41, igualmente bajo el 

control de un promotor sintetico temprano/tardio pE/L, estando los promotores correspondientes a cada una de las 

10 secuencias correspondientes a proteinas del VIH insertados en orientaciones opuestas y en la zona mas interna del 

insert°. A los vectores que cumplen estas caracteristicas se les ha denominado, de forma general vectores MVA-

SH IV.  
 

 
Para realizar el desafio posterior a la administraciOn del vector MVA-SHIV cuya construcciOn se describe mas 

 
15 adelente en la presente memoria, se ha elegido el virus quimerico de simio y humano SHIV89.6P. Por ello, para 

poder realizar los experimentos de valoraciOn de la protecciOn conferida por la inmunizaciOn con el vector en 

condiciones Optimas, se ha construido un vector MVA-SHIV cuyo genoma contiene un insert° del que forman parte 

tanto la secuencia codificante de la proteina 89.6P-gp120, es decir, una secuencia correspondiente a la proteina Env 
 

del virus SHIV89.6P (originariamente procedente del aislado 89.6 del virus VIH-1), modificada para que carezca 

20 totalmente de la parte correspondiente a la proteina gp41, como secuencias codificantes de los antigenos Gag, Pol y 

Nef de dicho virus SHIV89.6P (originariamente procedentes del virus de la inmunodeficiencia de simio, aislado de  

macacos, SIVmac239), a partir de las cuales se ha generado la secuencia correspondiente a la proteina de fusion 

SIVgpn realizando en ellas las modificaciones preferidas de la presente invenciOn. Es por ello que al vector 

construido de esta manera se le denomina especificamente vector MVA-89.6P-SIVgpn o, de forma mas detallada,  
 

25 vector MVA-gp120-HIV89.6p-SIVmac239-gag-pol-nef.
 4
 

Tanto en los Ejemplos que describen los ensayos de inmunogenicidad realizados con los vectores MVA-B y MVA-C, 

como en los Ejemplos encaminados a valorar la capacidad inmunogenica de los vectores objeto de la invenciOn  
 

diseriados para realizar ensayos en macacos y, por anadidura, su capacidad para conferir protecciOn frente a 

30 infecciones causadas por el SHIV, se ha considerado adecuado disponer tambien de un control positivo con el que  

comparar los resultados obtenidos con los vectores derivados de MVA. Para tal finalidad se han utilizado vectores  

recombinantes derivados de NYVAC con la misma estructura de organizaci6n genica, sitio de inserci6n en el 

genoma viral (el locus de timidina quinasa (TK)) y los nnismos promotores sinteticos tempranos/tardios, situados en  
 

igual disposiciOn que en el vector derivado de MVA con los que se desean comparar: los vectores NYVAC-B
  

 

35 (utilizado en los ensayos realizados con MVA-B), NYVAC-C (utilizado en los ensayos realizados con MVA-C) y un  
vector adicional, previsto para realizar ensayos comparativos con los realizados con los vectores denominados MVA-

 
 

 
 

SHIV, que se ha diseliado especificamente para realizar los ensayos de evaluaciOn de la capacidad protectora  

descritos en la presente memoria, al que se ha denominado, de forma abreviada, NYVAC-SHIV. Teniendo en cuenta  

el origen de las secuencias presentes en su insert°, identico al origen de las secuencias presentes en el insert° del 

40 vector denominado MVA-89.6P-SIVgpn o MVA-gp120-HIV89.6p-SIVmac239-gag-pol-nef con el que se desea

comparar, al vector NYVAC-SHIV concreto cuya construcci6n se describe en la presente memoria se le ha 

denominado NYVAC-89.6P-SIVgpn o, de forma mas detallada, NYVAC-gp120-HIV89.6-SIVmac239-gag-pol-nef. 

Dada su utilidad como control positivo en los ensayos que constituyen la utilidad principal de los vectores MVA-SHIV 

de la presente invencion, los vectores del tipo NYVAV-SHIV ester, tambien comprendidos dentro del alcance de la 

45 presente invencion. La presente invenciOn se refiere tambien a composiciones que contienen los vectores 

recombinantes objeto de la invenciOn que comprenden una secuencia codificante de una forma de la proteina Env 

del VIH-1 que carece de la parte correspondiente a la proteina gp41 en su totalidad y una secuencia codificante de 

una proteina de fusi6n Gag-Pol-Nef derivada de secuencias del virus SIVmac, asi como a su uso para valorar la 

respuesta inmunologica y la capacidad protectora frente a la infeccion por el VIH desencadenada por vectores con la 

50 misma estructura de organizaci6n de genes, promotores y sitio de inserciOn que se pretendan utilizer para la 

vacunaciOn de seres humanos. La realized& preferida de esa forma de utilizacion de los vectores de la invencion 

consiste en administrarselos a simios, preferiblemente a macacos Rhesus (Macaca mulatta) , para evaluar la 

respuesta inmune producida y la capacidad protectora generada tras dicha administraci6n, sometiendolos 

posteriormente a un desafio con un SHIV patOgeno. Asi se obtiene informaci6n relevante para valorar los resultados 

55 y evaluar si indican que merece la pena Ilever a cabo la siguiente bateria de ensayos clinicos en seres humanos con 

los vectores homOlogos previstos para la vacunacion de seres humanos, asi como infomnacion sobre el 

procedimiento adecuado para realizar dichos ensayos. 

Preferiblemente, el protocolo que se siga para la administraciOn de los vectores objeto de la invenciOn a macacos 

60 respondera al esquema que se tenga previsto seguir para la vacunaciOn de seres humanos, o a un esquema del 

cual se desee evaluar su grado de adecuaci6n. 

Los ensayos de inmunogenicidad realizados con los vectores MVA-B y MVA-C, descritos posteriornnente en la 

seccion de Ejemplos de la presente memoria, asi como los ensayos sobre el grado de protecci6n que ofrecen los 

65 vectores frente a la infecci6n por el SHIV89.6P realizados en macacos con el vector MVA-89.6P-SIVgpn, son un 

indicativo tanto de la utilidad como vacunas de los vectores de la invenciOn disetiados para la vacunaciOn de seres 
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humanos como de la validez de los protocolos de inmunizaciOn utilizados. Por todo ello, son tambien un objeto de la 

presente invenciOn los metodos de vacunaciOn para prevenir o tratar una infecci6n provocada por el VIH en los que 

se administra al menos un vector recombinante de la invenciOn, derivado del virus MVA, y capaz de expresar 

simultaneamente una forma de la proteina Env del VIH-1 que carece de la parte correspondiente a la proteina gp41 

5 en su totalidad y una proteina de fusi6n que contiene secuencias de las proteinas Gag, Pol y Nef del VIH-1, es decir, 

uno de los vectores objeto de la presente invenciOn diseriados para la fabricacion de medicannentos Crtiles como 

vacunas preventivas o terapeuticas contra el SIDA. 

Los metodos de vacunaciOn incluidos dentro del alcance de la invenciOn pueden comprender una o mas dosis de 

10 vacunacion, siempre y cuando en una de ellas se administre al menos uno de los vectores de la invencion. Se 

prefieren los metodos en los que se administra mas de una dosis de vacunaciOn para desencadenar o potenciar la 

respuesta inmune. De entre ellos, se prefieren especialmente los protocolos combinados en los que se usan 

vectores diferentes en la primera dosis de desencadenamiento de la respuesta inmune y en las dosis sucesivas 

destinadas a reforzar la respuesta desencadenada (dosis de potenciaciOn o refuerzo). Dado que los vectores 

15 derivados de MVA parecen ser de mayor utilidad para conseguir una respuesta de protecci6n frente a la infecci6n 

por el VIH cuando se suministran en la segunda o en dosis sucesivas destinadas al refuerzo de la respuesta inmune 

previamente desencadenada, lo que mas se prefiere es que al menos un vector recombinante derivado del MVA de 

la invencion este presente en la segunda dosis o en una dosis posterior, pudiendo estar ausente o presente en la 

primera dosis de vacunaciOn. En los casos en los que al menos un vector derivado de MVA esta presente en la 

20 segunda dosis y/o en una dosis posterior de vacunaciOn, se prefiere que al menos uno de los vectores administrados 

en la primera dosis de vacunaciOn sea capaz de expresar las mismas proteinas derivadas del VIH que el vector de la 

invenciOn presente en otra dosis diferente. De ellos, los vectores derivados del virus NYVAC, NYVAC-B y NYVAC-C 

y las combinaciones que comprendan ambos vectores son una opci6n adecuada para ser utilizados en la primera 

dosis de vacunacion como parte de un metodo de vacunacion objeto de la invencion cuando el vector de la 

25 invenciOn administrado en la segunda y/o en una dosis sucesiva de vacunacion es, respectivamente, el vector objeto 

de la invenciOn que posteriormente se denomina MVA-B o el vector que posteriornnente se denomina MVA-C, o bien 

una composicion que comprende tanto el vector MVA-B como el vector MVA-C. Tambien son realizaciones 

preferidas del metodo de vacunacion de la invencion aquellas en las que la primera dosis de vacunacion contiene el 

vector de ADN desnudo DNA-B cuando en la segunda dosis y/o en dosis posteriores de vacunaciOn esta presente el 

30 vector MVA-B objeto de la presente invenciOn, asi como aquellas en las que la primera dosis de vacunaciOn 

contiene el vector de ADN desnudo DNA-C cuando en la segunda dosis y/o en dosis posteriores de vacunaciOn esta 

presente el vector MVA-C objeto de la invenciOn. 

El proceso de construcci6n de los vectores de la presente invenciOn y los ensayos en los que se evalira tanto su 

35 capacidad inmunogenica y como su capacidad protectora se describe con mas detalle con ayuda de las Figuras y 

los Ejemplos que aparecen mas adelante en la presente memoria. 

Breve descripcion de las figures 

40 La Figura 1 muestra un esquema de los mapas de los genomas de los virus MVA (parte superior) y NYVAC (parte 

inferior), en los que la localizaciOn de los genes fragmentados se indica mediante un sombreado oscuro, indicandose 

su denominacion inmediatamente debajo. Los nombres subrayados indican los genes delecionados en el virus MVA 

e intactos en el virus NYVAC, los nombres en negrita indican los nombres de genes delecionados tanto en el virus 

MVA como en el virus NYVAC; y los nombres en cursiva indican genes intactos en el virus MVA pero con deleciones 

45 en el virus NYVAC. Las letras A a Q situadas sobre cada una de las representaciones de los genomas se refieren a 

la denominacion de los distintos fragmentos de restricciOn generados por la enzima Hindil al digerir con ella el ADN 

genOmico de los virus MVA y NYVAC. RTI: regi6n terminal izquierda; RCC: region central conservada; RTD: regi6n 

terminal derecha. 

50 La Figura 2 muestra un esquema del proceso de construcci6n del vector plasmidico de transferencia 

pLZAW1gp120B/gagpolnef-B-1 y los plasmidos a partir de los cuales se genera. 

La Figura 3 muestra los fragmentos generados en el analisis por PCR del locus TK del virus MVA-B. La parte 

superior de la figura muestra un esquema en el que se representan las posiciones de los oligonucleotidos utilizados 

55 como cebadores, los tamalios estimados de los fragmentos que se generan en el curso de la PCR con las diferentes 

combinaciones de oligonucleOtidos, asi como su localizaciOn con respecto a los insertos y las secuencias 

flanqueantes de los mismos. La parte inferior muestra fotografias de los geles obtenidos al someter a electroforesis 

los productos de los diferentes analisis por PCR realizados con diferentes parejas de cebadores. A: PCR cebada con 

los oligonucleOtidos TK-L y GPN7649; B: PCR cebada con los oligonucleotidos GPN8170 y E/L; C: PCR cebada con 

60 los oligonucleotidos BX08556/1-K-R. Las muestras correspondientes a cada calle son: 1: pLZAW1gp120B/gagpolnef-

B-1; 2: MVA-B; 3: MVA-WT; 4: NYVAC-WT. 
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La Figura 4 muestra una fotografia de un gel obtenido al sonneter a electroforesis los productos resultantes de una 

reacci6n de PCR en la que se utilizaron como cebadores oligonucleOtidos que hibridaban con las secuencias 

flanqueantes del gen TK. Las muestras correspondientes a cada calle son: 1: NYVAC-WT; 2: MVA-B; 3: MVA-WT. 

5 La Figura 5 muestra los resultados del analisis por transferencia tipo Western de la expresiOn de los genes 

heterOlogos gp120-BX08 (parte superior de la figura) y gagpolnef-IIIB (parte inferior de la figura, en la que la proteina 

gagpolnef-IIIB se abrevia como GPN) desde un vector NYVAC-B (primera calle), desde los stocks P1, P2 y P3 

(calles 2-4: P1, P2 y P3) y desde celulas en las que se habia simulado la infeccion (calle 5). 

10 La Figura 6 nnuestra los resultados correspondientes a las pruebas de estabilidad del vector MVA-B. La parte A 

muestra los resultados de las inmunotinciones de celulas CEF infectadas con el vector MVA-B y tratadas con los 

anticuerpos anti-WR (fotografia de la izquierda), anti-p24 (fotografia central) y anti-gp120 (fotografia de la derecha), 

junto con un grafico en el que se representa el total de celulas tenidas con cada anticuerpo. La parte B muestra la 

detecci6n de la expresi6n de las proteinas gagpolnef-IIIB (fotografia de la izquierda) y gp120-BX08 (fotografia de la 

15 derecha) mediante transferencia tipo Western y detecci6n con anticuerpos dirigidos contra dichas proteinas en 

celulas infectadas con el virus recombinante NYVAC-B (NYVACB), celulas en las que se habia simulado la infeccion 

(M) y stocks de virus correspondientes a los pases 7 a 10 (P7, P8, P9 y P10). 

La Figura 7 muestra la cinetica de expresiOn de la proteina gp120-BX08 obtenida mediante el analisis con un 

20 anticuerpo anti-gp120 del clade B de transferencias tipo Western correspondientes a muestras tomadas pasadas 4, 

8, 16 y 24 horas de una infeccion con un virus recombinante. La parte superior corresponde a la infeccian con el 

virus MVA-B y la inferior a la infecciOn con el virus NYVAC-B. Para cada una de las muestras aparece 

inmediatamente debajo la intensidad de las serial lograda al incubar las muestras con un anticuerpo anti-p-actina (p-

act.) P: precipitado; S: sobrenadante; M: simulacion de infecciOn. 

25 •  

La Figura 8 muestra la cinetica de expresiOn de la proteina gagpolnef-111B obtenida mediante el analisis con un  

anticuerpo anti-p24 del clade B de transferencias tipo Western correspondiente a muestras tomadas pasadas 6, 18 y 

24 horas de una infecciOn con un virus reconnbinante. Las Galles marcadas como "1" corresponden a muestras 

infectadas con el virus NYVAC-B, las calles marcadas como "2" a muestras infectadas con el virus MVA-B y la calle 

30 marcada con la letra "M" a una muestra en la que se simule la infeccion. La flecha indica la posiciOn de la proteina  

gagpolnef-IIIB (abreviada como GPN). •   
 

El grafico mostraod en la Figura 9 representa la detecciOn mediante ELISPOT de celulas T secretoras de IFN-y 

generadas por la inmunizacion de ratones BALB/c con virus recombinantes a partir de los cuales pueden expresarse 

35 las proteinas gp120-BX08 y gagpolnef-II1B. En ordenadas se indica el nirmero de celulas T secretoras de IFN-y 

detectadas por cada 106 esplenocitos, especificas para cada uno de los grupos de peptidos del clade B que se 

indican en abscisas. Para cada uno de esos grupos de peptidos, la primera barra corresponde al valor detectado en 

animales inmunizados con MVA-B y la segunda a animales inmunizados con NYVAC-B. 

 

 

 
 

 

 

 
 

40 La Figura 10 muestra la producci6n de citoquinas detectada en ratones BALB/c inmunizados con virus 

recombinantes a partir de los cuales pueden expresarse las proteinas gp120-BX08 y gagpolnef-IIIB. La parte  

izquierda corresponde a los niveles de IFN-y y la derecha a los niveles de IL-10, ambos en pg/ml, detectados en los 

sobrenadantes de esplenocitos de animales inoculados con MVA-B (prinnera barra de cada uno de los grupos de 

peptidos) o NYVAC-B (segunda barra de cada uno de los grupos de peptidos) frente a grupos especificos de 

45 peptidos representativos del Glade B. 

La Figura 11 muestra graficos correspondientes a los niveles de distintos tipos de celulas T secretoras de IFN-y y 

presentes en los esplenocitos de ratones BALB/c inoculados con MVA-B (primera barra de cada grupo de peptidos) 

o NYVAC-B (segunda barra de cada grupo de peptidos) reestimulados por los grupos de peptidos representativos 

50 del clade B indicados en el eje X. El grafico superior muestra el porcentaje de celulas T CD8+ que secretan IFN-y, el 

grafico intermedio muestra el porcentaje de celulas T CD4+ que secretan 1FN-y y el grafico inferior muestra el 

porcentaje total de celulas T CD8+ y T CD4+ que secretan IFN-y, todos ellos detectados por cada 3 x 105 

esplenocitos. 

55 La Figura 12 muestra un grafico que corresponde a la deteccion mediante ELISPOT de celulas T secretoras de IFN-

y generadas por la inmunizacion de ratones BALB/c con distintas combinaciones de vectores a partir de los cuales 

pueden expresarse las proteinas gp120-BX08 y gagpolnef-IIIB, asi como los resultados correspondientes a los 

controles, en todos los casos adnninistrando los vectores siguiendo protocolos de inducci6n/potenciaci6n. En el eje Y 

se indica el nUmero de celulas T secretoras de IFN-y detectadas por cada 106 esplenocitos, especificas para cada 

60 uno de los grupos de peptidos del clade B que se indican en el eje X. Para cada uno de esos peptidos, la primera 

barra corresponde al valor detectado en animales inmunizados con DNA-B+MVA-B, la segunda a animales 

inmunizados con DNA-B+NYVAC-B, la tercera a aninnales inmunizados con DNA-B+DNA-B, la cuarta a animales 

inmunizados con DNA 0 +MVA-WT y la Ultima a animales inmunizados con DNA 0 + NYVAC-WT. Los circulos (4.) 

bajo las barras indican diferencias significativas (p<0,005) de cada grupo de peptidos respecto al control negativo; 

65 los asteriscos (*) indican diferencias significativas (p<0,05) entre los distintos grupos. 
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La Figura 13 muestra la producci6n de IFN-y, expresada en pg/ml, generada tras la reestimulacion, con los grupos 

de peptidos indicados en el eje X, de esplenocitos extraidos de ratones BALB/c inmunizados mediante protocolos de 

combinaci6n de inducciOn/potenciaciOn en los que se incluye el DNA-B en la primera dosis de iniciaci6n de la 

5 respuesta excepto en la ültima muestra, que se inocula con ADN sin insert° (DNA-0), inoculandose en la segunda 

dosis de potenciaci6n de la respuesta lo siguiente: MVA-B (primera barra de cada grupo), NYVAC-B (segunda 

barra), DNA-B de nuevo (tercera barra), MVA-WT (cuarta barra) y NYVAC-WT (quinta barra, correspondiente a la 

muestra a la que se le inoculo primeramente DNA-0). 

10 La Figura 14 muestra la producciOn de quimioquinas, expresada en pg/ml y generada tras la reestimulaciOn con los 

grupos de peptidos del clade B indicados en el eje X, de esplenocitos extraidos de ratones BALB/c inmunizados 

mediante protocolos de combinaci6n de inducci6n/potenciaci6n en los que se incluye el DNA-B en la primera dosis 

de iniciaci6n de la respuesta salvo en el control, que se inocul6 con ADN sin insert° (DNA-0), inoculandose en la 

segunda dosis de potenciaciOn de la respuesta MVA-B (primera barra de cada grupo), NYVAC-B (segunda barra), 

15 DNA-B de nuevo (tercera barra), y NYVAC-WT (cuarta barra, correspondiente al control inoculado primeramente con 

DNA-0). El grafico de la izquierda corresponde a la concentraciOn detectada de MIP-1 p y el de la derecha a la 

concentracion detectada de RANTES. 

La Figura 15 muestra greficos correspondientes a los niveles de distintos tipos de celulas T secretoras de IFN-y o 

20 TNF-a presentes en esplenocitos reestimulados por los grupos de peptidos representativos del clade B indicados en 

el eje X tras haber sido extraidos de ratones BALB/c inmunizados mediante protocolos combinados de 

inducci6n/potenciaci6n en los que se incluye el DNA-B en la primera dosis de iniciaci6n de la respuesta -salvo en los 

controles, que fueron inoculados con ADN sin inserto (DNA-0)-, inoculandose en la segunda dosis de potenciaciOn 

de la respuesta MVA-B (primera barra de cada grupo), NYVAC-B (segunda barra) y DNA-B de nuevo (tercera barra), 

25 mientras que los controles inoculados con DNA-0 recibieron en la segunda dosis MVA-WT (cuarta barra) o NYVAC-

WT (quinta barra). La parte superior corresponde a celulas productoras de IFN-y y la inferior a celulas productoras de 

TNF-a. Los graficos de la izquierda corresponden a las celulas CD8+, los graficos intermedios a las celulas CD4+ y 

los graficos de la derecha al total de celulas implicadas. En cada caso  el valor dado se refiere a ntknero de celulas 

secretoras de cada tipo (CD8+, CD4+, total) detectadas por cada 3 x 106 esplenocitos. 

30 

La Figura 16 muestra un grafico que corresponde a la detecciOn mediante ELISPOT de celulas T secretoras de IFN-

y especificas para cada uno de los grupos de peptidos del clade B indicados en el eje X, generadas por la 

inmunizaci6n de ratones BALB/c mediante protocolos de inducci6n/potenciaci6n en los que se combinan vectores 

derivados de Vaccinia a partir de los cuales pueden expresarse las proteinas gp120-BX08 y gagpolnef-IIIB. En el eje 

35 Y se indica el numero de celulas T secretoras de IFN-y, especificas para cada uno de los grupos de peptidos del 

clade B que se indican en el eje X, detectadas por cada 106 esplenocitos. Para cada uno de esos peptidos, la 

primera barra corresponde al valor detectado en animates inmunizados con NYVAC-B+MVA-B, la segunda a 

animates inmunizados con MVA-B+NYVAC-B y la tercera a animales inmunizados con MVA-WT+NYVAC-WT. 

40 La Figura 17 muestra la producciOn de IFN-y, expresada en pg/ml, generada tras la reestimulaciOn con los grupos 

de peptidos del clade B indicados en el eje X, de esplenocitos extraidos de ratones BALB/c inmunizados mediante 

protocolos de cornbinaciOn de inducciOn/potenciaciOn en los que se combinan vectores derivados de Vaccinia a 

partir de los cuales pueden expresarse las proteinas gp120-BX08 y gagpolnef-IIIB: NYVAC-B+MVA-B (primera 

barra), MVA-B+NYVAC-B (segunda barra) y MVA-WT+NYVAC-WT (tercera barra). 

45 

La Figura 18 muestra un grafico que corresponde a la deteccion mediante ELISPOT de celulas T secretoras de IFN-

y especificas para cada uno de los grupos de peptidos del clade B indicados en el eje X, generadas por la 

inmunizaciOn de ratones humanizados HHDII mediante protocolos de inducciOn/potenciacion en los que se incluye el 

DNA-B en la primera dosis de inducci6n de la respuesta, inoculandose en la segunda dosis de potenciaci6n de la 

50 respuesta MVA-B (primera barra de cada grupo) o NYVAC-B (segunda barra). La tercera barra corresponde al 

control de inoculaciOn de un ADN sin insert° (DNA 0) en la primera dosis y MVA-WT en la segunda. Los circulos (•) 

bajo las barras indican diferencias significativas (p<0,005) de cada grupo de peptidos respecto al control negativo; 

los asteriscos (*) indican diferencias significativas (p<0,05) entre los distintos grupos 

55 La Figura 19 muestra un grefico que corresponde a la detecciOn mediante ELISPOT de celulas T secretoras de IL-2 

especificas para cada uno de los grupos de peptidos del clade B indicados en el eje X, generadas por la 

inmunizaci6n de ratones HHDII mediante protocolos de inducciOn/potenciaciOn en los que se incluye el DNA-B en la 

primera dosis de inducci6n de la respuesta, inoculandose en la segunda dosis de potenciaci6n de la respuesta MVA-

B (primera barra de cada grupo) o NYVAC-B (segunda barra). La tercera barra corresponde al control de inoculaciOn 

60 de un DNA sin insert° (DNA 0) en la primera dosis y MVA-WT en la segunda. Los circulos (•) bajo las barras indican 

diferencias significativas (p<0,005) de cada grupo de peptidos respecto al control negativo; los asteriscos (*) indican 

diferencias significativas (p<0,05) entre los distintos grupos 

La Figura 20 muestra un grafico que corresponde a la detecci6n mediante ELISPOT de celulas T secretoras de IFN-

65 y especificas para cada uno de los grupos de peptidos del clade B indicados en el eje X, generadas por la 
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inmunizaci6n de ratones humanizados HHDII nnediante protocolos de induccion/potenciacion en los que se 

combinan vectores derivados de Vaccinia a partir de los cuales pueden expresarse las proteinas gp120-BX08 y 

gagpolnef-IIIB. En el eje Y se indica el niimero de celulas T secretoras de IFN-y, especificas para cada uno de los 

grupos de peptidos, detectadas por cada 106 esplenocitos,. Para cada uno de esos grupos de peptidos, la primera 

5 barra corresponde al valor detectado en animales inmunizados con MVA+NYVAC-B, la segunda a animales 

inmunizados con NYVAC-B+MVA-B, la tercera a animales inmunizados con MVA-B+MVA-B. la cuarta a animales 

inmunizados con NYVAC-B+NYVAC-B y la quinta a animales inmunizados con NYVAC-VVT+MVA-WT. Los circulos 

(*) bajo las barras indican diferencias significativas (p<0,005) de cada grupo de peptidos respecto al control negativo. 

10 La Figura 21 muestra un grafico que corresponde a la detecci6n mediante ELISPOT de celulas T secretoras de IL-2 

especificas para cada uno de los grupos de peptidos del clade B indicados en el eje X, presentes por cada 106 

esplenocitos de ratones HHDII inmunizados nnediante protocolos de inducci6n/potenciaci6n en los que se combinan 

vectores derivados de Vaccinia a partir de los cuales pueden expresarse las proteinas gp120-BX08 y gagpolnef-IIIB.  

Para cada uno de esos grupos de peptidos, la prinnera barra corresponde al valor detectado en animales 

15 inmunizados con MVA+NYVAC-B, la segunda a animales inmunizados con NYVAC-B+MVA-B, la tercera a animales 

inmunizados con MVA-B+MVA-B, la cuarta a animales inmunizados con NYVAC-B+NYVAC-B y la quinta a animales 

inmunizados con NYVAC-VVT+MVA-WT. Los circulos (.) bajo las barras indican diferencias significativas (p<0,005) 

de cada grupo de peptidos respecto al control negativo. 

20 La Figura 22 muestra un esquema de la construccion del vector plasmidico de transferencia 

pLZAW1gp120B/gagpolnef-C-14 y los plasmidos a partir de los cuales se genera. 

La Figura 23 muestra los fragmentos generados en el analisis por PCR del locus TK del virus MVA-C. La parte 

superior de la figura muestra un esquema de los tamafios de los fragmentos que se generan con las diferentes 

25 combinaciones de oligonucleOtidos, asi como su localizaciOn con respecto a los insertos y las secuencias 

flanqueantes de los mismos. La parte inferior muestra fotografias de los geles obtenidos al someter a electroforesis 

los productos de las PCR realizadas con diferentes parejas de cebadores. 

A: PCR cebada con los oligonucleotidos TK-L y gp120-1213; 

30 B: PCR cebada con los oligonucleOtidos gp120-1050 y gp120-10; 

C: PCR cebada con los oligonucleOtidos GPN-2018 y GPN-3820; 

D: PCR cebada con los oligonucleotidos GPN-4000 y TK-R; 

E: PCR cebada con los oligonucleotidos GPN-802 y GPN-2198. 

35 Las muestras correspondientes a cada calle son: 

1:NYVAC-C; 

2: MVA-C (P2); 

3: MVA-WT; 

40 4: NYVAC-WT. 

La Figura 24 muestra, en su parte superior, un esquema de los fragmentos obtenidos al amplificar mediante PCR el 

locus TK a partir de muestras que contienen o carecen de insertos en dicho locus, mientras que la parte inferior es 

una fotografia de un gel obtenido al someter a electroforesis los productos resultantes de una reacci6n de PCR en la 

45 que se utilizaron como cebadores oligonucleOtidos que hibridaban con las secuencias flanqueantes del gen TK. Las 

muestras fueron: NYVAC-C (calle 1), MVA-C correspondiente a los stocks P1 (calle 2) y P2 (calle 3) y MVA-WT 

(calle 4). 

La Figura 25 muestra los resultados del analisis por transferencia tipo Western de la expresi6n de los genes 

50 heterOlogos gp120-C (parte superior) y gagpolnef-C (parte inferior, en la que la proteina gagpolnef-C se abrevia 

como GPN) desde un vector NYVAC-C (oltima calle), desde los stocks P2 y P3 (calles primera y segunda, marcadas 

como P2-M y P3, respectivamente) y desde celulas en las que se habia simulado la infecci6n (M). 

La Figura 26 muestra los resultados correspondientes a las pruebas de estabilidad del vector MVA-C. La parte A 

55 muestra los resultados de las inmunotinciones de celulas CEF infectadas con el vector MVA-C y tratadas con los 

anticuerpos anti-WR (fotografia de la izquierda), anti-gp120 especifico del clade C (fotografia central) y anti-p24 

especifico del clade C (fotografia de la derecha), asi como un grafico en el que se representan los porcentajes de las 

placas tenidas con cada uno de los anticuerpos calculados con respecto al total de placas tenidas con el anticuerpo 

anti-WR. La parte B muestra la detecci6n de la expresion de las proteinas gagpolnef-C (fotografia de la izquierda) y 

60 gp120-C (fotografia de la derecha) mediante transferencias tipo Western y detecciOn con anticuerpos dirigidos contra 

dichas proteinas en celulas infectadas con el virus recombinante NYVAC-C (calles marcadas como "NYVAC-C", 

celulas en las que se habia simulado la infecciOn (calles marcadas como "CEF" y stocks de virus correspondientes a 

los pases 7 a 10 (calles marcadas como P7, P8, P9 y P10). 
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La Figura 27 muestra la cinetica de expresi6n de la proteina gp120-C obtenida mediante el analisis con un 

anticuerpo anti-gp120 del clade C de transferencias tipo Western correspondientes a muestras tomadas pasadas 6, 

18, y 24 horas de una infecciOn con un virus recombinante. La parte superior corresponde a la infecci6n con el virus 

MVA-C y la inferior a la infecci6n con el virus NYVAC-C. Para cada una de las nnuestras aparece innnediatamente 

5 debajo la intensidad de las serial lograda al incubar las muestras con un anticuerpo anti-8-actina (8-act.). P: 

precipitado; S: sobrenadante; M: sinnulaciOn de infecciOn. P: precipitado; S: sobrenadante; M: simulaciOn de 

infeccion. 

La Figura 28 muestra la cinetica de expresi6n de la proteina gagpolnef-C obtenida mediante el analisis con un 

10 anticuerpo anti-p24 del clade C de transferencias tipo Western correspondientes a precipitados celulares de 

muestras tomadas pasadas 6, 18 y 24 horas de una infecci6n con un virus recombinante. Las calles marcadas como 

"1" corresponden a muestras infectadas con el virus MVA-C, las calles marcadas como "2" a muestras infectadas 

con el virus NYVAC-C y las calles marcadas como M a muestras en las que se simulO la infeccion. La flecha indica 

la posici6n de la proteina gagpolnef-C (abreviada como GPN). 

15 

La Figura 29 muestra un grafico que corresponde a la detecci6n nnediante ELISPOT de celulas T secretoras de IFN 

y generadas por la inmunizaciOn de ratones humanizados HHDII con virus recombinantes a partir de los cuales 

pueden expresarse las proteinas gp120-C y gagpolnef-C. La parte A corresponde a las celulas T secretoras de IFN-

y, detectadas por cada 106 esplenocitos, especificas para cada uno de los grupos de peptidos del clade C que se 

20 indican en el eje X. La parte B corresponde a las celulas T secretores de IFN-y generadas contra la parte de los virus 

recombinantes que deriva de Vaccinia. Tanto en el caso de los peptidos (parte A) como en el de la respuesta anti-  

Vaccinia, la primera barra corresponde al valor detectado en animales inmunizados con MVA-C y la segunda a  

animales inmunizados con NYVAC-C. 

 

 
 

25 La Figura 30 muestra la produccion de citoquinas detectada en ratones HHDII inmunizados con virus recombinantes 

a partir de los cuales pueden expresarse las proteinas gp120-C y gagpolnef-C. La parte superior corresponde a los 

niveles de IFN-y y la inferior a los niveles de IL-10, ambos expresados en pg/ml, detectados en los sobrenadantes de 

esplenocitos de animales inoculados con MVA-C (primera barra de cada uno de los grupos de peptidos) o NYVAC-C 

(segunda barra de cada uno de los grupos de peptidos) frente a grupos especificos de peptidos representativos del 

30 clade C. 

La Figura 31 muestra graficos correspondientes a los porcentajes de distintos tipos de celulas T productoras de IFN-

y generadas frente a grupos de peptidos especificos representativos del clade C por la inoculaciOn de MVA-C 

(primera barra de cada grupo de peptidos) o NYVAC-C (segunda barra de cada grupo de peptidos) a ratones HDDII. 

35 El grafico superior representa el porcentaje de celulas CD8+ respecto al total de celulas secretoras de IFN-y, el 

grafico intermedio el porcentaje de celulas CD4+ y el grafico inferior al porcentaje que la suma de las celulas CD8+ y 

CD4+ anteriores supone sobre el total de celulas secretoras de IFN-y. 

La Figura 32 muestra la respuesta humoral generada por inoculacion de MVA-C o NYVAC-C a ratones HHDII o 

40 C571BL6 mediante los valores de densidad 6ptica a 492 nm obtenidos al detectar por ELISA anticuerpos IgG frente 

a: (A) extractos celulares de una infecci6n con Vaccinia; (B) proteina Gag o (C) la proteina gp160. Los grupos de 

inmunizaciOn fueron: 1: MVA-C en HHDII; 2: MVA-C en C57/BL6; 3: NYVAC-C en HHDII; 4: NYVAC-C en C57/BL6; 

5: control. 

En cada grupo, la situaciOn de los simbolos marca el valor obtenido para cada uno de los ratones del grupo: •: 

45 rat& 1; ratOn 2; A: rat& 3; •: ratan 4; la posicion de la barra horizontal — indica el valor medio correspondiente 

a los cuatro ratones de cada grupo. 

La Figura 33 muestra un grafico que corresponde a la detecci6n mediante ELISPOT de celulas T secretoras de IFN-

y especificas para cada uno de los grupos de peptidos del clade C indicados en el eje X, presentes por cada 106 

50 esplenocitos de ratones HHDII inmunizados mediante protocolos de inducciOn/potenciacion en los que se incluye el 

DNA-C en la primera dosis de induccion de la respuesta, inoculandose en la segunda dosis de potenciacion de la 

respuesta MVA-C (primera barra de cada grupo) o NYVAC-C (segunda barra). La tercera barra corresponde al 

control de inoculacion de un ADN sin inserto (DNA 0) en la primera dosis y NYVAC-WT en la segunda. Los circulos 

(.) bajo las barras indican diferencias significativas (p<0,005) de cada grupo de peptidos respecto al control negativo; 

55 la presencia de asteriscos indica diferencias significativas entre los distintos grupos: *: p<0,05; **:p<0,005. 

La Figura 34 muestra un grafico que corresponde a la detecciOn mediante ELISPOT de celulas T secretoras de IL-2 

especificas para cada uno de los grupos de peptidos del clade C indicados en el eje X, presentes por cada 106 

esplenocitos de ratones HHDII inmunizados mediante protocolos de induccion/potenciacion en los que se incluye el 

60 DNA-C en la primera dosis de inducciOn de la respuesta, inoculandose en la segunda dosis de potenciacion de la 

respuesta MVA-C (primera barra de cada grupo) o NYVAC-C (segunda barra). La tercera barra corresponde al 

control de inoculacion de un ADN sin inserto (DNA 0) en la primera dosis y NYVAC-WT en la segunda. Los circulos 

(.) bajo las barras indican diferencias significativas (p<0,005) de cada grupo de peptidos respecto al control negativo; 

los asteriscos indica diferencias significativas entre los distintos grupos: *: p<0,05; **:p<0,005. 

65 

16 

 
 

 

  

 

 

 

 



La Figura 35 muestra un grafico que corresponde a la detecciOn mediante ELISPOT de celulas T secretoras de IFN-

y especificas para cada uno de los grupos de peptidos del clade C indicados en el eje X, presentes por cada 106 

esplenocitos de ratones BALB/c inmunizados mediante protocolos de inducciOn/potenciaciOn en los que se 

combinan vectores derivados de Vaccinia a partir de los cuales pueden expresarse las proteinas gp120-C y 

5 gagpolnef-C. Para cada uno de esos grupos de peptidos, la primera barra corresponde al valor detectado en 

animales inmunizados con NYVAC-C+MVA-C, la segunda a animales inmunizados con MVA-C+MVA-C, la tercera a 

animales inmunizados con MVA-C+NYVAC-C, la cuarta a animales inmunizados con NYVAC-C+NYVAC-C y la 

quinta a animales inmunizados con NYVAC-WT+MVA-WT. Los circulos (.) bajo las barras indican diferencias 

significativas (p<0,005) de cada grupo de peptidos respecto al control negativo; los asteriscos indica diferencias 

10 significativas entre los distintos grupos: *: p<0,05; **:p<0,005. 

La Figura 36 muestra la producci6n de citoquinas detectada tras la inmunizacion de ratones BALB/c mediante 

protocolos de inducci6n/potenciaci6n en los que se combinan vectores derivados de Vaccinia a partir de los cuales  
 

pueden expresarse las proteinas gp120-C y gagpolnef-C. La parte izquierda corresponde a los niveles de IFN-y  

15 (expresados en ng/ml) y la derecha a los niveles de IL-10 (expresados en pg/ml), detectados en los sobrenadantes

de esplenocitos, reestimulados con cada uno de los grupos de peptidos del clade C indicados junto a cada grupo de  

barras, extraidos de animales inoculados con: MVA-C+NYVAC-C (primera barra de cada grupo), MVA-C+MVA-C 

(segunda barra), NYVAC-C+MVA-C (tercera barra), NYVAC-C+NYVAC-C (cuarta barra), NYVAC-WT+MVA-WT 

(quinta barra) o MVA-VVT+NYVAC-WT (sexta barra). 

20  
La Figura 37 muestra graficos correspondientes a los niveles de distintos tipos de celulas T secretoras de IFN-y y

 

 
presentes en los esplenocitos de ratones BALB/c inmunizados mediante protocolos de inducci6n/potenciaci6n en los

que se combinan vectores derivados de Vaccinia a partir de los cuales pueden expresarse las proteinas gp120-C y 

gagpolnef-C, tras ser reestimulados por los grupos de peptidos representativos del clade C indicados en el eje X. El  
 

25 grafico superior corresponde a las celulas CD8+ productoras de IFN-y presentes por cada 3 x 105 celulas CD8+, el  

grafico intermedio a las celulas CD4+ productoras de IFN-y presentes por cada 3 x 105 celulas CD4+ y el grafico 

inferior al conjunto de celulas CD8+ mas CD4+ productoras de IFN-y presentes por cada 3 x 105 celulas CD8+ mas  

CD4+. Las barras que se aparecen en cada grupo de peptidos corresponden a animales inoculados con: NYVAC-

C+MVA-C (primera barra de cada grupo), MVA-C+MVA-C (segunda barra), MVA-C+NYVAC-C (tercera barra),  

30 NYVAC-C+NYVAC-C (cuarta barra), NYVAC-VVT+MVA-WT (quinta barra). 
 

La Figura 38a muestra los resultados obtenidos al tratar con anticuerpos dirigidos contra la proteina PARP lisados 

de celulas HeLa recogidos transcurrido los distintos tiempos, expresados en horas, que se indican sobre las calles,  

tras la infeccion con MVA-WT (calles encabezadas por "MVA") o con NYVAC (calles encabezadas por "NYVAC").  

35 PARPc indica la posiciOn de la proteina PARR completa; PARPf indica la posiciOn de la proteina PARP que ha  
sufrido una rotura especifica. La parte inferior muestra la intensidad de las sefiales logradas al incubar las muestras  

con un anticuerpo anti-13-actina (0-act.). .  
 

La Figura 38b muestra las senales de innnunofluorescencia detectadas a partir de celulas infectadas con MVA-WT 

40 (fotografia superior) o NYVAC-WT (fotografia inferior) cuyos niicleos habian sido terlidos con DAPI. 

La Figura 38c muestra una fotografia de un gel obtenido al someter a electroforesis muestras de ARN ribosOmico 

obtenidas de celulas HeLa transcurridos los intervalos de tiempo de 18 y 24 horas que se indican sobre las calles, 

tras infectar dichas celulas con: muestras carentes de virus (pocillos marcados como "HeLa"), virus Vaccinia silvestre 

45 de la cepa Western Reserve (pocillos marcados como "WR"), MVA-WT (pocillos marcados como "MVA"), o NYVAC-

WT (pocillos marcados como "NYVAC"). Se indican las posiciones en las que se detectan los ARN ribos6micos 28S 

(28S rRNA) y 18S (18S rRNA) y la de las bandas resultantes de su degradaci6n. 

La Figura 38d muestra un grafico en el que se indica el factor de incremento del numero de celulas apoptoticas 

50 detectado mediante citometria de flujo en celulas HeLa infectadas segun se indica en el eje X: M: simulaciOn de 

infecciOn; WR: infeccion con virus Vaccinia silvestre de la cepa Western Reserve; MVA: infecciOn con MVA-WR; 

NYVAC: infecciOn con NYVAC-WT. Los signos "-" y "+" indican, respectivamente, la ausencia o la presencia del 

inhibidor de caspasas zVAD en las muestras utilizadas para provocar la infecci6n. 

55 La Figura 39 muestra un esquema de la organizaci6n del genoma del virus quimerico de la inmunodeficiencia de 

simio y humano SHIV89.6P. Las secuencias representadas por rectangulos rellenos provienen del genoma del virus 

de simio SIVmac239, mientras que las secuencias representadas por rectangulos sin relleno provienen del genoma 

del aislado 89.6 del virus VIH-1. 

60 La Figura 40 muestra la estructura de las secuencias codificantes de antigenos de retrovirus presentes en los 

vectores objetode la presente invencion. La parte superior, encabezada por la abreviatura "Env" corresponde a 

distintas formas de la secuencia correspondiente a la proteina de la envuelta, de las que la Ultima, la marcada como 

"C-env-120", representa la presente en los vectores objeto de la invenciOn, carente por completo de la parte 

correspondiente a la proteina gp41. La parte inferior muestra el esquema correspondiente a la proteina de fusi6n 

65 Gag-Pol-Nef sintetizada a partir de los vectores cuya construcciOn se describe en la secciOn de Ejemplos. Las 
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modificaciones realizadas sobre las secuencias deducidas a partir de las proteinas del SHIV89.P, generadas 

deduciendo la secuencia de tripletes correspondientes a las secuencias de aminoacidos de las proteinas -utilizando 

para ello los codones mas frecuentes en mamiferos-, fueron las siguientes modificaciones principales: la secuencia 

correspondiente at antigeno Gag que incluye las proteinas de la matriz (MA), la capsida (CA), p2 y p7 se ligo 
5 respetando el marco de lectura (en el punto marcado como FS-1) con la secuencia correspondiente al antigeno Pol 

que carecia de dominio integrasa; ademas, el sitio activo de la transcriptasa en reverso (RI) fue reemplazado por un 

gen nef en el que se habia alterado el orden de los aminoacidos (sc-nef), de manera que la zona que de forma 

natural contiene el extremo carboxilo (RT-C) fuera la parte inicial, mientras la zona que de forma natural contiene el 

extremo amino (RT-A) pasO a ser la zona final; la secuencia de RT que solapa con el sitio activo (sitio activo, RT) se 

10 trasloc6 respetando el marco de lectura al extremo 3' de la secuencia codificante de la proteina de fusion; 

adicionalmente, la glicina del extremo amino se sustituy6 por alanina (AMyr (G—>A)) para impedir su miristilacion, 

nnientras se anulaba la actividad enzimatica de la proteasa (XPR) introduciendo una mutaci6n puntual en su sitio 

activo (APRr (D—>N)). 

15 La Figura 41 muestra un esquema de la construcciOn del vector plasnnidico de transferencia pLZAW-1-89.6P-

SIVgpn-18 y de los plasmidos a partir de los cuales se genera. 

La Figura 41a muestra los pasos necesarios para la obtenci6n del vector pLZAW1-89.6P-9; 

la Figura 41b nnuestra los pasos necesarios para la obtenci6n del vector pLZAW-1-89.6P-SIVgpn-18 a partir del 

vector pLZAW-1-89.6P-9. En ambos casos la parte correspondiente a la proteina de fusi6n Gag-Pol-Nef, 

20 denominada posteriormente "SIVgpn" se indica en la Figura como "SIVsyngagpolnef", mientras la parte 

correspondiente a la proteina de la envuelta, denominada posteriormente 89.6gp120, aparece indicada como 

"89.6Psynenv120". 

La Figura 42 muestra los fragmentos generados en el analisis por PCR del locus de timidina quinasa (TK) del virus 

25 MVA-89.6P-S1Vgpn. La parte superior de la figura, marcada como "A" muestra un esquema en el que se representan 

las posiciones de apareanniento de los oligonucleOtidos utilizados como cebadores respecto a los brazos izquierdo 

(TK-L) y derecho (TK-D) del locus TK, asi como los tamanos estimados de los fragmentos que se generan en la 

PCR realizada utilizando como molde el virus MVA-89.6P-SIVgpn (primera linea del grafico) o el virus MVA sin 

inserto (linea inferior del grafico, situada en la zona marcada como "WT"). La parte inferior, marcada como "B", 

30 muestra la fotografia del gel obtenido al someter a electroforesis los productos de las PCR realizadas con los 

cebadores TK-L y TK-R2 sobre ADN extraido de celulas infectadas con MVA-WT (calle 3), el stock P2 del MVA-

89.6P-S1Vgpn (calle 4), el stock P3 del MVA-89.6P-SIVgpn (calle 5) o transfectadas con el plasmido pLZAW1-89.6P-

SIVgpn-18 (control positivo, C+) (calle 2). La calle 1 corresponde a un marcador de tamafio. 

35 La Figura 43 muestra los resultados del analisis por transferencia tipo Western de la expresi6n de los genes 

heterOlogos 89.6p-gp120 (parte superior de la figura, marcada como "anti-gp120", en la que la posiciem de la 

proteina se indica mediante la flecha etiquetada como "89.6P") y SIVgpn (parte inferior de la figura, marcada como 

"anti-SIVp27", en la que la posiciem de la proteina SIVgpn se indica mediante la flecha etiquetada como "GPN") 

detectada en extractos de celulas transfectadas de forma transitoria con el plasmido pLZAW1-89.6P-SIVgpn-18  

40 (segunda calle, marcada como "C+") o en extractos de celulas infectadas con los stocks P1 (tercera calle, marcada 

como "P1"), P2 (cuarta calle, marcada como "P2") y P3 (quinta calle, marcada como "P3") del virus MVA-89.6P.SIV-

gpn, o desde celulas tratadas en las mismas condiciones pero que no habian entrado en contacto ni con el plasmido 

pLZAW1-89.6P-SIVgpn-18 ni con ningfin stock de virus (cultivos de celulas en las que se simulo la infecci6n, 

analizadas en la primera calle, marcada como "M"). 

45 

La Figura 44 muestra, en la parte superior, los resultados de las inmunotinciones de celulas CEF infectadas con el 

vector MVA-89.6P-SIVgpn y tratadas con anticuerpos anti-WR (que reconoce la parte del vector derivada de MVA) 

(fotografia de la izquierda), anti-gp120 (fotografia central) y anti-SIVp27 (que reconoce la parte de la proteina SIVgpn 

correspondiente a la proteina p27) fotografia de la derecha), mientras en la parte inferior aparece un grafico en el 

50 que se representan los porcentajes de las placas tefiidas con cada uno de los anticuerpos calculados con respecto 

al total de placas tefiidas con el anticuerpo anti-WR. 

La Figura 45 muestra los fragmentos generados en el analisis por PCR del locus TK del virus NYVAC-89.6P-

SIVgpn. La parte superior de la figura, nnarcada como "A", muestra un esquema en el que se representan las 

55 posiciones de apareamiento de los oligonucleOtidos utilizados como cebadores respecto a los brazos izquierdo (TK-

L) y derecho (1K-R) del locus TK, asi como los tamatios estimados de los fragmentos que se generan en la PCR 

realizada utilizando como molde: el virus NYVAC-89.6P-S1Vgpn (primera linea del grafico) o el virus NYVAC sin 

inserto, (linea inferior de la parte del grafico marcada como "NYVAC-WT"). La parte inferior, marcada como "B", 

muestra la fotografia del gel obtenido al someter a electroforesis los productos de las PCR realizadas con los 

60 cebadores TK-L y TK-R2 sobre ADN extraido de celulas infectadas con NYVAC-WT (calle 2), el stock P3 del 

NYVAC-89.6P-SIVgpn (calle 3), el stock P3 del MVA-89.6P-SIVgpn (calle 4) o el virus MVA-WT, que carece de 

insert° (calle 5). La calle 1 corresponde a un marcador de tamafio. 

La Figura 46 muestra los resultados del analisis por transferencia tipo Western de la expresiem de los genes 

65 heterologos 89.6p-gp120 (parte superior de la figura, marcada como "anti-gp120", en la que la posicion de la 

proteina se indica mediante la flecha etiquetada como "89.6P") y SIVgpn (parte inferior de la figura, marcada como 
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"anti-SIVp27", en la que la posiciOn de la proteina SIVgpn se indica nnediante la flecha etiquetada como "GPN") 

detectada en extractos de celulas infectadas con los stocks P1 (calle 3), P2 (calle 4) y P3 (calle 5) del vector 

NYVAC-89.6P-SIVgpn, con el stock P3 del vector MVA-89.6P-SIVgpn (calle 2) o en extractos de celulas tratadas en 

las mismas condiciones pero que no habian entrado en contacto con ningun stock de virus (cultivos de celulas en las 

5 que se simul6 la infecci6n, analizadas en la calle 1). 

La Figura 47 muestra, en la parte superior, los resultados de las inmunotinciones de celulas CEF infectadas con el 

vector NYVAC-89.6P-SIVgpn y tratadas con los anticuerpos anti-WR (fotografia de la izquierda), anti-gp120 

(fotografia central) y anti-SIVp27 (fotografia de la derecha), mientras en la parte inferior aparece un grafico en el que 

10 se representan los porcentajes de las placas tefiidas con cada uno de los anticuerpos calculados con respecto al 

total de places tefiidas con el anticuerpo anti-WR. 

La Figura 48 muestras fotografias de transferencias tipo Western de geles de poliacrilamida en los que se habia 

sonnetido a electroforesis extractos de celulas infectadas con diferentes stocks P3 de los virus NYVAC-89.6P-SIVgpn 

15 (calles 1 y 2, correspondientes, respectivamente a los stocks P3.1 (29/01/04) y P3.2 (25/02/04)) y MVA-89.6P-

S1Vgpn (stocks P3 del 20/06/03 (calle 3), P3 del 20/09/04 (calle 4), P3.1 del 20/09/04 (calle 5) y P3.2, del 1/10/04 

(calle 6). La calle 7 corresponde a un extracto de celulas en las que se habia simulado la infecci6n. La fotografia de 

la izquierda corresponde a la incubaci6n con un anticuerpo policlonal de conejo anti-gp120; la posicion de la proteina 

89.6P-gp120 se indica mediante una flecha marcada como "89.6P". La fotografia de la derecha corresponde a la 

20 incubacion con un anticuerpo monoclonal anti-SIV-gag-p27, que reconoce la proteina SIVgpn, cuya posiciOn en el 

gen se indica mediante una flecha nnarcada como "SIVgpn". 

La Figura 49 muestra un esquema del estudio realizado en macacos para evaluar la inmunogenicidad y eficacia 

como vacunas frente al virus SHIV de los vectores derivados de poxvirus objeto de la presente invenciOn. Los 

25 nOmeros del esquema marcan los distintos eventos. Los nOmeros situados debajo de la segunda linea horizontal 

indican el tiempo transcurrido, en semanas, desde el comienzo del estudio. El punto 0 corresponde al momento de 

inoculaciOn del primer vector de vacunacion. Las flechas gruesas indican los momentos en los que se inocul6 a los 

macacos bien un vector de vacunaciOn, bien un virus capaz de producir infecci6n, segun se indica en la linea 

inferior: ADN: inoculacion de DNA-SHIV, es decir, dos plasmidos desnudos con insertos correspondiente a 

30 secuencias codificantes de proteinas del SHIV89.6P, Env (pcDNA-gp120 89.6p) y SIVgpn (pcDNA-gag-pol-nef) 

(grupos 1 y 2), o del plasmido desnudo carente de inserto DNA-emp (grupo 3), NYVAC vs MVA: inoculaciOn de los 

vectores derivados de poxvirus NYVAC-89.6P-SIVgpn (grupo 2), MVA-89.6P-SIVgpn (grupo 1) o del vector NYVAC 

tipo silvestre, carente de insert° con secuencias codificantes de proteinas del 5HIV89.6P (grupo 3); DESAF10: 

inoculaciOn del virus pat6geno quimerico SHIV89.6P. Las flechas delgadas, marcadas como "CMI", indican los 

35 momentos en los que se extrajeron de los macacos muestras de sangre periferica. 

 

  
 

 

 

 

 

 

 

 

 
La Figura 50 muestra, en escala logaritmica, el niimero de celulas SFC (spot forming cells) que expresaban IFN-y  

obtenido por cada 106 celulas mononucleares de sangre periferica (PBMC) en muestras procedentes de cada uno de

los macacos incluidos en el estudio de eficacia de la vacunaciOn. Los nOmeros que aparecen en el eje de abscisas
 

40 indican, en semanas, el monnento en el tiempo en el que fueron tomadas cada una de las muestras, tomando como

 tiempo 0 el momento de la adrninistraciOn de la prinnera dosis de vacunacion. Para cada valor de tiempo, aparecen

tres grupos de valores. Estos valores representan el comportamiento de cada uno de los 7 animates utilizados en el 

estudio y sometidos a un procedimiento de inmunizacion concreto: la primera vertical de puntos, marcados mediante 

cuadrados con un vertice apuntando hacia arriba (•) corresponde a muestras tomadas de cada uno de los macacos 

45 del grupo 1 (inmunizados con sendos plasmidos con insertos correspondientes a la proteina gp120 del SHIV89.6P y 

la proteina de fusiOn SIVgpn del SHIV89.6P + MVA-89.6P-SIVgpn); la segunda vertical de puntos, marcados 

mediante cuadrados cuyos vertices determinan dos lineas paralelas (.), corresponde a muestras tomadas de cada 

uno de los macacos del grupo 2 (inmunizados con sendos plasmidos con insertos correspondientes a la proteina 

gp120 del SHIV89.6P y la proteina de fusiOn SIVgpn del SHIV89.6P + NYVAC-89.6P-SIVgpn); la tercera vertical de 

50 puntos, marcados mediante circulos (•), corresponde a muestras tomadas de cada uno de los macacos del grupo 3 

(inmunizados con un plasmido a partir del cual no se expresaba ningun antigeno correspondiente at SHIV89.6P + 

NYVAC-WT). Cada punto representa el valor obtenido para un macaco concreto, mientras los rectangulos situados 

en cada una de las verticales indican el valor medio correspondiente a todos los macacos de ese grupo para las 

muestras tomadas en un mismo momento en el tiempo. La presencia de un niimero de puntos inferior a 7 en 

55 algunas verticales indica que el punto situado sobre el eje X representa a mas de un macaco, en cada uno de los 

cuales el valor de las SFC detectadas por cada 106 PBMC analizadas no fue superior a 1. La linea punteada indica 

el valor por debajo del cual los valores no se consideran significativos (20 SFC). Las flechas blancas indican la 

inoculaciOn de un vector de vacunaciOn; la flecha negra indica el momento en el que se produjo el desafio mediante 

la inoculacion del virus SHIV89.6P. 

60 

La Figura 51 muestra, en escala logaritmica, los valores medios de SPF que expresaban IFN-y obtenidos, por cada 

106 PBMC analizadas, para cada grupo de macacos a lo largo del tiempo de estudio, tiempo que se expresa en 

semanas en el eje X. El tiempo 0 al momento de la administraci6n de la primera dosis de vacunaciOn. Las flechas 

con relleno punteado indican los momentos en los que se administraron dosis de vacunaciOn. La flecha con relleno 

65 oscuro continuo indica el momento en el que se produjo el desafio mediante la inoculacion del virus SHIV89.6P. Los 

datos indicados mediante cuadrados con un vertice apuntando hacia arriba (*) corresponden al grupo 1 (los 
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animales de este grupo fueron inmunizados con sendos plasmidos con insertos correspondientes a la proteina 

gp120 del SHIV89.6P y la proteina de fusiOn SIVgpn del SHIV89.6P + MVA-89.6P-SIVgpn); los datos indicados 

mediante cuadrados cuyos vertices determinan dos lineas paralelas (N) corresponden al grupo 2 (inmunizado con 

sendos plasmidos con insertos correspondientes a la proteina gp120 del SHIV89.6P y la proteina de fusion SIVgpn 

5 del SHIV89.6P + NYVAC-89.6P-SIVgpn). Los datos indicados mediante triangulos (A) corresponden al grupo 3 

(inmunizado con un plasmido a partir del cual no se expresaba ningun antigeno correspondiente al SHIV89.6P + 

NYVAC-WT). 

La Figura 52 muestra, en escala logaritmica, los valores medios de SPF que expresaban IL-2 obtenidos, por cada 

10 106 PBMC analizadas, para cada grupo de macacos a lo largo del tiempo de estudio. El tiempo se expresa en 

semanas en el eje X, correspondiendo el tiempo 0 al momento de la administraci6n de la primera dosis de 

vacunaciOn. Las flechas con relleno punteado indican los momentos en los que se administraron dosis de 

vacunacion. La flecha con relleno oscuro continuo indica el momento en el que se produjo el desafio mediante la 

inoculacion del virus SHIV89.6P. Los datos indicados mediante cuadrados con un vertice apuntando hacia arriba (•) 

15 corresponden al grupo 1 (inmunizado con sendos plasmidos con insertos correspondientes a la proteina gp120 del 

SHIV89.6P y la proteina de fusiOn SIVgpn del SHIV89.6P + MVA-89.6P-SIVgpn); los datos indicados mediante 

cuadrados cuyos vertices determinan dos lineas paralelas (.) corresponden al grupo 2 (inmunizado con sendos 

plasmidos con insertos correspondientes a la proteina gp120 del SHIV89.6P y la proteina de fusi6n SIVgpn del 

SHIV89.6P + NYVAC-89.6P-SIVgpn). Los datos indicados mediante triangulos (A) corresponden al grupo 3 

20 (inmunizado con un plasmido a partir del cual no se expresaba ningun antigeno correspondiente al SHIV89.6P + 

NYVAC-WT). 

La Figura 53 muestra, en escala logaritmica, los valores medios de SPF que expresaban IL-4 obtenidos, por cada 

106 PBMC analizadas, para cada grupo de macacos a lo largo del tiempo de estudio. El tiempo se expresa en 

25 semanas en el eje X, correspondiendo el tiempo 0 al rnomento de la administraciOn de la primera dosis de 

vacunaciOn. Las flechas con relleno punteado indican los momentos en los que se administraron dosis de 

vacunacion. La flecha con relleno oscuro continuo indica el momento en el que se produjo el desafio mediante la 

inoculacion del virus SHIV89.6P. Los datos indicados mediante cuadrados con un vertice apuntando hacia arriba (•) 

corresponden al grupo 1 (inmunizado con sendos plasmidos con insertos correspondientes a la proteina gp120 del 

30 SHIV89.6P y la proteina de fusion SIVgpn del SHIV89.6P + MVA-89.6P-SIVgpn); los datos indicados mediante 

cuadrados cuyos vertices determinan dos lineas paralelas (N) corresponden al grupo 2 (inmunizado con sendos 

plasmidos con insertos correspondientes a la proteina gp120 del SHIV89.6P y la proteina de fusi6n SIVgpn del 

SHIV89.6P + NYVAC-89.6P-SIVgpn). Los datos indicados mediante triangulos (A) corresponden al grupo 3 

(inmunizado con un plasmido a partir del cual no se expresaba ningun antigeno correspondiente al SHIV89.6P + 

35 NYVAC-WT). 

La Figura 54 corresponde a la valoraciOn de la viremia en los ties grupos en estudio. El grafico superior corresponde 

al grupo 3, inmunizado con un plasmido a partir del cual no se expresaba ningOn antigeno correspondiente al 

SHIV89.6P + NYVAC-WT. Los graficos inferiores corresponden a los grupos que recibieron vectores derivados de 

40 poxvirus: el grafico de la parte inferior izquierda corresponde al grupo 1, inmunizado con sendos plasmidos con 

insertos correspondientes a la proteina gp120 del SHIV89.6P y la proteina de fusi6n SIVgpn del SHIV89.6P + MVA-

89.6P-S1Vgpn; el grafico de la parte inferior derecha corresponde al grupo 2, inmunizado con sendos plasmidos con 

insertos correspondientes a la proteina gp120 del SHIV89.6P y la proteina de fusiOn SIVgpn del SHIV89.6P + 

NYVAC-89.6P-SIVgpn. Cada linea que conecta puntos representa un macaco. Cada punto marcado con un simbolo 

45 representa las copias de ARN del SHIV89.6P, detectadas mediante QC RNA-PCR, en la muestra de plasma de ese 

macaco tomada en la semana que se indica en el eje X. El tiempo 0 corresponde al momento de inoculacion del 

virus SHIV89.6P. 

La Figura 55 muestra la concentraci6n, por microlitro de sangre, de celulas CD4+ (puntos marcados mediante 

50 circulos sin relleno, 0) y de celulas CD8+ (puntos marcados mediante triangulos sin relleno, L) , detectadas por 

FACS mediante el uso de anticuerpos especificos dirigidos contra cada uno de estos tipos de celulas. Cada grupo 

de puntos corresponde a los valores obtenidos en las muestras de un macaco diferente, extraidas en el momento en 

el tiempo indicado. El tiempo se expresa, en semanas, en la parte superior de los graficos. El tiempo 0 corresponde 

al momento de inoculacion del virus SHIV89.6P, indicado mediante la abreviatura "desf.". Los graficos superiores 

55 corresponden a macacos del grupo 1, inmunizado con sendos plasmidos con insertos correspondientes a la proteina 

gp120 del SHIV89.6P y la proteina de fusion SIVgpn del SHIV89.6P + MVA-89.6P-SIVgpn. Los graficos intermedios 

corresponden a macacos del grupo 2, inmunizado con sendos plasmidos con insertos correspondientes a la proteina 

gp120 del SHIV89.6P y la proteina de fusiOn SIVgpn del SHIV89.6P + NYVAC-89.6P-SIVgpn. Los graficos inferiores 

corresponden a macacos de grupo 3, inmunizado con un plasmido a partir del cual no se expresaba ningijn antigeno 

60 correspondiente al SHIV89.6P + NYVAC-WT. El ultimo grafico, carente de puntos indicativos de valores, marcado 

como "D7 98028 (euth)", corresponde a un macaco que hubo de ser sacrificado debido al avanzado estado de la 

enfermedad que el virus SHIV89.6P inoculado desencaden6 en el. 

La Figura 56 muestra, en el eje Y, el porcentaje de supervivencia de los macacos que componian cada uno de los 

65 grupos segin las semanas transcurridas desde el momento de la infecci6n con el virus SHIV89.6P, que se indican 

en el eje X, correspondiendo el tiempo 0 al de la primera inoculacion de dicho virus. Los datos indicados mediante 
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cuadrados con un vertice apuntando hacia arriba (•) corresponden al grupo 1 (inmunizado con sendos plasmidos 
con insertos correspondientes a la proteina gp120 del SHIV89.6P y la proteina de fusiOn SIVgpn del SHIV89.6P + 

MVA-89.6P-S1Vgpn); los datos indicados mediante cuadrados cuyos vertices determinan dos lineas paralelas (N) 

corresponden al grupo 2 (inmunizado con sendos plasmidos con insertos correspondientes a la proteina gp120 del 

5 SHIV89.6P y la proteina de fusi6n SIVgpn del 5HIV89.6P + NYVAC-89.6P-SIVgpn). Los datos indicados mediante 

triangulos (A) corresponden al grupo 3 (inmunizado con un plasmido a partir del cual no se expresaba ningOn 

antigeno correspondiente al SHIV89.6P + NYVAC-WT). 

Ejemplos 

10 

Construcci6n y ensayos de inmunogenicidad de vectores disefiados para la vacunacion de seres humanos 

- Ejemplo 1.- Generacion del MVA-B  

15 ConstrucciOn del vector plasmidico pLZAW1dp120B/dadpolnef-B-1  

El vector plasmidico pLZAWIgp120B/gagpolnef-B-1 fue construido por los inventores para la generaci6n del virus 

recombinante de MVA que expresa los genes Env de VIH-1 (aislamiento BX08) y la quimera de Gag, Pol y Nef 

(aislamiento IIIB), ambos pertenecientes al clade B. El ADN de la quimera Gag-Pol-Nef fue generado por GeneArt 

20 (Regensburg, Alemania) y el ADN de gp120 fue generado por el grupo Aventis; los plasmidos que los contienen 

utilizados para la construcciOn de pLZAW1gp120B/gagpolnef-B-1 y del MVA-B a partir de este ültimo, fueron cedidos 

al grupo de los inventores en el marco del programa de colaboracion EuroVacl. 

El plasnnido pLZAWIgp120B/gagpolnef-B-1 es un derivativo de pUC diserrado para la seleccion de places 

25 azules/blancas. Contiene las secuencias flanqueantes derecha (TK-R) e izquierda (TK-L) del gen viral de la timidina 

quinasa (TK), el promotor E3L dirigiendo la expresi6n del marcador de seleccion 13-galactosidasa, y el gen de 

resistencia a ampici1ina (AP). Entre las dos secuencias flanqueantes se encuentran las dos secuencias que se 

desean expresar, gp120-BX08 (SEQ ID NO:15) y gagpolnef-IIIB (SEQ ID NO:16), que han sido modificadas para 

optinnizar el uso de codones de mamifero. Para dirigir la expresiOn de cada una de las secuencias hay sendos 

30 promotores sinteticos temprano/tardio (pE/L), situados en orientaci6n opuesta en la zona del inserto mas alejada de 

las secuencias flanqueantes. La posici6n de cada uno de los componentes incluidos en el plasmido se describe a 

continuacion en la Table 1. 

35 

Table 1.- Posicion de los componentes del plasmido pLZAW1gp120B/gagpolnefB-1 

Secuencia flanqueante izqu ierda de TK 90-4 1 0 Complementaria 

T5NT para 13-gal 929-935 Complementaria 

13-ga l ATG-TAA (936-4079) Comp lementaria 

P romotor E3L para 13-ga l 4080-41 40 Comp lementaria 

Parte 1 de la secuencia flanqueante izq u ierda de TK 4 1 5 1 -4498 Complementaria 

gagpolnef- 1 1 1 B ATG-TAA (4533-851 3) Complennenta ria 

P ronnoto r E/L para gagpol nef- I I I B 8523-856 1 Complementaria 

P romotor E/L para gp 1 20-BX08 8576-86 1 4 

BX08g p 1 20 ATG-TAA (8624- 1 0 1 05) 

T5NT para BX08gp 1 20 1 0 1 44- 1 0 1 50 

Secuencia flanqueante derecha de TK 1 02 1 2- 1 0903 Complementaria 

AP ATG-TAA ( 1 2074- 1 2934) Complementaria 

Para la construcciOn de este plasmido se utilizaron otros dos plasmidos diferentes: 

- pMA60op120B/qappolnefB-12,17 (proporcionado por el grupo Aventis, Canada). El plasmido es un derivativo de 

pUC que contiene las secuencias flanqueantes derecha (TK-R) e izquierda (TK-L) del gen viral de la timidina quinasa 

40 (TK), el promotor E3L dirigiendo la expresi6n del marcador de seleccion 13-galactosidasa, y el gen de resistencia a 

ampici1ina (AP). Entre las dos secuencias flanqueantes se encuentras las dos secuencias que se desean expresar, 

gp120-BX08 y gagpolnef-IIIB, que han sido modificadas para optimizar el uso de codones de mamifero. Para dirigir 

la expresi6n de cada una de las secuencias hay sendos promotores sinteticos temprano/tardio (pE/L), situados en 

orientaciOn opuesta en la zona del inserto nnas alejada de las secuencias flanqueantes. 

45 
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- pLZAW1: El plasmido fue proporcionado por Linong Zhang, del grupo Aventis, Canada. Es un plasmido basado en 

pUC que contiene un brazo izquierdo del gen de TK, sitios de clonaciOn para insertar genes ex6geno, una repetici6n 

corta del brazo izquierdo el gen de TK, un promotor E3L dirigiendo la expresiOn de un casete con 3-gal y un brazo 

derecho del gen de TK. 

5 

La construcci6n del plasmido pLZAW1gp120B/gagpolnefB-1 a partir de estos otros dos plasmidos se representa en 

la Figura 2. Brevemente, un fragmento de ADN de 5,6 Kb que contenia los genes de interes fue sacado por digesti6n 

con BamHI del plasmido pMA60gp120/gagpolnefB-12,17 modificado por incubaciOn con la ADN polimerasa Klenow 

para generar extremos romos, y clonado en el vector pLZAW1 previamente digerido con la endonucleasa de 

10 restriccion Ascl, modificado por incubacion con Klenow, y desfosforilado por incubaciOn con la enzima fosfatasa 

alcalina, generandose de esta forma el vector plasmidico de transferencia pLZAW1gp120B/gagpolnef-B-1. El 

plasmido generado dirige la inserci6n de los genes de interes en el locus TK del genonna del virus atenuado MVA. 

Construcci6n del virus recombinante MVA-B 

15 

Cultivos primarios de fibroblastos de embriOn de pollo (CEF) fueron infectados con virus atenuado MVA en pase 586 

(habiendo sido el MVA-F6, pase 585, proporcionado por Gerd Sutter) a una multiplicidad de 0,05 ufp/celula, y 

posteriormente transfectados con 10 pg del vector plasmidico de transferencia pLZAW1gp120B/gagpolnefB-1,  

usando para ello lipofectina comercial suministrada por Invitrogen y siguiendo las instrucciones del fabricante. 

20 Despues de 72 horas post-infecciOn las celulas fueron recogidas, sonicadas y usadas para la selecciOn de los virus 

recombinantes. Los virus MVA recombinantes que contenian los genes gp120B/gagpolnef-B y coexpresaban de 

forma transitoria el gen marcador 3-Gal (MVA-B (X-Gal)), fueron seleccionados por pases consecutivos de 

purificaci6n de placas en celulas CEF tefiidas con 5-bromo-4-cloro-3-indolil-3-galactosido (XGal) (300 pg/m1). Los 

MVA recombinantes que contenian los genes gp120B/gagpolnef-B y que habian perdido el gen marcador (MVA-B 

25 (X-Gal)), fueron seleccionados como focos virales no tenidos en celulas CEF en presencia de XGal . En cada paso 

de purificaciOn las places aisladas fueron expandidas en CEF durante 3 dias, y el extracto viral crudo obtenido fue 

usado para el paso de purificacion de placas consecutivo. 

Tras 4 pases consecutivos de purificaci6n fueron aisladas 12 placas reconnbinantes que expresaban eficientemente 

30 ambos antigenos y que habian perdido el gen marcador. Se hizo crecer el recombinante designado como MVA-B-

4.1.5.2 (P1) para generar un stock crudo (P2) que se enviO a producci6n en condiciones GMP para estudios clinicos. 

La secuencia del inserto situada en el locus de la timidina quinasa de este recombinante este representada por SEQ 

ID NO:19. La localizaciOn en dicha secuencia de cada uno de los elementos que componen el inserto se indica a 

continuacion en la Tabla 2: 

35 

Tabla 2.- Posici6n de los componentes principales del inserto del vector MVA-B 

Parte 1 de la secuencia flanqueante izqu ierda de TK 1 -502 Complementaria 

Complementaria 

Comp lementa ria 

gagpolnef- 1 1 1 B ATG-TAA (537-45 1 7) 

P romotor E/L para gagpolnef- I I 1 B 4527-4565 

P romotor E/L para gp 1 20-BX08 4580-46 1 8 

gp 1 20-BX08 ATG-TAA (4628-6 1 09) 

Secuencia flanqueante derecha de TK 62 1 6-6907 Complementaria 

A partir del P2, se prepare) un stock P3 de virus purificado de celulas CEF infectadas a una multiplicidad de infecciOn 

de 0,05 ufp/celula a traves de dos colchones de sacarosa al 45%. Este stock P3, con un titulo de 2,4 x 109 ufp/ml, 

40 fue el que se utilize) en los protocolos de inmunizaciOn. 

Caracterizacion del MVA-B 

Para confirmar la homogeneidad genetica del virus MVA-B generado y la integridad de los genes insertados, se 

45 realize) un analisis por PCR del ADN viral extraido de celulas CEF infectadas a una multiplicidad de 5 ufp/celula, 

empleando para ello oligonucleotidos que hibridan o con las regiones TK flanqueantes del inserto de interes o con 

regiones internas de los genes insertados. La secuencia de los oligonucleOtidos utilizados como cebadores y la 

posici6n en que aparecen sobre el vector plasmidico de transferencia pLZAW1gp120B/gagpolnefB-1 se nnuestran en 

la Tabla 3. Las posiciones en las que hibridan dichos oligonucleotidos, asi como los tamarios estimados de los 

50 fragmentos generados en las distintas PCR y la localizacion de los mismos con respecto a los insertos y las 

secuencias flanqueantes, aparecen representados en la parte superior de la Figura 3. 
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Tabla 3.- 0 i onucleOtidos utilizados como cebadores de las PCR de caracterizaciOn del vector MVA-B 

Ol igo 

n ucleotido 
SECUENCIA Pos ic ion 

TK-L 5 ' TGATTAGTTTGATGCGATTC 3' (SEQ ID NO : 1 ) 4338-4357 

TK-R 5 ' TGTCCTTGATACGGCAG 3 ' (SEQ ID NO:2) 1 0379- 1 0395 

BX08556 5 ' TGCCCATCGACAACG 3' (SEQ I D NO :3) 9 1 29-91 43 

GPN7649 5 ' AGCCCCATCGAGACCG 3' (SEQ ID NO:4) 6698-67 1 3 

GPN8 1 70 5 ' ATTAGCCTGCCTCTCGG 3' (SEQ ID NO:5) 72 1 8-7234 

E/L 5 ' TA I l l I l l i i i TTTGGAATATAAATAG 3' (SEQ I D NO :6) 8522-8548 

La parte inferior de la Figura 3 muestra fotografias de los geles obtenidos al someter a electroforesis los productos 

de las PCR realizadas con las diferentes parejas de cebadores para efectuar el analisis de los fragmentos del VIH-1  
 

5 incluidos en el virus MVA-B. Para ello, 100 ng de ADN viral extraido de celulas de embri6n de polio (CEF) infectadas
 

 

a una multiplicidad de 5 ufp/celula con los virus MVA-B del stock P3 (calle 2), MVA-WT (calle 3) y NYVAC-WT (calle

4) o bien con 10 ng del plasmido pLZAW1gp120B/gagpolnef-B-1 (calle 1), fueron usados como molde para hacer  

una amplificaciOn mediante PCR de los diferentes fragmentos del VIH-1 incluidos en MVA-B. Las condiciones de 

cada PCR se estandarizaron de forma individualizada para cada pareja de oligonucleOtidos cebadores empleada. 

10 Como se observa en las fotografia mostradas en la parte inferior de la Figura 3, las muestras correspondientes al   
control positivo, el plasmido pLZAW1gp120B/gagpolnef-B-1, dan lugar en todos los casos a bandas de igual tannatio  
que las correspondientes muestras MVA-B, mientras que en las calles 3 y 4, correspondientes a muestras que 

carecen de insert° (MVA-WT y NYVAC-WT, respectivamente), no se observan bandas. 

15 El virus NYVAC de tipo silvestre utilizado en este ejemplo, asi como las formas recombinantes NYVAC-B y NYVAC-

C utilizadas posteriormente y que se han generado insertando sobre el NYVAC de tipo silvestre las mismas  
 

secuencias utilizadas para generar, respectivamente, los vectores de la invencion MVA-B y MVA-C, fueron donados  

por el grupo Aventis, en el marco de colaboracion del proyecto EuroVac I, en viales conteniendo aproximadamente  
 

7x107 unidades infecciosas por vial. Previamente a su utilizacion, el vector NYVAC-B fue crecido en celulas CEF y 

20 purificado en colchOn de sacarosa en las mismas condiciones que MVA-B. •  
 

La Figura 4, por su parte, muestra una fotografia de un gel correspondiente al analisis de productos de PCR  

correspondientes al locus TK. Para su obtenci6n, 100 ng del ADN viral extraido de celulas CEF infectadas a una 

multiplicidad de 5 ufp/celula con los virus NYVAC-WT (calle 1), MVA-B (calle 2) o MVA-WT (calle 3), fueron usados 

25 como molde para hacer un analisis por PCR del locus TK empleando como cebadores 100 ng de los  

oligonucleOtidos que hibridan con las secuencias flanqueantes del gen TK, TK-L (SEQ ID N0:1) y TK-R (SEQ ID 

N0:2) en una mezcla de reaccion que contenia 0,3 mM de dNTPs, 2,5 mM de MgC12 y 2,5 U de la enzima 

polimerasa Platinum Taq. El programa incluye un ciclo de desnaturalizaciOn a 94°C durante 5 min, 25 ciclos de  
 

desnaturalizaciOn a 94°C durante 1 min, hibridaciOn a 60°C durante 1 min y extensiOn a 68°C durante 2 min, y  
 

30 finalmente un ciclo de extensi6n a 68°C durante 10 min. Los productos de PCR fueron analizados en un gel de

agarosa al 0,7%, obteniendose el resultado que se muestra en la Figura 4. En la calle 2, la correspondiente al vector  

MVA-B, se observa una banda de aproxinnadamente 6 Kb compatible con la presencia del insert° completo, mientras

que en las calles correspondientes a los virus de tipo silvestre MVA-WT (3) y NYVAC-WT (1) aparecen bandas 

mucho menores, que corresponderian al locus de TK sin insert°. Las diferencias observadas en los tamarios de las 

35 bandas correspondientes a los virus sin insert° MVA-WT y NYVAC-WT se debe a que el gen TK es uno de los que 

ha sufrido una inactivaciOn selectiva en el virus NYVAC (vease la Figura 1), siendo el tamario del gen TK menor en 

esta forma atenuada de Vaccinia. 

Ejemplo 2.- Analisis de la expresiOn de proteinas del VIH a partir del MVA-B 

La expresion de las proteinas gp120-BX08 y gagpolnef-B por el virus MVA-B fue analizada mediante transferencia 

tipo Western. Monocapas de celulas CEF crecidas en placas de 12 pocillos fueron infectadas con 5 ufp/celula de los 

diferentes stocks de virus recombinante MVA-B: P1, P2 y P3. Los extractos celulares fueron recogidos a las 24 

horas post-infecci6n, fraccionados en geles desnaturalizantes de poliacrilamida (SDS-PAGE), transferidos a 

45 membranas de nitrocelulosa, y sometidos a la reacci6n frente a un anticuerpo policlonal de conejo anti-gp120 

(generado en el laboratorio) que reconoce la proteina gp120 del aislamiento BX08; y frente a un anticuerpo policlonal 

de conejo anti-p24 (cedido por el programa EVA, ARP432) que reconoce la quimera gagpolnef-B del aislamiento 

IIIB. Como controles positivos se utilizaron extractos procedentes de celulas infectadas con el vector NYVAC-B. 

40 

50 Como se observa en la Figura 5, ambos antigenos son expresados eficientemente por los diferentes stocks del 

recombinante MVA-B generado. 

Ejemplo 3.- Comprobacion de la estabilidad del MVA-B 

55 Para verificar que el recombinante MVA-B podia set pasado sucesivamente sin perder la expresion de los genes 

insertados, se realizO un ensayo de estabilidad efectuando varios pases sucesivos del virus recombinante MVA-B en 
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celulas CEF. Monocapas de celulas CEF crecidas en placas P100 fueron infectadas de forma sucesiva, a una 

multiplicidad de 0,05 ufp/celula, partiendo del stock P2 del MVA-B (pase 6) hasta generar el pase 10 (P10). A 

continuacion, monocapas de celulas CEF crecidas en placas de 6 pocillos fueron infectadas con una diluciOn 10-' del 

extracto viral obtenido del pase (P10). A las 48 horas post-infecci6n, las placas de lisis generadas fueron 

5 analizadas por inmunotinciOn, empleando anticuerpos policlonales anti-WR (que reconoce proteinas del virus MVA); 

anti-gp120 (que reconoce la gp120 del aislamiento BX08); y anti-p24 (que reconoce la quimera gagpolnef-B del 

aislamiento IIIB); estos dos ultimos anticuerpos fueron los mismos que se utilizaron en el Ejemplo 2. Los resultados 

de estas inmunotinciones se muestran en la parte A de la Figura 6. Los recuentos de placas efectuados mostraron 

que un 100% de las placas resultaban tenidas con los anticuerpos anti-WR, anti-p24 y anti-gp120. Por ello, se puede 

10 considerar que, tras 10 pases sucesivos del virus en celulas CEF, ambos antigenos se expresan eficientemente 

(100% de las placas reconocidas por los tres anticuerpos), corroborandose la estabilidad del producto generado. 

Los extractos de celulas CEF infectadas con los pases 7, 8, 9 y 10 tambien fueron analizados por 

inmunotransferencia tipo Western, pruebas a las cuales corresponden las tinciones mostradas en la parte B de la 

15 Figura 6. Para realizar estos ensayos, monocapas de celulas CEF crecidas en placas de 12 pocillos fueron 

infectadas con 5 ufp/celula de los extractos virales obtenidos en los pases 7 (P7), 8 (P8), 9 (P9) y 10 (P10) del virus 

reconnbinante MVA-B. Los extractos celulares fueron recogidos a las 24 horas post-infecci6n, fraccionados en geles 

desnaturalizantes de poliacrilamida (SDA-PAGE), transferidos a membranas de nitrocelulosa y hechos reaccionar 

con los mismos anticuerpos policlonales anti-gp120 (parte derecha de la figura) o anti-p24 (parte izquierda de la 

20 figura) utilizados en la prueba correspondiente a la parte A de la Figura 6. Ambos anticuerpos se utilizaron a una 

dilucion 1/500. Como control positivo se empleo un extracto de celulas CEF infectadas con el virus NYVAC-B 

(cedido por el grupo Aventis). Los resultados confirman la correcta expresi6n de las proteinas gp120-BX08 y 

gagpolnef-B en todos los extractos obtenidos por la infecciOn con virus procedentes de distintos pases. 

25 - Ejemplo 4.- Liberacion de qp120-BX08 y cinetica de expresion a partir del MVA-B en el transcurso del  

tiempo •  

 
Para definir si la proteina gp120-BX08 era eficientemente secretada, monocapas de celulas CEF crecidas en placas 

 
de 12 pocillos fueron infectadas con MVA-B a 5 ufp/celula. A las 4, 8, 16 y 24 horas post-infecciOn las celulas se 

30 recogieron separando el precipitado (P) del sobrenadante (S) celular. Los sobrenadantes de cada tiempo analizado
 ';  

fueron concentrados y fraccionados junto a los precipitados celulares en geles desnaturalizantes de poliacrilamida 
 

(SDS-PAGE), transferidos a membranas de nitrocelulosa, y sometidos a reaccion frente al anticuerpo policlonal anti-  

gp120 (diluidos 1/500) anteriormente utilizado en los Ejemplos 2 y 3. De igual forma fueron tratadas celulas CEF 

infectadas con el NYVAC-B (proporcionado por el grupo Aventis), usado como control positivo en el ensayo. Como 
 

35 control interno para verificar que habia sido aplicado en el gel la misma cantidad de proteina, las membranas fueron  

incubadas tambien frente a un anticuerpo monoclonal anti-6-actina. Los resultados se muestran en la Figura 7. En su  

parte superior, correspondiente a la muestra del MVA-B, puede apreciarse que la proteina gp120-BX08 es  
 

expresada eficientemente por el MVA-B desde las 4 horas post-infeccion, detectandose en el sobrenadante celular a 

partir de las 8 horas post-infecciOn, y con un comportamiento similar al que se observa en celulas infectadas con el  

40 NYVAC-B, para el cual se muestran los resultados obtenidos en la parte inferior de la Figura 7. •••:  

La expresi6n de la proteina de fusi6n gagpolnef-B fue analizada siguiendo un procedimiento similar: monocapas de  

celulas CEF crecidas en placas de 12 pocillos fueron infectadas con MVA-B a 5 ufp/celula aunque, en este caso, la 

presencia de la proteina se ensay6 en el precipitado celular obtenido a las 6, 18 y 24 horas post-infecci6n, 

45 igualmente mediante transferencia tipo Western y poniendo de manifiesto la presencia de la proteina mediante 

reacciOn con el anticuerpo policlonal anti-p24 utilizado en los Ejemplos 2 y 3. Los resultados se muestran en la 

Figura 8. En ella puede observarse la correcta expresi6n de esta proteina de fusi6n a lo largo del tiempo de infecci6n 

tanto desde MVA-B (calle 2 de cada tiempo de infecci6n) como desde NYVAC-B (calle 1), aunque se produce una 

mayor acumulaciOn de la proteina de fusi6n en celulas infectadas con MVA-B. 

50 

- Ejemplo 5.- Inmunogenicidad del MVA-B: Respuesta inmune especifica de celulas T productoras de IFN-y 

Una vez generado y caracterizado el recombinante MVA-B, el siguiente objetivo fue analizar su capacidad de inducir 

una respuesta inmune especifica en el modelo murino frente a los antigenos que expresa. Para ello, ratones BALB/c 

55 (n=4) de 6-8 semanas de edad se inocularon por via intraperitoneal (i.p.) con una dosis de 2 x 107 ufp/ratOn de MVA-

B (stock P3) o de NYVAC-B. 10 dias despues de la inmunizaci6n los ratones fueron sacrificados por dislocacion 

cervical, y se les extrajo el bazo para Ilevar a cabo el ensayo de ELISPOT que detecta las celulas T especificas 

frente al antigeno en funci6n de su cualidad para producir IFN-y, que es un indicador positivo de que un inmun6geno 

es capaz de activar selectivamente una respuesta celular del tipo CD4+ Th1, caracteristica esta Ultima que se 

60 considera indicadora de la eficacia de un proceso de vacunaciOn. Para ello, placas de 96 pocillos con fondos de 

nitrocelulosa se cubrieron con 75 pl/pocillo a una concentraci6n de 6 pg/ml de un anticuerpo monoclonal de rata anti-

IFN-y murino (R4-6A2, Pharmingen, San Diego, CA) resuspendido en PBS, incubandose toda la noche a 

temperatura ambiente. Posteriormente se lavaron los pocillos tres veces con medio RPM! y finalmente se incubi) con 

medio complementado con 10% FCS, al menos una hora a 37°C en atm6sfera de CO2 al 5%. Por otro lado, los 

65 bazos de los ratones inmunizados, que una vez extraidos se mantuvieron en RPM! + 10% FCS, se dispusieron en 

una rejilla esteril sobre una placa de 60 mm, y se homogeneizaron, disgregando el extracto nnediante su paso por 
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agujas de diferente calibre (21G->25G). Las celulas asi disgregadas se centrifugaron 5 min a 1.500 rpm a 4°C, y se 

lavaron dos veces con RPM! + 10% FCS. Para lisar los eritrocitos de las muestras, se ariadio NH4C10,1 M esteril (2 

ml/bazo) y se mantuvo a 4°C durante 3-5 min, se ariadio RPM! + 10% FCS y se centrifugO. Despues se lavaron 2 

veces, y finalmente se resuspendieron en 1-2 ml de RPM! + 10% FCS. El recuento de la viabilidad de los 

5 esplenocitos se realizO mediante find& con azul tripan (4% en agua, Sigma). 

Para evaluar la respuesta inmune especifica, se utilizaron diferentes grupos de 40-50 peptidos de 15 aminoacidos 

cada uno, solapantes en 11 aminoacidos, que cubrian todas las regiones antigenicas incluidas en el recombinante 

MVA-B de la invencion. Cada grupo de peptidos se diluyo a una concentraci6n de 10 pg/ml en RPM! + 10% FCS a 

10 los que se les afiadi6 30 Wm! de IL-2. Una vez preparado, se ariadi6 a cada pocillo 100 pl de mezcla del grupo de 

peptidos, sobre lo cual se ariadi6 100 pl/pocillo de esplenocitos de los animales inmunizados, a una concentraciOn 

de 107 esplenocitos/ml y diluciones 1/4 y 1/16 de la misma. Las placas se incubaron durante 48 horas a 37°C en 

atmOsfera de CO2, se lavaron 5 veces con PBS que contenia Tween 20 al 0,05% (PBST), y se incubaron con 2 

pg/ml del anticuerpo monoclonal de rata anti-1FN-y biotinilado XMG1.2 (Pharmingen) diluido en PBST, durante 2 

15 horas a temperatura ambiente. Despues se lavaron las placas 5 veces con PBST y se afiadio una diluciOn 1/800 de 

avidina-peroxidasa (0,5 mg/ml) (Sigma). Tras 1 hora a temperatura ambiente se lava 3 veces con PBST y 2 con 

PBS, anadiendose finalmente la mezcla reveladora con 1 pg/ml del sustrato DAB (Sigma), resuspendido en Tris-HCI 

50 mM pH 7,5, que contenia 0,015% de H202. La reacci6n se detuvo lavando la placa con abundante agua y, una 

vez seca, se Ilevo a cabo el recuento de las manchas generadas con la ayuda de un estereomicroscopio de Leica 

20 MZ122 APO y el software Imaging System QWIN (Leica, Cambridge, Reino Unido). El numero de celulas 

productoras de IFN-y obtenido frente a una mezcla de peptidos antigenicos no relacionados (control negativo) fue 

sustraido en todos los casos. 

Los resultados, que se muestran en la Figura 9, demuestran que el MVA-B es capaz de potenciar una respuesta 

25 inmune especifica frente a casi todos los grupos de peptidos ensayados, en distinta proporcion que su hornologo 

NYVAC-B. 

- Ejemplo 6.- Inmunownicidad del MVA-B: Produccion de citoquinas por esplenocitos reestimulados 

30 A continuaciOn, se procedi6 a evaluar la producciOn de citoquinas estimulada en los esplenocitos de los ratones 

inmunizados al ser mezclados con los diferentes grupos de peptidos solapantes. Para ello, los esplenocitos aislados 

en el Ejennplo 5 fueron cultivados (5x106 celulas/pocillo) en una placa de 24 pocillos y estimulados con 1 pg/ml de 

cada grupo de peptidos. La placa se incub6 durante 5 dias a 37°C en atm6sfera del 5% CO2. Despues de este 

periodo, se recogieron los sobrenadantes de los cultivos y se centrifugaron a 1.500 rpm, 5 min, a 4°C, 

35 almacenandose a -70°C hasta su utilizacion. Tal como se ha comentado anteriormente, los niveles de la citoquina 

interferOn-gamma (IFN-y) son un indicador positivo de la activacion de una respuesta celular del tipo CD4+ Thl , 

mientras que la citoquina IL-10, por su parte, es un indicador de activaciOn de la respuesta celular tipo CD4+ Th2. La 

relaciOn entre los niveles de 1FN-y e IL-10 indica si la vacunacion es mas o menos eficaz. Para conocer los niveles 

de una y otra citoquina, IL-10 e 1FN-y, presentes en los sobrenadantes de cultivos de esplenocitos reestimulados "in 

40 vitro" , se procedi6 a la determinaci6n de estos niveles mediante kits de ELISA comerciales de Pharmingen. 

Siguiendo las instrucciones del fabricante, placas de 96 pocillos de fondo piano se cubrieron con el anticuerpo anti-

citoquina, diluido en su correspondiente tampon, y se incub6 toda la noche a 4°C. Despues, los pocillos se lavaron 

con PBST, y se bloquearon durante 1 hora a temperatura ambiente con PBST + 10% FCS (PBSTB). Posteriormente, 

se anadieron diluciones seriadas en PBSTB de las muestras y de las citoquinas estandar, incubandose la placa a 

45 temperatura ambiente durante 2 horas. Despues, se lavO con PBST y se incubi) a temperatura ambiente, durante 1 

hora, con el anticuerpo especifico anti-citoquina biotinilado, junto a la estreptavidina conjugada con peroxidasa, todo 

ello diluido en PBSTB. Finalmente, la reacciOn se detecto con TMB (3,3",5,5"-tetrametilbenzidina, Sigma), a 

temperatura ambiente y en oscuridad, y se detuvo, tras 30 min de incubaciOn, con H25042 N. 

50 La absorbancia se leyO a 450 nm y los valores obtenidos fueron extrapolados en la curva estandar (pg/ml). Los 

resultados, mostrados en la Figura 10, indican que existe una polarizacion de la respuesta celular especifica hacia 

un subtipo Th1, caracterizado por la secrecion de altos niveles de IFN-y, tanto para MVA-B como para NYVAC-B, 

frente a los diferentes grupos de peptidos ensayados. Existen claras diferencias entre las respuestas generadas por 

cada uno de los recombinantes. 

55 

- Ejemplo 7.- Inmunownicidad del MVA-B: Identificacion de los tipos de celulas T especificas secretoras de 

IFN-y 

Como las celulas presentadoras que se estaban empleando hasta el momento en la caracterizacion de la respuesta 

60 celular eran las propias del bazo que expresan las moleculas de histocompatibilidad tanto de clase 1 (MHC-I) como 

de clase 11 (MHC-I1), el siguiente paso fue dilucidar si la respuesta celular que se estaba obteniendo en ELISPOT era 

debida a la secreci6n de IFN-y por las celulas T CD8+ o por las colulas T CD4+. Para ello, los esplenocitos obtenidos 

en el Ejemplo 5 fueron reestimulados in vitro durante 1 hora a 37°C con 5 pg/ml de cada grupo de peptidos 

solapantes pertenecientes al clade B, tras lo cual se afiadiO Brefeldina a una concentraci6n de 10 pg/ml, 

65 incubandose durante toda la noche a 37°C. Siete dias despues se procedio a un marcaje de superficie empleando 
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anticuerpos especificos anti-CD4 o anti-CD8 conjugados a FITC, seguido de un nnarcaje intracelular empleando anti-

IFN-y conjugado a PE. Una vez fijadas las celulas fueron analizadas en el citOmetro de flujo. 

Los resultados, mostrados en la Figura 11, permiten apreciar que, tanto para el grupo de animales inmunizado con el 

5 MVA-B, como para el grupo inmunizado con NYVAC-B, la respuesta productora de IFN-y es mayoritariamente 

debida a la poblaciOn de celulas T CD8+ especificas activadas frente a los diferentes grupos de peptidos. Al 

determinar los niveles totales de IFN-y secretados por ambos tipos de celulas, se corrobor6 el resultado obtenido en 

el ensayo de ELISPOT descrito en el Ejemplo 5, donde se observaba una respuesta especifica frente a la mayoria 

de los grupos de peptidos en los animales inmunizados con ambos recombinantes. De nuevo, existen diferencias 

10 claras entre las respuestas generadas por cada uno de los recombinantes. 

- Ejemplo 8.- Utilizacion del MVA-B en protocolos de induccion/potenciacion: Respuesta inmune especifica 

de celulas T productoras de IFN-y 

15 Una vez establecido que la administraciOn de una primera dosis de inmunizaciOn que contenia el MVA-B era capaz 

de inducir una respuesta inmune especifica en el modelo murino, se evaluo a continuaciOn si la utilizaciOn de este 

vector de la invenciOn como parte de protocolos de inducci6n/potenciaci6n (priming/boosting) daba lugar a un 

incremento en la magnitud y en la amplitud de la respuesta inmune. Para ello, grupos de 4 ratones BALB/c de 6-8 

semanas de edad se inocularon por via intramuscular (i.m.) con 100 pg del vector de ADN DNA-B (cedido por 

20 GeneArt, Alemania), que contiene las mismas secuencias codificantes de proteinas del VIH-1 que Ileva insertadas el 

MVA-B, pero bajo el control de sendos promotores de citomegalovirus e insertadas en vectores plasmidicos (uno 

para gp120 y otroa para la proteina de fusi6n Gag-Pol-Nef). Los grupos control fueron inoculados (i.m.) con 100 pg 

de ADN sin insert° (DNA 0). 15 dias despues se les inmuniz6 por via intraperitoneal (i.p.) con 2 x 107 ufp/raton de 

MVA-B (stock P3) o de NYVAC-B (grupo Aventis, Francia), que expresa los mismos antigenos de VIH que MVA-B. 

25 Un tercer grupo recibi6 una segunda dosis de DNA-B (100 pg, i.m.). Los grupos control recibieron una dosis de 2 x 

de 107 ufp/rat6n de MVA-VVT o NYVAC-WT. 10 dias despues de la Ciltima inmunizaciOn los ratones fueron 

sacrificados por dislocacion cervical y el bazo fue extraido para !lever a cabo el ensayo de ELISPOT. Para detectar 

la respuesta inmune especifica, mezclas de esplenocitos de los animales inmunizados en cada grupo se pusieron en 

contacto durante 48 horas con diferentes mezclas (pools) de peptidos solapantes pertenecientes al clade B (5 pg/ml) 

30 que comprenden todas las regiones antigenicas incluidas en los virus recombinantes MVA-B y NYVAC-B. El niinnero 

de celulas productoras de IFN-y obtenido frente a una mezcla de peptidos antigenicos no relacionados (control 

negativo) fue sustraido en todos los casos. Los resultados obtenidos se muestran en la Figura 12, en la que aparece 

el nOmero de celulas secretoras de IFN-y especificas detectadas por cada 106 esplenocitos en los ratones 

inmunizados con las diferentes combinaciones de vectores. Se observe para casi todos los grupos de peptidos 

35 analizados que la inclusion de vectores derivados de poxvirus que codifican antigenos del VIH-1 en la segunda dosis 

de refuerzo de la respuesta inmune da lugar en casi todos los casos a un incremento significativo de la respuesta 

inmune con respecto a la utilizaciOn unicamente de vectores de ADN, siendo la respuesta generada diferente segLin 

se utilice MVA-B o NYVAC-B. 

40 - Ejemplo 9.- UtilizaciOn del MVA-B en protocolos de induccion/potenciacion: Produccion de citoquinas por 

esplenocitos reestimulados 

Cinco grupos de ratones BALB/c (n=4) fueron inoculados en regimen combinado de induccion de la respuesta 

inmune mediante la administraci6n de una primera dosis de vector y de potenciaciOn de la misma mediante la 

45 inoculacion de otro vector en una segunda dosis, de manera analoga a como se describio en el Ejemplo 8 y 

utilizando las mismas combinaciones de vectores. Los esplenocitos extraidos fueron estimulados in vitro con las 

diferentes mezclas de peptidos solapantes pertenecientes al clade B (1 Og/mL) e incubados durante 5 dias a 37 °C. 

Transcurrido ese tiempo, se recogieron los sobrenadantes y se almacenaron a -70°C. Los niveles de IFN-y se 

determinaron por ELISA usando un Kit comercial (Pharmigen). Los resultados se muestran en la Figura 13, donde se 

50 observe que la producci6n de IFN-y difiere segun se utilice MVA-B o NYVAC-B como segundo vector de 

inmunizaci6n. 

- Ejemplo 10.- Utilizacion del MVA-B en protocolos de induccion/potenciacion: Produccion de 13- 

quimioquinas por esplenocitos reestimulados  

55 

Cinco grupos de ratones BALB/c (n=4) fueron inoculados en regimen combinado de inducciOn de la respuesta 

inmune mediante la administraci6n de una primera dosis de vector y de potenciaci6n de la misma mediante la 

inoculaciOn de otro vector en una segunda dosis, de manera analoga a como se describi6 en el Ejemplo 8 y 

utilizando las mismas combinaciones de vectores. Los esplenocitos extraidos fueron estimulados in vitro con las 

60 diferentes mezclas de peptidos solapantes pertenecientes al clade B (1 pg/ml) e incubados durante 5 dias a 37 °C. 

Transcurrido ese tiempo, se recogieron los sobrenadantes y se almacenaron a -70°C. Los niveles de MIP-1 13 y 

RANTES se determinaron por ELISA usando kits comerciales (Pharmigen) 

Los resultados se muestran en la Figura 14, donde se observa que la producciOn de quimioquinas MIP-1 13 y  

65 RANTES difieren segOn se utilice MVA-B o NYVAC-B corn° segundo vector de inmunizaciOn. 
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- Ejemplo 11.- Utilizacion del MVA-B en protocolos de induccion/potenciacion: Identificacion de los tipos de 

celulas T especificas productoras de IFN-y y TNF-a 

5 Cinco grupos de ratones BALB/c (n=4) fueron inoculados en regimen combinado de induccion de la respuesta 

inmune mediante la administracion de una primera dosis de vector y de potenciaciOn de la misma mediante la 

inoculaciOn de otro vector en una segunda dosis, de manera analoga a como se describi6 en el Ejemplo 8 y 

utilizando las mismas combinaciones de vectores. Los esplenocitos extraidos fueron estimulados in vitro con el 

peptido de la envuelta del aislado Bx08 (5 pg/ml) e incubados durante 1 hora a 37 °C. Transcurrido ese tiempo se le 

10 atiadi6 Brefeldina A (10 pg/mL) y se dej6 incubando a 37 °C. Siete dias despues, se procedi6 a un marcaje de 

superficie empleando anticuerpos especificos anti-CD4 o anti-CD8 conjugados a FITC (diluidos 1/100), seguido de 

un marcaje intracelular empleando anti-IFN-y o anti-TNF-I3 conjugado a PE (diluido 1/100). Una vez fijadas las 

celulas fueron analizadas en el citornetro de flujo 

15 Los resultados se muestran en la Figura 15. En ellos se observan diferencias en los niveles de celulas CD8+ entre 

los grupos, con un mayor incremento de celulas secretoras de TNF-a en el grupo que habia recibido DNA-B+MVA-B. 

- Ejemplo 12.- Utilizacion del MVA-B en protocolos de induccion/potenciacion que combinan varios vectores 

derivados de Vaccinia: Respuesta inmune especifica de celulas T productoras de IFN-y 

20 

Grupos de 4 ratones BALB/c de 6-8 semanas de edad se inocularon por via intraperitoneal (i.p.) con una dosis de 

con 2 x 107 ufp/raton de MVA-B (stock P3), NYVAC B (grupo Aventi) o MVA WT. 15 dias despues los ratones 

recibieron una segunda dosis por via intraperitoneal (i.p.) de 2 x 107 ufp/ratOn de vector, de manera que se inoculO 

NYVAC-B a los ratones que habian recibido MVA-B en la primera dosis, MVA-B a los ratones que habian recibido 

25 NYVAC-B en la primera dosis y NYVAC-WT (grupo Aventis) a los ratones que habian recibido MVA-WT en la 

primera dosis. Se generaron asi grupos que habian sido inoculados con las siguientes combinaciones de vectores: 

NYVAC-B+MVA-B, MVA-B+NYVAC-B y MVA-WT+NYVAC-WT. 10 dias despues de la Ultima inmunizaciOn los 

ratones fueron sacrificados por dislocaciOn cervical y el bazo fue extraido para Ilevar a cabo el ensayo de ELISPOT. 

Para detectar la respuesta inmune especifica, grupos de mezcla de esplenocitos de los animales inmunizados en 

30 cada grupo se pusieron en contacto durante 48 horas con diferentes mezclas de peptidos solapantes pertenecientes 

al clade B (5 pg/ml) que comprenden todas las regiones antigenicas incluidas en los virus recombinantes MVA-B y 

NYVAC-B. El namero de celulas productoras de IFN-y obtenido frente a una mezcla de peptidos antigenicos no 

relacionados (control negativo) fue sustraido en todos los casos. 

35 Los resultados obtenidos se muestran en la Figura 16. En ella puede observarse como las dos combinaciones de 

vectores que contienen secuencias derivadas de VIH-1 incrementan tanto la magnitud como la amplitud de la 

respuesta inmune especifica generada, segiin se observa con los diferentes grupos de peptidos. La combinaci6n en 

la que el NYVAC-B se inocula en la prinnera dosis y el MVA-B en la segunda fue la que dio lugar al numero mas 

elevado de celulas secretoras de IFN-y frente a los diferentes grupos de peptidos. 

40 

- Ejemplo 13.- Utilizacion del MVA-B en protocolos de induccion/potenciacion que combinan vectores 

derivados de Vaccinia: ProducciOn de IFN-y por esplenocitos estimulados  

Tres grupos de ratones BALB/c (n=4) de 6-8 semanas de edad fueron inoculados en regimen combinado de 

45 inducciOn de la respuesta inmune mediante la administraciOn de una primera dosis de vector y de potenciaciOn de la 

misma mediante la inoculaciOn de otro vector en una segunda dosis, de manera analoga a como se describi6 en el 

Ejemplo 12 y utilizando las mismas combinaciones de vectores. Los esplenocitos extraidos fueron estimulados in 

vitro con las diferentes mezclas de peptidos solapantes pertenecientes al clade B (1 pg/ml) utilizadas en los 

Ejemplos anteriores e incubados durante 5 dias a 37 °C. Transcurrido ese tiempo, se recogieron los sobrenadantes y 

50 se almacenaron a -70°C. Los niveles de IFN-y se determinaron por ELISA usando un kit comercial (Pharmigen). 

Los resultados se muestran en la Figura 17, donde se observa que la producciOn de IFN-y mas amplia se obtiene 

con la combinaciOn NYVAC-B+MVA-B, al igual que en el Ejemplo 12. 

55 - Ejemplo 14.- Utilizacion del MVA-B en protocolos de induccion/potenciacion que combinan vectores de 

ADN y vectores virales derivados de Vaccinia: Respuesta inmune especifica de celulas T productoras de 

IFN-y en ratones humanizados HHDII  

Se procedi6 tambien a realizar experimentos con ratones humanizados HHDII. Estos ratones, generados por F. 

60 Lemonier en Francia y cedidos por el para la realizacion de los experimentos descritos en la presente memoria, solo 

permiten la presentaci6n de antigenos en el context° del MHC de clase I humano, al tener reemplazados los genes 

murinos del MHC clase I y I3-microglobulina por los correspondientes genes hunnanos. Grupos de 4 ratones HHDII de 

6-10 semanas de edad se inocularon por via intramuscular (i.m.) con 100 pg del vector de ADN DNA-B (cedido por 

GeneArt, Alemania) utilizado tambien en el Ejemplo 8. Los grupos control fueron inoculados (i.m.) con 100 pg de 

65 ADN sin insert° (DNA 0). 15 dias despues se les inmunizO por via intraperitoneal (i.p.) con 2 x 107 ufp/rat6n de 
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MVA-B (stock P3) o de NYVAC-B (grupo Aventis, Francia), que expresa los mismos antigenos de VIH que MVA-B. 

Un tercer grupo recibi6 una segunda dosis de DNA-B (100 pg, i.m.). El grupo control recibi6 una dosis de 2 x de 107 

ufp/rat6n de MVA-WT. 10 dias despues de la ultima inmunizacion los ratones fueron sacrificados por dislocacion 

cervical y el bazo fue extraido para Ilevar a cabo el ensayo de ELISPOT. Para detectar la respuesta inmune 

5 especifica, mezclas de esplenocitos de los animales inmunizados en cada grupo se pusieron en contacto durante 48 

horas con diferentes mezclas de peptidos solapantes pertenecientes at clade B (5 pg/ml) que comprenden todas las 

regiones antigenicas incluidas en los virus recombinantes MVA-B y NYVAC-B. El nOmero de celulas productoras de 

IFN-y obtenido frente a una mezcla de peptidos antigenicos no relacionados (control negativo) fue sustraido en todos 

los casos. • denota diferencias significativas (p< 0,005) de cada grupo respecto al control negativo. * denota 

10 diferencias significativas (p< 0,05) entre los distintos grupos 

La Figura 18 muestra los resultados obtenidos. Se observe que las combinaciones DNA-B+MVA-B y DNA-

B+NYVAC-B inducen una amplia respuesta frente a los grupos de peptidos, con inmunodominancia frente a Env. 

15 - Ejemplo 15.- Utilizacion del MVA-B en protocolos de induccion/potenciacion que combinan vectores de 

ADN v vectores virales derivados de Vaccinia: Respuesta inmune especifica de celulas T productoras de IL-2 

en ratones humanizados EIHD11  

Grupos de 4 ratones HHDII de 6-10 semanas de edad se inocularon por via intramuscular (i.m.) con 100 pg del 

20 vector de ADN DNA-B (cedido por GenArt, Alemania). El grupo control fue inoculado (i.m.) con 100 pg de ADN sin 

inserto (DNA 0). 15 dias despues se les inmuniz6 por via intraperitoneal (i.p.) con 2 x 107 ufp/ratOn de MVA-B (stock 

P3) o de NYVAC-B (grupo Aventis, Francia), que expresa los mismos antigenos de VIH que MVA-B. Un tercer grupo 

recibi6 una segunda dosis de DNA-B (100 pg, i.m.). El grupo control recibi6 una dosis de 2 x de 107 ufp/rat6n de 

MVA-WT. 10 dias despues de la illtima inmunizaciOn los ratones fueron sacrificados por dislocaciOn cervical y el 

25 bazo fue extraido para !lever a cabo el ensayo de ELISPOT. Para detectar la respuesta inmune especifica, nnezclas 

de esplenocitos de los animales inmunizados en cada grupo se pusieron en contacto durante 48 horas con 

diferentes mezclas de peptidos solapantes pertenecientes al clade B (5 pg/ml) que comprenden todas las regiones 

antigenicas incluidas en los virus recombinantes MVA-B y NYVAC-B. El nomero de celulas productoras de IL-2 

obtenido frente a una mezcla de peptidos antigenicos no relacionados (control negativo) fue sustraido en todos los 

30 casos. La Figura 19 muestra los resultados obtenidos, en la que: • denota diferencias significativas (p< 0,005) de 

cada pool respecto at control negativo. * denota diferencias significativas (p< 0,05) entre los distintos grupos. Se 

observe inmunodominancia de antigenos de Env, con amplia respuesta frente a los distintos grupos de peptidos y 

diferencias significativas entre los grupos DNA-B+MVA-B y DNA-B+NYVAC-B. 

35 - Ejemplo 16.- Utilizacion del MVA-B en protocolos de induccion/potenciacion que combinan vectores 

derivados de Vaccinia: Respuesta inmune especifica de celulas T productoras de IFN-y en ratones 

humanizados HHDII  

Cinco grupos de 4 ratones HHDII de 6-10 semanas de edad se inocularon por via intraperitoneal (i.p.) con una dosis 

40 de 2 x 107 ufp/rat6n de MVA-B (stock P3) (2 grupos), NYVAC B (grupo Aventis) (2 grupos) o NYVAC WT (grupo 

control). 15 dias despues los ratones recibieron una segunda dosis por via intraperitoneal (i.p.) de 2 x 107 ufp/rat6n 

de vector, de manera que a uno de los grupos que habia recibido MVA-B en la primera dosis se le inoculo NYVAC-B 

y a otro de nuevo MVA-B, a uno de los grupos que habian recibido NYVAC-B en la primera dosis se le inocul6 

NYVAC-B de nuevo y a otro MVA-B y, finalmente, el grupo control recibio en la segunda dosis MVA-WT (Aventis-

45 Pasterur). Se generaron asi grupos que habian sido inoculados con las siguientes combinaciones de vectores: MVA-

B+NYVAC-B, NYVAC-B+MVA-B, MVA-B+MVA-B, NYVAC-B+NYVAC-B y NYVAC-WT+MVA-WT. 

10 dias despues de la ultima inmunizaci6n los ratones fueron sacrificados por dislocacion cervical y el bazo fue 

extraido para Ilevar a cabo el ensayo de ELISPOT. Para detectar la respuesta inmune especifica, grupos de mezcla 

50 de esplenocitos de los animates inmunizados en cada grupo se pusieron en contacto durante 48 horas con 

diferentes mezclas de peptidos solapantes pertenecientes at clade B (5 pg/ml) que comprenden todas las regiones 

antigenicas incluidas en los virus recombinantes MVA-B y NYVAC-B. El nijmero de celulas productoras de IFN-y 

obtenido frente a una mezcla de peptidos antigenicos no relacionados (control negativo) fue sustraido en todos los 

casos. La Figura 20 muestra los resultados obtenidos, en la que: • denota diferencias significativas (p< 0,005) de 

55 cada grupo de peptidos respecto al control negativo. Se observe que la inmunizaci6n combinada de vectores virales, 

MVA-B y NYVAC-B, induce una amplia respuesta inmune contra distintos antigenos del VIH. 

- Ejemplo 17.- Utilizacion del MVA-B en protocolos de induccion/potenciacion que combinan vectores 

derivados de Vaccinia: Respuesta inmune especifica de celulas T productoras de IL-2 en ratones 

60 humanizados HH1311  

Cinco grupos de 4 ratones HHDII de 6-10 sennanas de edad se inocularon por via intraperitoneal (i.p.) con una dosis 

de 2 x 107 ufp/rat6n de MVA-B (stock P3) (2 grupos), NYVAC B (grupo Aventis) (2 grupos) o NYVAC WT (grupo 

control). 15 dias despues los ratones recibieron una segunda dosis por via intraperitoneal (i.p.) de 2 x 107 ufp/rat6n 

65 de vector, de manera que a uno de los grupos que habia recibido MVA-B en la primera dosis se le inocul6 NYVAC-B 
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y a otro de nuevo MVA-B, a uno de los grupos que habian recibido NYVAC-B en la primera dosis se le inoculo 

NYVAC-B de nuevo y a otro MVA-B y, finalmente, el grupo control recibi6 en la segunda dosis MVA-WT (grupo 

Aventis). Se generaron asi grupos que habian sido inoculados con las siguientes combinaciones de vectores: MVA-

B+NYVAC-B, NYVAC-B+MVA-B, MVA-B+MVA-B, NYVAC-B+NYVAC-B y NYVAC-VVT+MVA-WT. 

5 

10 dias despues de la ultima innnunizaciOn los ratones fueron sacrificados por dislocacion cervical y el bazo fue 

extraido para Ilevar a cabo el ensayo de ELISPOT. Para detectar la respuesta inmune especifica, grupos de mezcla 

de esplenocitos de los animales inmunizados en cada grupo se pusieron en contacto durante 48 horas con 

diferentes mezclas de peptidos solapantes pertenecientes al clade B (5 pg/ml) que comprenden todas las regiones 

10 antigenicas incluidas en los virus recombinantes MVA-B y NYVAC-B. El nOmero de celulas productoras de IL-2 

obtenido frente a una mezcla de peptidos antigenicos no relacionados (control negativo) fue sustraido en todos los 

casos. La Figura 21 muestra los resultados obtenidos, en la que: • denota diferencias significativas (p< 0,005) de 

cada grupo de peptidos respecto al control negativo. Como en el Ejemplo 16, se observa que la combinaci6n de 

vectores induce una amplia respuesta inmune (producci6n de IL-2) frente a distintos antigenos del VIH. 

15 

- Ejemplo 18.- Generaci6n del MVA-C 

ConstrucciOn del vector plasmidico pLZAW1gp120C/gagpolnef-C-14 

20 El vector plasmidico pLZAWIgp120C/gagpolnef-C-14 fue construido por los inventores para la generaci6n del virus 

recombinante de MVA que expresa secuencias genicas correspondientes a la proteina gp120 (gp120-C) y a la 

quimera de Gag, Pol y Nef (gagpolnef-C) del aislamiento CN54, que pertenece al clade C. El vector 

pMA60gp120C/gagpolnefC-14,15 utilizado para su construcci6n, contiene las secuencias codificantes de ambas 

proteinas; se construyO utilizando la secuencia codificante de la proteina de fusi6n gagpolnef-C generada por 

25 GeneArt (Regensburg, Alemania) y fue cedido a los inventores para la construccion del vector MVA-C en el marco 

del programa de colaboracion EuroVacl. 

 

 

 

 

 
 

 

 

 

El plasmido pLZAWIgp120C/gagpolnef-C-14 es un derivativo de pUC disefiado para la selecciOn de placas 

azules/blancas. Contiene las secuencias flanqueantes derecha (TK-R) e izquierda (TK-L) del gen viral de la timidina 

30 quinasa (TK), el promotor E3L dirigiendo la expresi6n del marcador de selecciOn p-galactosidasa, y el gen de

resistencia a ampici1ina (AP). Entre las dos secuencias flanqueantes se encuentras las dos secuencias que se  

desean expresar, gp120-C (SEQ ID NO:17) y gagpolnef-C (SEQ ID NO:18), que han sido modificadas para optimizar  
el uso de codones de mamifero. Para dirigir la expresiOn de cada una de las secuencias hay sendos promotores 

sinteticos temprano/tardio (pE/L), situados en orientaciOn opuesta en la zona del inserto mas alejada de las 

35 secuencias flanqueantes. La posici6n de cada uno de los componentes incluidos en el plasmido se describe a 

continuaciOn en la Tabla 4. 

Tabla 4.- Cornponentes del plasmido pLZAW1 p120C/gagpolnef-C-14 

Secuencia flanqueante izqu ierda de TK 4 1 0-908 Complementaria 

T5NT para p-gal 929-935 Complementaria 

J3-gal ATG-TAA (936-4079) Comp lementaria 

Promotor E3L para f3-ga l 4080-4 1 40 Complementaria 

Parte 1 de la secuencia flanq ueante izq u ierda de TK 4 1 5 1 -4498 Complementaria 

T5NT para gp 1 20 4607-46 1 4 Complementaria 

gp 1 20 ATG-TAA (4643-6 1 39) Complementaria 

Promoto r E/L para gp 1 20 6 1 49-6 1 87 Conn p lementaria 

Promotor E/L para gagpolnef 6202-6240 

gag pol nef ATG-TAA (6250- 1 0503) 

T5NT para gagpolnef 1 0584- 1 0590 

Secuencia flanqueante derecha de TK 1 0652- 1 1 343 Comp lementaria 

AP ATG-TAA ( 1 25 1 4- 1 3374) Comp lementaria 

40 Para la construcci6n de este plasmido se utilizaron otros dos plasmidos diferentes: 

- pMA60cp120C/oaopolnef-C-14,15 (proporcionado por el grupo Aventis, Canada). El plasmido es un derivativo de 

pUC que contiene las secuencias flanqueantes derecha (TK-R) e izquierda (TK-L) del gen viral de la timidina quinasa 

(TK) en sitios de clonaciOn del pUC.. Entre las dos secuencias flanqueantes se encuentras las dos secuencias que 

45 se desean expresar, gp120-C y gagpolnef-C, que han sido modificadas para optimizar el uso de codones de 

mamifero. Para dirigir la expresiOn de cada una de las secuencias hay sendos promotores sintaticos temprano/tardio 

(pE/L), situados en orientaci6n opuesta en la zona del insert° mas alejada de las secuencias flanqueantes. 
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- pLZAW1: El plasmido fue proporcionado por Linong Zhang, del grupo Aventis, Canada. Es un plasmido basado en 

pUC que contiene un brazo izquierdo del gen de TK, sitios de clonaciOn para insertar genes ex6genos, una 

repetici6n corta del brazo izquierdo el gen de TK, un promotor E3L dirigiendo la expresiOn de un casete con 3-gal y 

un brazo derecho del gen de TK. 

5 

La construcciOn del plasmido pLZAW1gp120C/gagpolnefC-14 a partir de estos otros dos plasmidos se representa en 

la Figura 22. Brevennente, un fragmento de ADN de 6047 kpb que contenia los genes de interes fue sacado por 

digesti6n con EcoRV del plasmido pMA60gp120C/gagpolnefC-14,15, modificado por incubaciOn con la ADN 

polimerasa de Klenow para generar extremos romos, y clonado en el vector pLZAW1 previamente digerido con la 

10 endonucleasa de restricciOn Ascl, modificado por incubaciOn con Klenow, y desfosforilado por incubacion con 

fosfatasa alcalina de intestino de ternera, generandose de esta forma el vector plasmidico de transferencia 

pLZAWIgp120C/gagpolnef-C-14. El plasmido generado dirige la inserciOn de los genes de interes en el locus de la 

TK del genoma del virus atenuado MVA. Despues de aislar el virus recombinante deseado mediante el analisis de la 

expresi6n de actividad p-galactosidasa la posterior propagaci6n del virus recombinante conduce a la autodelecion de 

15 3-gal por recombinaciOn homologa entre el brazo izquierdo de TK y la repeticiOn coda del brazo izquierdo de TK que 

flanquean el marcador. 

 

 

- ConstrucciOn del virus recombinante MVA-C  

20 Cultivos primarios de fibroblastos de embri6n de pollo (CEF) fueron infectados con virus atenuado MVA en pase 586 

(MVA-F6, pase 586, proporcionado por Gerd Sutter) a una multiplicidad de 0,05 ufp/celula, y posteriormente   

transfectados con 10 pg de ADN del plasmido de transferencia pLZAW1gp120C/gagpolnefC-14, usando para ello 

lipofectina comercial suministrada por Invitrogen y siguiendo las instrucciones del fabricante. Despues de 72 horas  

post-infecci6n las celulas fueron recogidas, sonicadas y usadas para la selecciOn de los virus recombinantes. Los 

25 virus MVA recombinantes que contenian los genes gp120C/gagpolnef-C y coexpresaban de forma transitoria el gen 
 

marcadorp-Gal (MVA-B (X-Gal+)), fueron seleccionados por pases consecutivos de purificaciOn de placas en celulas  

CEF tenidas con 5-bromo-4-cloro-3-indolil-p-galactOsido (XGal) (300 pg/ml). En lo sucesivo, los MVA recombinantes  

que contenian los genes gp120C/gagpolnef-C y que habian perdido el gen marcador (MVA-B (X-Gar)), fueron  

seleccionados como focos virales no teriidos en celulas CEF en presencia de XGal. En cada paso de purificaciOn las 

30 placas aisladas fueron expandidas en CEF durante 3 dias, y el extract° viral crudo obtenido fue usado para el paso

de purificaciOn de placas consecutivo. •   
 

 

Tras 4 pases consecutivos de purificaciOn fueron aisladas 24 placas recombinantes que expresaban eficientemente 

ambos antigenos y que habian perdido el gen marcador. Se hizo crecer el recombinante designado como MVA-C-

35 1.7.1.2 (P1) (SEQ ID NO:16) para generar un stock crudo (P2) que se envi6 a produccion en condiciones de buenas 

practicas de fabricaci6n para estudios clinicos. La secuencia del insert° que este recombinante Ileva incluido en el 

sitio de la timidina quinasa viene representada por SEQ ID NO:20. La localizacion en dicha secuencia de cada uno 

de los elementos que componen el insert° se indica a continuaciOn en la Tabla 5 

40 - P icion de los com

•

 onentes principales del inserto del vector MVA-C 

45 

Parte 1 de la secuencia flanqueante izqu ierda de TK 1 -502 Complementaria 

gp 1 20-C ATG-TAA (647-2 1 43) Complementa ria 

Promotor E/L para gp 1 20-C 2 1 53-2 1 9 1 Comp lementaria 

P romotor E/L para gagpolnef 2206-2244 

gagpolnef-C ATG-TAA (2254-6507) 

Secuencia flanqueante derecha de TK 6656-7347 Complennentaria 

A partir del P2, se prepar6 un stock P3 de virus, purificandolo a partir de celulas CEF infectadas a una multiplicidad 

de infecciOn de 0,05 por pase a traves de dos colchones de sacarosa al 36%. Este stock P3, con un titulo de 4,25 x 

108 ufp/ml, fue el que se utilizo en los protocolos de inmunizaciOn en el modelo murino. 

Caracterizaci6n del virus recombinante MVA-C 

Para confirmar la homogeneidad genetica del virus MVA-C generado y la integridad de los genes insertados, se 

realizO un analisis por PCR del ADN viral extraido de celulas CEF infectadas a una multiplicidad de 5 ufp/celula, 

50 empleando para ello oligonucleotidos que hibridan o con las regiones TK flanqueantes del insert° o con regiones 

internas de los genes insertados. La secuencia de los oligonucleotidos utilizados como cebadores y la posici6n en 

que aparecen sobre el vector plasnnidico de transferencia pLZAW1gp120C/gagpolnefC-14 se muestran en la Tabla 

6. Las posiciones en las que hibridan dichos oligonucleotidos, asi como los tamaiios estimados de los fragmentos 

generados en las distintas PCR y la localizacion de los nnismos con respecto a los insertos y las secuencias 

55 flanqueantes, aparecen representadas en la parte superior de la Figura 23. 
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Tabla 6.- Oligonucleotidos utilizados como cebadores de las PCR de caracterizacion del vector MVA-C 

O l igo 

nucleotido 
SECUENCIA Pos icion 

TK-L 5 ' TGATTAGTTTGATGCGATTC 3' (SEQ I D NO: 1 ) 4338-4357 

TK-R 5 ' TGTCCTTGATACGGCAG 3 ' (SEQ I D NO :2) 1 08 1 9- 1 0835 

gp 1 20- 1 0 5 ' TCGAGCATGGACAGGGCC 3' (SEQ ID NO :7) 6 1 28-61 45 

gp 1 20- 1 050 5' GTCTTGTICTGGAAGTGC 3' (SEQ ID NO:8) 5088-51 05 

gp 1 20-1 2 1 3 5 ' ATCATCACCATCCCCTGC 3' (SEQ I D NO:9) 4925-4942 

GPN-802 5' TGGGTTTAAACAAGATCG 3' (SEQ ID NO: 1 0) 7043-7060 

GPN-201 8 5 ' CAAGGTGAAGCAGTGGCC 3' (SEQ ID NO. 1 1 ) 8260-8276 

GPN-2 1 98 5' TGGGTCCTCTTGTTCAGC 3' (SEQ ID NO: 1 2) 8439-8456 

GPN-3820 5' CGGCCTTGCCGATCTTGG 3' (SEQ I D NO: 1 3) 1 006 1 - 1 0078 

GPN-4000 5 ' CCGACAAGAGCGAGAGCG 3' (SEQ ID NO: 1 4) 1 024 1 - 1 0258 

La parte inferior de la Figura 23 muestra fotografias de los geles obtenidos al someter a electroforesis los productos 

5 de las PCR realizadas con las diferentes parejas de cebadores para efectuar el analisis de los fragmentos del VIH-1 

incluidos en el virus MVA-C. Para ello, 100 ng del ADN viral extraido de celulas CEF infectadas a una multiplicidad 

de 5 ufp/celula con los virus NYVAC-C (calle 1), MVA-C (calle 2), MVA-WT (calle 3) o NYVAC-WT (calle 4), fueron 

usados como molde para hacer una amplificaciOn nnediante PCR de diferentes fragmentos de VIH-1 incluidos en 

MVA-C. Las condiciones de cada PCR se estandarizaron de forma individualizada para cada pareja de 

10 oligonucleOtidos cebadores empleada. Como se observa en las fotografias mostradas en la parte inferior de la 

Figura 23, en las calles 3 y 4, correspondientes a muestras que carecen de insert°, no se observan bandas en 

ninguno de los casos, mientras que el control positivo NYVAC-C expresa los mismos genes incluidos en MVA-C. 

La Figura 24, por su parte, muestra una fotografia de un gel obtenido al someter a electroforesis los productos 

15 resultantes de una reacci6n de PCR en la que se utilizaron como cebadores oligonucleOtidos (TK-L y TK-R) que 

hibridan con las secuencias flanqueantes del gen TK. En las calles 2 y 3, correspondiente a los stocks P1 y P2 del 

vector MVA-C se observa una banda de algo mas de 6 Kb compatible con la presencia del insert° completo; 

nnientras que en la calle 4, correspondiente a ADN extraido de celulas CEF infectadas con la cepa silvestre MVA-WT 

del virus MVA aparece una banda mucho menor, que corresponderia al locus de TK sin insert°. 

20 

Ejemplo 19.- Ana!Isis de la expresion de proteinas del VIH a partir del MVA-C 

La expresiOn de las proteinas gp120-C y gagpolnef-C por el virus MVA-C fue analizada mediante transferencia tipo 

Western. Monocapas de celulas CEF crecidas en placas de 12 pocillos fueron infectadas con 5 ufp/celula de los 

25 diferentes stocks de virus recombinante MVA-B. Los extractos celulares fueron recogidos a las 24 horas post-

infecci6n, fraccionados en geles desnaturalizantes de poliacrilamida (SDS-PAGE), transferidos a membranas de 

nitrocelulosa, y sometidos a la reaccion frente a un anticuerpo policlonal de conejo anti-gp120 (generado en el 

laboratorio) que reconoce la proteina gp120 del aislamiento CN54; y frente a un anticuerpo policlonal de conejo anti-

p24 (cedido por el programa EVA, ARP432) que reconoce la quimera gagpolnef-C del mismo aislamiento. Como 

30 controles positivos se utilizaron extractos procedentes de celulas infectadas con el vector NYVAC-C. 

Como se observa en la Figura 25, ambos antigenos son expresados eficientemente por diferentes stocks (P2, 

P3) del recombinante MVA-C generado. 

35 Ejemplo 20.- Comprobacion de la estabilidad del MVA-C 

Para verificar que el recombinante MVA-C podia ser pasado sucesivamente sin perder la expresi6n de los genes 

insertados, se realizO un ensayo de estabilidad analog° al descrito en el Ejemplo 3, efectuando varios pases 

sucesivos del virus recombinante MVA-C en celulas CEF. Monocapas de celulas CEF crecidas en placas P100 

40 fueron infectadas de forma sucesiva, a una multiplicidad de 0,05 ufp/celula, partiendo del stock P2 del MVA-C (pase 

6) hasta generar el pase 10 (P10). A continuaciOn, monocapas de celulas CEF crecidas en placas de 6 pocillos 

fueron infectadas con una dilucion le del extract° viral obtenido del Ultimo pase (P10). A las 48 horas post-
infeccion, las placas de lisis generadas fueron analizadas por inmunotinciOn, empleando anticuerpos policlonales 

anti-WR (que reconoce proteinas del virus MVA); anti-gp120 (que reconoce la gp120 del aislamiento CN54); y anti-

45 p24 (que reconoce la quimera gagpolnef-C del mismo aislamiento); estos dos ultimos anticuerpos fueron los mismos 

que se utilizaron en el Ejemplo 19. Los resultados de estas inmunotinciones se muestran en la parte A de la Figura 

26. Los recuentos de placas demostraron que, tras 10 pases sucesivos del virus en celulas CEF, ambos antigenos 

se expresan eficientemente (100% de las placas reconocidas por el anticuerpo anti-WR fueron reconocidas por los 

anticuerpos anti-gp120 y anti-p24), corroborandose la estabilidad del producto generado. Los extractos de celulas 

50 CEF infectadas con los pases 7, 8, 9 y 10 tambien fueron analizados por inmunotransferencia tipo Western, pruebas 
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a las cuales corresponden las tinciones mostradas en la parte B de la Figura 26. Para realizar estos ensayos, 

monocapas de celulas CEF crecidas en placas de 12 pocillos fueron infectadas con 5 ufp/celula de los extractos 

virales obtenidos en los pases 7 (P7), 8 (P8), 9 (P9) y 10 (P10) del virus recombinante MVA-C. Los extractos 

celulares fueron recogidos a las 24 horas post-infecciOn, fraccionados en geles desnaturalizantes de poliacrilamida 

5 (SDA-PAGE), transferidos a membranas de nitrocelulosa y hechos reaccionar con los mismos anticuerpos 

policlonales anti-gp120 (parte derecha de la figura) o anti-p24 (parte izquierda de la figura) utilizados en la prueba 

correspondiente a la parte A de la Figura 26. Ambos anticuerpos se utilizaron a una diluciOn 1/500. Como control 

positivo se emple6 un extracto de celulas CEF infectadas con el virus NYVAC-C (cedido por el grupo Aventis). Los 

resultados confirman la correcta expresi6n de las proteinas gp120-C y gagpolnef-C en todos los extractos obtenidos 

10 por la infecci6n con virus procedentes de distintos pases. 

Ejemplo 21.- Liberacion de qp120-C v cinetica de expresion a partir del MVA-C en el transcurso del tiempo 

Para definir si la proteina gp120-C era eficientemente secretada, monocapas de celulas CEF crecidas en placas de 

15 12 pocillos fueron infectadas con el virus recombinante MVA-C a 5 ufp/celula. A las 6, 18 y 24 horas post-infecciOn 

las celulas se recogieron separando el precipitado (P) del sobrenadante (S) celular. Los sobrenadantes de cada 

tiempo analizado fueron concentrados y fraccionados junto a los precipitados celulares en geles desnaturalizantes  

de poliacrilamida (SDS-PAGE), transferidos a membranas de nitrocelulosa, y sometidos a reaccion frente al 

anticuerpo policlonal anti-gp120 especifico para el aislamiento CN54 anteriormente utilizado en los Ejemplos 19 y 

20 20. De igual forma fueron tratadas celulas CEF infectadas con el NYVAC-C (proporcionado por el grupo Aventis), 

usado como control positivo en el ensayo. Como control interno para verificar que habia sido aplicado en el gel la 

misnna cantidad de proteina, las membranas fueron incubadas tambien frente a un anticuerpo monoclonal anti-13- 

actina. Los resultados se muestran en la Figura 27. En su parte superior, correspondiente a la muestra del MVA-C, 

puede apreciarse que la proteina gp120-C es expresada eficientemente por el MVA-C desde las 6 horas post-

25 infecciOn, detectandose en el sobrenadante celular a partir de las 18 horas post-infeccion, y con un comportamiento 

similar al que se observa en celulas infectadas con el NYVAC-C, para el cual se muestran los resultados obtenidos 

en la parte inferior de la Figura 27. 

La expresion de la proteina de fusi6n gagpolnef-C fue analizada en el precipitado celular igualmente a las 6, 18 y 24 

30 horas post-infeccion siguiendo un procedimiento analog° al utilizado para la proteina gp120-C, aunque utilizando en 

este caso el anticuerpo anti-p24 especifico para el aislamiento CN54. Los resultados se muestran en la Figura 28. 

En ella puede observarse que esta proteina de fusiOn se expresa eficientemente a lo largo del tiempo de infecci6n 

tanto desde MVA-C (calle 1 de cada tiempo de infecci6n) conno desde NYVAC-C (calle 2). 

35 Ejemplo 22.- Inmunogenicidad del MVA-C: Respuesta inmune especifica de celulas T productoras de IFN-y 

 

 
 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

Una vez generado y caracterizado el recombinante MVA-C, el siguiente objetivo fue analizar su capacidad de inducir  

una respuesta inmune especifica en el modelo murino frente a los antigenos que expresa. Para ello, ratones

transgenicos HHDII (n=4) de 10 semanas de edad se inocularon por via intraperitoneal (i.p.) con una dosis de 2 x
 

 

40 107 ufp/rat6n de MVA-C o de NYVAC-C. 8 dias despues de la inmunizaci6n los ratones fueron sacrificados por

dislocacion cervical, y se les extrajo el bazo para Ilevar a cabo un ensayo de ELISPOT analog° al descrito en el  

Ejemplo 5, siguiendo la misma metodologia descrita en dicho Ejemplo con la excepcion de que, en este caso, para

evaluar la respuesta inmune especifica, se utilizaron diferentes grupos que contenian 40-50 peptidos solapantes de 

15 aminoacidos cada uno, pertenecientes al clade C, que cubrian todas las regiones antigenicas incluidas en el 

45 reconnbinante MVA-C de la invenciOn. 

Los resultados, que se muestran en la Figura 29, demuestran que el MVA-C es capaz de potenciar una respuesta 

inmune especifica frente a casi todos los grupos de peptidos ensayados, evidenciandose la mejor respuesta frente a 

los grupos de peptidos representativos de los genes de la envuelta (Env1 y Env2). 

50 

Adicionalnnente, se evaluo tambien la respuesta generada contra las proteinas expresadas a partir de las partes del 

vector derivadas de las formas atenuadas de Vaccinia utilizadas para la construcciOn de los recombinantes, MVA y 

NYVAC. Para ello, los esplenocitos de los animales inmunizados se pusieron en contacto durante 48 horas con 

celulas RMAS-HDD previamente infectadas durante 5 horas con 5 ufp/celula de las cepas silvestres de MVA y 

55 NYVAC, MVA-WT y NYVAC-WT. El nOmero de celulas productoras de IFN-y obtenido frente a las celulas RMAS-

HHDI I sin infectar (control negativo) fue sustraido en todos los casos. Los resultados, que se muestran en la parte B 

de la Figura 29, demuestran que la respuesta anti-Vaccinia fue superior en el grupo de ratones inmunizados con 

NYVAC-C. 

60 - Ejemplo 23.- Inmunownicidad del MVA-C: Produccion de citoquinas par esplenocitos reestimulados 

Los esplenocitos aislados de los animales inmunizados con MVA-C y NYVAC-C aislados en el Ejemplo 22 fueron 

cultivados (5x106 celulas/pocillo) en una placa de 24 pocillos y estimulados con 1 pg/ml de cada grupo de peptidos 

pertenecientes al clade C. La placa se incub6 durante 5 dias a 37°C en atm6sfera del 5% CO2. Despues de este 

65 periodo, se recogieron los sobrenadantes de los cultivos y se centrifugaron a 1.500 rpm, 5 min, a 4°C, 

almacenandose a -70°C hasta su utilizacion. Para conocer los niveles de IL-10 e IFN-y presentes en los 

32 

 



sobrenadantes de cultivos de esplenocitos reestimulados in vitro , se procedi6 a la determinaci6n de estos niveles 

mediante kits de ELISA comerciales de Pharmigen, siguiendo las instrucciones del fabricante de forma analoga a la 

descrita en el Ejemplo 6. Los resultados, mostrados en la Figura 30, indican que MVA-C induce la secreci6n de las 

citoquinas IL-10 e IFN-y en el sobrenadante de cultivo de los esplenocitos reestimulados. Los niveles de IFN-y fueron 
5 significativamente superiores frente a los grupos de peptidos GPN2, Env-1 y Env-2, evidenciando una clara 

polarizaciOn de la respuesta celular antigeno-especifica hacia un subtipo Thl. 

- Ejemplo 24.- Inmunomnicidad del MVA-C: Identificacion de los tipos de celulas T especificas productoras 

de IFN-y 

10 

Para dilucidar si la respuesta celular que se estaba obteniendo en ELISPOT era debida a la secreci6n de IFN-y por 

las celulas T CD8+ o por las celulas T CD4+, los esplenocitos obtenidos en el Ejemplo 22 fueron reestimulados 

durante 1 hora con 5 pg/ml de cada grupo de peptidos, tras lo cual se anadiO Brefeldina a una concentracion de 10 

pg/ml, incubandose durante toda la noche. Posteriormente se procedi6 a un marcaje de superficie empleando 

15 anticuerpos especificos anti-CD4 o anti-CD8 conjugados a FITC, seguido de un marcaje intracelular empleando anti-

conjugado a PE. Una vez fijadas las celulas fueron analizadas en el citOmetro de flujo. 

Los resultados, mostrados en la Figura 31, permiten apreciar que, tanto para el grupo de animales inmunizado con el 

MVA-C, como para el grupo inmunizado con NYVAC-C, la respuesta productora de IFN-y es mayoritariamente 

20 debida a la poblaciOn de celulas T CD8+ especificas activadas frente a los diferentes grupos de peptidos. Al 

determinar los niveles totales de IFN-y secretados por ambos tipos de celulas, se corrobor6 el resultado obtenido en 

el ensayo de ELISPOT, donde se observaba una respuesta especifica frente a la mayoria de los grupos de peptidos 

en los animales inmunizados con ambos recombinantes. De nuevo, existen diferencias claras entre las respuestas 

generadas por cada uno de los recombinantes. 

25 

- Ejemplo 25.- Inmunocienicidad del MVA-C: Respuesta humoral penerada 

 

 
 

 

 

 

 

 

 

Para evaluar la respuesta humoral generada por la inoculacion de MVA-C y NYVAC-C, grupos de 4 ratones HHDI I o 

C57BU6 de 6-10 semanas de edad fueron inoculados por via intraperitoneal (i.p.) con una dosis de 2 x 107 ufp/rat6n 
30 de MVA-C (stock P3) o de NYVAC-C (grupo Aventis, Francia). 14 dias despues, se extrajo sangre del plexo 

suborbital de los ratones innnunizados y, tras dejarlo toda la noche a 4 °C se centrifug6 obteniendose el suero. La   

cantidad total de anticuerpos IgG presentes en los sueros frente a la proteina Gag (2 pg/ml), la proteina de la 

envuelta gp-160 (2 pg/mL) o frente a extractos celulares de una infecci6n con vaccinia fue determinada por ELISA, 
diluyendo para ello los sueros 1/500 para la detecciOn de los anticuerpos frente a Vaccinia y 1/50 para la detecciOn 

35 de los anticuerpos frente a la proteina Gag y frente a la proteina gp160. Los resultados, que se muestran en la 

Figura 32, muestran un aumento de la respuesta humoral generada frente a la proteina de la envuelta en los ratones  
inmunizados con el vector recombinante MVA-C con respecto a los controles y los ratones inmunizados con NYVAC-
C, siendo inferior la respuesta humoral generada frente a los antigenos del propio vector Vaccinia en los ratones  

inmunizados con MVA-C que en los ratones del mismo tipo inmunizados con NYVAC-C. 

40 

- Ejemplo 26.- Utilizacion del MVA-C en protocolos de induccion/potenciacion que combinan vectores de 
ADN y vectores virales derivados de Vaccinia: Respuesta inmune especifica de celulas T productoras de 

IFN-y penerada en ratones humanizados HHDII  

45 Grupos de 4 ratones HHDII de 6-10 semanas de edad se inocularon por via intramuscular (i.m.) con 100 pg del 
vector de ADN DNA-C (cedido por GeneArt, Alemania), formado por dos plasmidos recombinantes derivados de 
pcDNA que contienen cada uno de ellos una de las secuencias codificantes de proteinas del VIH-1 (gp120-C y 

gagpolnef-C) que Ileva insertadas el MVA-C, bajo el control de sendos promotores de citomegalovirus. El grupo 

control fue inoculado (i.m.) con 100 pg de ADN sin insert° (DNA 0) . 15 dias despues se les inmuniz6 por via 

50 intraperitoneal (i.p.) con 2 x 107 ufp/rat6n de MVA-C (stock P3) o de NYVAC-C (grupo Aventis, Francia), que expresa 

los mismos antigenos de VIH que MVA-C. El grupo control recibio una dosis de 2 x de 107 ufp/raton de NYVAC-WT. 

10 dias despues de la Ultima inmunizaci6n los ratones fueron sacrificados por dislocaciOn cervical y el bazo fue 

extraido para Ilevar a cabo el ensayo de ELISPOT. Para detectar la respuesta inmune especifica, mezclas de 

esplenocitos de los animales inmunizados en cada grupo se pusieron en contacto durante 48 horas con diferentes 
55 mezclas de peptidos solapantes pertenecientes al clade C (5 pg/ml) que comprenden todas las regiones antigenicas 

incluidas en los virus recombinantes MVA-C y NYVAC-C. El numero de celulas productoras de IFN-y obtenido frente 
a una mezcla de peptidos antigenicos no relacionados (control negativo) fue sustraido en todos los casos. 

Los resultados se muestran en la Figura 33. Se observa que la inmunizaci6n combinada de vectores genera una 

60 respuesta inmune amplia, con produccion de IFN-y frente a distintos antigenos del VIH, con diferencias significativas 

entre los vectores. La combinaci6n DNA-C+NYVAC-C produjo inmunodominancia frente a Env. 
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- Ejemplo 27.- Utilizacion del MVA-C en protocolos de induccion/potenciacion que combinan vectores de 

ADN y vectores virales derivados de Vaccinia: Respuesta inmune especifica de celulas T productoras de IL-2 

qenerada en ratones humanizados HHDII  

5 Grupos de 4 ratones HHDII de 6-10 semanas de edad se inocularon por via intramuscular (i.m.) con 100 pg del 

vector de ADN DNA-C (cedido por GeneArt, Alemania) utilizado en el Ejennplo 26. El grupo control fue inoculado 

(i.m.) con 100 pg de ADN sin inserto (DNA 0). 15 dias despues se les inmunizO por via intraperitoneal (i.p.) con 2 x 

107 ufp/rat6n de MVA-C (stock P3) o de NYVAC-C (grupo Aventis, Francia), que expresa los mismos antigenos de 

VIH que MVA-C. El grupo control recibiO una dosis de 2 x de 107 ufp/rat6n de NYVAC-WT. 10 dias despues de la 

10 CIItima inmunizaci6n los ratones fueron sacrificados por dislocaciOn cervical y el bazo fue extraido para !lever a cabo 

el ensayo de ELISPOT. Para detectar la respuesta inmune especifica, mezclas de esplenocitos de los animales 

inmunizados en cada grupo se pusieron en contacto durante 48 horas con las mezclas de peptidos solapantes 

pertenecientes al clade C (5 pg/m1), que comprenden todas las regiones antigenicas incluidas en los virus 

recombinantes MVA-C y NYVAC-C, utilizadas en los Ejemplos anteriores referentes al MVA-C. El nCimero de celulas 

15 productoras de IL-2 obtenido frente a una mezcla de peptidos antigenicos no relacionados (control negativo) fue 

sustraido en todos los casos. 

Los resultados obtenidos se muestran en la Figura 34. Se observe que la inmunizaci6n combinada de vectores 

genera una respuesta inmune amplia, con producciOn de IL-2 frente a los distintos antigenos del VIH, con diferencias 

20 significativas entre los vectores. La combinanci6n DNA-C +NYVAC-C produjo inmunodominancia frente a Env. 

- Ejemplo 28.- Utilizacion del MVA-C en protocolos de induccion/potenciacion que combinan vectores 

derivados de Vaccinia: Respuesta inmune especifica de celulas T productoras de IFN-y en ratones BALB/c  

25 Habiendo establecido que la administraciOn de una primera dosis de inmunizaci6n que contenia el MVA-C era capaz 

de inducir una respuesta inmune especifica en el modelo murino, se evalue a continuacion si la utilizacien de este 

vector de la invenciOn como parte de un protocolo de inducciOn/potenciaciOn, con diferentes combinaciones de MVA-

C y NYVAC-C, daba lugar a un incremento en la magnitud y la amplitud de la respuesta inmune. Por ello, se 

suministrO una primera dosis de inmunizacion a 4 grupos de ratones BALB/c (n=4) de 6-8 semanas de edad que 

30 contenia 2 x 107 ufp/raten de MVA-C (P3), NYVAC-C (grupo Aventis), MVA-WT o NYVAC-WT por la ruta 

intraperitoneal. 15 dias despues los ratones recibieron una segunda dosis por via intraperitoneal (i.p.) de 2 x 107 

ufp/rat6n, de manera que a uno de los grupos que habia recibido MVA-B en la primera dosis se le inocul6 NYVAC-C 

y a otro de nuevo MVA-C, a uno de los grupos que habian recibido NYVAC-C en la primera dosis se le inoculo 

NYVAC-C de nuevo y a otro MVA-B y, el grupo control que habia recibido MVA-WT recibi6 en la segunda dosis 

35 NYVAC-C y el grypo control que habia recibido NYVAC-WT recibiO en la segunda dosis MVA-WT (grupo Aventis). 

Se generaron asi grupos que habian sido inoculados con las siguientes combinaciones de vectores: MVA-

C+NYVAC-C, NYVAC-C+MVA-C, MVA-C+MVA-C, NYVAC-C+NYVAC-C, NYVAC-VVT+MVA-WT y MVA-

VVT+NYVAC-WT. 

 

 
 

 

 

 

 

40 10 dias despues de la Ultima inmunizacion los ratones fueron sacrificados por dislocacion cervical y el bazo fue 

extraido para !lever a cabo el ensayo de ELISPOT. Para detectar la respuesta inmune especifica, grupos de mezcla 

de esplenocitos de los animales inmunizados en cada grupo se pusieron en contacto durante 48 horas con 

diferentes mezclas de peptidos solapantes pertenecientes al clade C (5 ng/m1) que comprenden todas las regiones 

antigenicas incluidas en los virus recombinantes MVA-C y NYVAC-C. El nOmero de celulas productoras de IFN-E 

45 obtenido frente a una mezcla de peptidos antigenicos no relacionados (control negativo) fue sustraido en todos los 

casos. 

De los resultados obtenidos, que se muestran en la Figura 35, se puede deducir que las diferentes combinaciones 

de vectores derivados de poxvirus (MVA-C+NYVAC-C, MVA-C+MVA-C, NYVAC-C+MVA-C, NYVAC-C+NYVAC-C, 

50 NYVAC-VVT+MVA-WT, MVA-VVT+NYVAC-WT) incrementan tanto la magnitud como la amplitud de la respuesta 

inmune especifica generada, segOn se observa con los diferentes grupos de peptidos. Los grupos de peptidos mejor 

reconocidos fueron los correspondientes a Env1, GPN1 y GPN2, seguidos de GPN3 y Gag 1. 

Las combinaciones de MVA-C y NYVAC-C dieron lugar a mayores respuestas que la administraci6n de dos dosis de 

55 virus homologos, MVA-C+MVA-C o NYVAC-C+NYVAC-C. El grupo de ratones al que se le administrO en la primera 

dosis NYVAC-C y en la dosis de potenciaci6n MVA-C fue el que mostrO el nOmero mas elevado de colulas 

secretoras de IFN-y frente a los diferentes grupos de peptidos. 

- Ejemplo 29.- Utilizacion del MVA-C en protocolos de inducciOn/potenciacion que combinan vectores 

60 derivados de Vaccinia: Produccion de citoquinas por esplenocitos reestimulados procedentes de ratones 

BALB/c  

Seis grupos de ratones BALB/c (n=4) fueron inoculados en regimen combinado de inducci6n de la respuesta inmune 

mediante la administracion de una primera dosis de vector y la potenciacion de la misma mediante la inoculaciOn de 

65 un segundo vector en una segunda dosis, de manera analoga a la descrita en el Ejemplo 28 y utilizando las mismas 

combinaciones de vectores. Los esplenocitos extraidos fueron estimulados in vitro con las diferentes mezclas de 
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peptidos solapantes pertenecientes al clade C (1 pg/ml) e incubados durante 5 dies a 37°C. Transcurrido ese 

tiennpo, se recogieron los sobrenadantes y se almacenaron a —70°C. Los niveles de IFN-y e IL-10 se determinaron 

por ELISA usando kits comerciales (Pharmigen). 

5 Los resultados se muestran en la Figura 36. Se observe que la combinaci6n de vectores virales induce una 

respuesta celular tipo Th2, con polarizacion hacia los antigenos Env y gpn1. 

- Ejemplo 30.- Utilizacion del MVA-C en protocolos de induccion/potenciacion que combinan vectores 

derivados de Vaccinia: Identificacion de los tipos de celulas T especificas secretoras de IFN-y generadas en 

10 ratones BALB/c  

Cinco grupos de ratones BALB/c (n=-4) fueron inoculados en regimen combinado de inducci6n de la respuesta 

inmune nnediante la administracien de una primera dosis de vector y la potenciaciOn de la misnna mediante la 

inoculacion de un segundo vector en una segunda dosis, de manera analoga a la descrita en el Ejemplo 28 y 

15 utilizando las mismas combinaciones de vectores salvo en el caso de los controles, en el que se prescindie de 

inocular la combinaci6n MVA-VVT+NYVAC-WT en este orden. 

 

 

Los esplenocitos extraidos fueron reestimulados in vitro durante 1 hora a 37°C con 5 pg/ml de cada grupo de 

peptidos solapantes pertenecientes al clade C, tras lo cual se afiadi6 Brefeldina a una concentraciOn de 10 pg/ml, 

20 incubandose durante toda la noche a 37°C. Siete dias despues se procedi6 a un nnarcaje de superficie empleando 

anticuerpos especificos anti-CD4 o anti-CD8 conjugados a FITC, seguido de un marcaje intracelular empleando anti-  
 

IFN-y conjugado a PE. Una vez fijadas las celulas fueron analizadas en el citOmetro de flujo. 

Los resultados obtenidos se muestran en la Figura 37. Se observe que la combinacion de vectores virales induce un 

25 menor aumento de celulas CD8+ productoras de IFN-y que de celulas CD4+, con la combinaci6n NYVAC-C+MVA-C 

induciendo el mayor incremento frente a los peptidos de Gag1, Env1, Gpn1 y Gpn2. 

- Ejemplo 31.- Perfil diferencial de cambios en los niveles de expresion de genes humanos inducidos durante 

la infeccion con los vectores MVA y NYVAC  

30  
Para evaluar si las diferencias en las respuestas inmunes inducidas por la inoculaciOn de vectores recombinantes   
derivados de MVA y NYVAC iban acompafiadas tambien de perfiles diferentes de inducci6n de variaciones en los 

niveles de expresiOn de genes en las celulas infectadas, se realize un experimento de infeccien de celulas HeLa con 

MVA y NYVAC y se evaluaron los cambios experimentados en los niveles de expresiOn de 15000 genes humanos  
35 utilizando microarrays con ADNc humano. Para ello, se generaron microarrays de ADNc tal como se ha descrito 

previamente (20), utilizando la genoteca de ADNc humano 40K de Research Genetics 

(http://www.resgen.com/products/SVHcDNA.php3), que contenian 15.360 secuencias de ADNc, (de las cuales  

13295 corresponden a genes conocidos y 2.257 corresponden a genes de control), utilizando portaobjetos CMT-

GAPS II (Corning) sobre los que se fijaron las secuencias de ADNc mediante el Microgrid II (BioRobotics) a 22°C y 

40 una humedad relative de 40-45%. Por otro lado, se cultivaron celulas HeLa (de la American Type Culture Collection) 

en places de 10 cm de diametro, en medio de Dulbecco al que le habia ariadido suero bovino de recien nacido al 

10% y antibieticos y se Ilevaron a cabo infecciones con el MVA-WT y el NYVAC-WT a una multiplicidad de infecciOn 

de 5 ufp/celula. El ARN total se aisle de las celulas infectadas utilizando Ultraespect-II RNA (Biotecx), siguiendo las 

instrucciones del fabricante, a partir de muestras tomadas por duplicado de las celulas infectadas con cada uno de 

45 los virus transcurridas 2, 6 y 16 horas del momento de la infeccien. Cada muestra de ARN se utilize en dos 

hibridaciones diferentes: en una hibridacien, la muestra infectada con MVA-WT se marc6 con dUTP-Cy3 y la 

muestra infectada con NYVAC-WT se mama con dUTP-Cy5, mientras que en la otra la muestra infectada con MVA-

WT se marce con dUTP-Cy5 y la muestra infectada con NYVAC-WT se memo con dUTP-Cy3. El doble marcaje se 

utilize para suprimir diferencias en el marcaje y la hibridacion debidas a caracteristicas especificas del Cy-dUTP. 

50 Una mezcla que contenia 40 pg de ARN, 150 pmoles de oligo(dT)20,dATP 0,5 mM, dGTP 0,5 mM, dCTP 0,5 mM, 

dTTP 0,1 mM, dUTP-Cy3/Cy5 0,05 mM (Amersham), tamp6n de reaccion para la primera hebra 1X (Invitrogen) y 

ditiotreitol 10 mM en un volumen de 38 pl se calente (65°C, 5 min) y se preincube (42°C, 5 min), tras lo cual se 

afiadieron 400 U de SuperScript II (Invitrogen) y 40 U de inhibidor de RNasa (Roche) y se incubi:5 la mezcla a 42°C 

durante 2,5 horas. La reacci6n se termine ariadiendo EDTA y el molde de ARN de partida se retir6 afiadiendo 2 pl de 

55 NaOH 10 N, seguido de incubaciOn (20 min, 65°C). La reacciOn se neutralize afiadiendo 4 pl de acid° acetic° 5 M. 

Se mezclaron las sondas de Cy5 y Cy3 y los colorantes no incorporados se retiraron mediante precipitaci6n con 

isopropanol. Las sondas se resuspendieron en agua desionizada; los agentes bloqueantes afiadidos para 

incrementar la especificidad fueron poli(A) (20 pg, Sigma), ARNt (20 pg, Sigma) y ADN humano Cot-1 (20 pg, 

Invitrogen). Mientras las sondas se secaban en una Speed-Vac, los microarrays se prehibridaron con una mezcla 

60 que contenia SSC 6x (SSC 1X este formado por NaCI 0,15 M y citrato sOdico 0,015 M), dodecilsulfato sock° (SDS) 

al 0,5% y albCimina de suero bovino al 1% (42°C, 1 hora), se lavaron cinco veces con agua, y se secaron mediante 

centrifugacien (563 x g, 1 min). Las sondas se resuspendieron en 40 pl de tampon de hibridaci6n (formamida al 50%, 

SSC 6x, SDS al 0,5%, soluciOn de Denhardt 5x) y se incubaron con los portaobjetos que contenian los microarrays 

(42°C, 16 horas) en cameras de hibridaci6n (Array-It) en un bah° de agua en la oscuridad. Despues de la 

65 incubacion, los portaobjetos se lavaron dos veces en SSC 0,1X-SDS 0,1% durante 5 minutos cada vez y tres veces 

en SSC 0,1x durante 5 minutos cada vez. Finalmente, los portaobjetos se secaron mediante centrifugaciOn como se 

 

 

35 

 



describi6 anteriormente y se escanearon en un ScanArray 4000 (Packard Biosciences) utilizando el software 
ScanArray 3.1. A partir de las imagenes de Cy5 y Cy3 se obtuvieron datos preliminares utilizando el software 
QuantArray 3.0 (Packard Biosciences), que se procesaron utilizando el software SOLAR (BioALMA, Madrid, Espana. 
La serial de fondo se resta de la serial, se representa logro(senal) frente log2(relaciOn) y se realize una normalizaciOn 

5 minima. Este valor se calcula para las cuatro replicas y se obtiene una tabla con la sena, media, el factor de cambio, 
log (relaciOn), la desviaciOn estandar del logaritmo de la relaciOn y el valor z (una medida de la proximidad de un 
valor [log relacion] a otros valores con seriales similares) (21). Una vez obtenidos estos datos, el juego de datos se 
redujo eliminando los genes con una desviaciOn estandar entre las replicas >1 y aquellos que nnostraban valores de 

z 2, despues de lo se reprocesaron los datos, se agrup6 los genes utilizando el mapa clasico de autoorganizaci6n 
10 de Kohonen (22,23,24) y se analizo el mapa resultante utilizando el software Engene, disponible en 

http://www.engene.cnb.uam.es.  

Las diferencias mas representatives detectadas en las celulas infectadas con uno y otro virus se resumen en la 
Table 7, en la que se indican el factor de aumento de la expresion de varios genes representativos observado 

15 transcurridos distintos intervalos de tiempo (horas post-infecciOn: h.p.i.) tras el momento de la infecciOn. En ella 
puede observarse que el perill de inducciOn de variaciones en los niveles de expresi6n de genes en las celulas 
infectadas es diferente segan el virus utilizado para la infecciOn. Por ejemplo, el incremento por MVA y no por 
NYVAC de genes coestinnuladores de la respuesta inmune, como IL-7, proteina B7, NFATC3 y MAP2K5, puede 
condicionar el menor grado de respuesta inmune de un vector frente al otro. 

20 
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Tabla 7.-.Perfiles de expresi6n de genes representativos modificados por la infeccion de 

celulas humanas HeLa con ce as de MVA y NYVAC 

Funcion y nombre del gen 
S imbolo 

gen 

Factor de cambio 

con MVA 

Factor de cambio 

con NYVAC 

2 

hpi 

6 

hpi 

1 6 

h pi 

2 

h pi 

6 

hpi 

1 6 

hp i 

Genes i ncrementados con MVA y NYVAC 

Respuesta de crecim iento temprano 1 EGR 1 4 , 1 7 4 , 60 1 , 94 4 ,74 1 0 , 38 6 , 83 

Factor nuclear s im i l a r a l factor 2 derivado de 

ce l u l as eri tro i des 3 
N FE2L3 2 , 36 2 ,36 2 ,52 1 , 1 9 2 , 1 3 1 , 32 

Factor nuclear del pol i peptido l i gero kappa 2 NFKB2 2 , 03 2 ,22 2 ,34 1 , 53 2 , 02 1 , 79 

I nterleuquina 6 I L6 2 ,65 2 , 1 4 1 , 56 2 ,02 5 , 85 2 ,68 

P rote ina est imu lada por e l i nterferon , 1 5 kDa I SG 1 5 2 ,57 2 ,25 1 , 6 1 1 , 2 1 1 , 1 4 3 , 39 

Ant igeno CD80 CD80 1 , 75 2 , 58 2 , 06 1 , 25 2 , 02 2 , 7 

Fosfatasa de especificidad dual 5 DUSP5 3 ,0 1 2 , 9 1 1 , 87 1 , 98 4 , 1 6 2 , 1 8 

P rotooncogen JUN B JUNB 2 ,93 3 ,92 1 , 06 2 , 1 6 2 , 1 4 1 , 32 

Homologo del oncogen V-jun del vi rus del 

sa rcoma de ayes 1 7 
J UN 2 , 1 7 2 ,02 1 , 3 1 2 , 1 4 1 3 , 75 8 , 0 1 

HomOlogo del oncogen V-MYC del vi rus de 

m ie locitomatosis de ayes 

myc 
2 ,22 1 , 53 1 , 05 1 , 05 2 ,93 1 ,65 

M iembro de la fam i l i a de la qui nes i na 5A KI F5A 2 , 05 1 , 88 1 , 73 1 , 89 5 ,45 4 ,64 

Genes incrementados con MVA 

I nterleuquina 7 I L7 6 , 1 0 5 ,3 3 , 2 0 , 80 0 , 55 0 , 88 

P rote ina B7 B7 1 , 97 1 , 75 3 , 53 1 , 58 1 , 58 1 , 78 

Antigeno CD47 CD47 5 ,35 4 , 08 3 , 1 6 1 , 02 0 , 76 1 , 03 

Prote ina qu i nasa act ivada por m it6genos 5 MAP2K5 2 , 37 2 , 74 1 , 69 1 , 02 0 , 76 1 , 03 

Factor nuclear del pol i peptido l i gero kappa 

eps i lon 
N FKB I E 2 ,4 1 1 ,6 1 1 , 1 2 1 , 1 8 1 , 27 1 ,42 

Factor nuclear citop lasm ico de celu las T 

activadas 
N FATC3 3 ,46 2 ,97 1 , 30 1 , 0 1 1 , 34 1 , 34 

Genes incrementados con NYVAC 

Facto r activador de la transcripci6 3 ATF3 1 , 78 1 , 98 0 ,99 2 ,42 8 ,36 6 , 1 0 

Caspasa 9 , proteasa de ci ste i na re lacionada 

con la apoptosis 
CASP9 1 , 1 0 , 82 0 ,32 2 , 59 2 ,37 1 , 98 

Fosfatasa de especificidad dua l 2 DUSP2 3 ,93 3 , 59 1 , 85 2 ,43 5 ,25 1 , 56 

Nucleoporina de 88kD N UP88 0 ,87 0 ,93 0 ,92 3 ,52 6 ,49 4 ,23 

Factor de crecim iento de tej ido conectivo CTGF 5 ,77 4 ,5 1 1 , 1 2 4 , 24 1 1 ,45 5 , 1 4 

Dom in io s im i la r a los de homolog ia con 

p leckstri na , fam i l i a A, m iembro 1 
PHLDA1 1 , 0 1 0 , 95 0 , 99 4 , 1 9 8 ,24 5 , 28 

- Ejemplo 32.- Perril diferencial de cambios en los niveles de inducci6n de apoptosis inducidos durante la 

infeccion de celulas en cultivo por los vectores MVA v NYVAC  

5 

Para evaluar si las diferencias observadas en la resupuesta inmune inducida por la inoculaciOn de vectores 

derivados de MVA y NYVAC iban acompanadas de variaciones en los niveles de inducci6n de muerte celular por 

apoptosis, se Ilevaron a cabo distintos experimentos para evaluar el grado de apoptosis, evaluando distintos 

parametros indicativos del mismo. Una de las caracteristicas de la apoptosis es la rotura especifica por proteasas de 

10 la proteina PARP. Para evaluarla, se procedio a la infecci6n de celulas HeLa con 5 ufp/celula de MVA o NYVAC y se 

recogieron a 4, 8 y 16 horas postinfecciOn en tampon de lisis (Tris-HCI 50 mM, pH 8,0, NaCI 0,5 M, NP-40 10%, SDS 

1%.). Se separaron cantidades iguales de lisados de proteinas (10 pg) mediante electroforesis en geles de SDS-

poliacrilamida (SDS-PAGE), se transfirieron a membranas de nitrocelulosa y se incubaron con un anticuerpo anti-

PARP humano (1:500 dilucion) de Cell Signalling, obteniendose los resultados que se muestran en la parte superior 

15 de la Figura 38a, en la que se indica la posici6n de la banda correspondiente a la proteina PARP completa (PARPc) 
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y la correspondiente a un fragmento de la proteina PARP escindido de la proteina completa (PARPf). Como control 
interno para verificar que habia sido aplicado en el gel la misnna cantidad de proteina, las membranas fueron 

incubadas tambien frente a un anticuerpo monoclonal anti-p-actina (SIGMA), obteniendose la setial que se muestra 
en la parte inferior de dicha Figura. Los resultados muestran que la infeccion de celulas HeLa con NYVAC induce 

5 con el tiempo de infecci6n la degradaci6n de PARP. Esta degradaciOn es mucho menor en celulas infectadas con 
MVA. La inducci6n de apoptosis por NYVAC tambien se confirm6 mediante pruebas de inmunofluorescencia de 
celulas HeLa infectadas con 5 ufp/celula cuyos nikleos fueron tefiidos a las 24 horas postinfecci6n con DAPI 
durante 30 min a temperatura ambiente y las celula fotografiadas. Los resultados se muestran en la Figura 38b, en 
cuya parte inferior, correspondiente a celulas HeLa infectadas con NYVAC, se observa que NYVAC favorece 

10 condensaciOn de la cromatina y formaci6n de cuerpos apoptoticos, algo que no se observa en la infecci6n con MVA 
(parte superior de la Figura). Otro indicador de apoptosis es la activaciOn de la enzima RNasa L, que favorece la 
ruptura del ARN ribosOmico. Para evaluar esta activaciOn, se aisles el total de ARN usando el sistema de purificaciOn 
por resina de ARN Ultraspec-Il (Bioteck), a partir de muestras de celulas HeLa infectadas con 5 ufp/colula obtenidas 

transcurridas 18 6 24 de la infecci6n con la cepa Western Reserve (VVR) de Vaccinia, con MVA o con NYVAC,  
15 afiadiendo un control en el que se simulo la infecciOn. Se sometieron los ARNs (2 microgramos) a electroforesis en  

geles de agarosa-formaldehido al 1% que contenian bromuro de etidio y se fotografi6 bajo luz ultravioleta el patron 
de bandas obtenido. Los resultados, mostrados en la Figura 38c muestran que la infecciOn de celulas HeLa con
NYVAC induce a las 18 horas degradaci6n del ARN ribosOmico en fragmentos caracteristicos de la activaciOn de la 
enzima RNasa L, lo que no se observa en la infecci6n con MVA. 

20 

Finalmente, otro indicador de apoptosis es la cuantificaciOn del nilmero de celulas apoptOticas por citometria de flujo. 
Este ensayo se realizO de nuevo en celulas HeLa infectadas (5 ufp/celula) con Vaccinia WR, MVA y NYVAC, asi 
como en controles en los que se simulo la infecciOn. Los diferentes estadios del ciclo celular y el porcentaje de 
celulas en la fase subGo fueron analizadas por tincion con yoduro de propidio (IP). Para cada uno de ellos se realizo 

25 el ensayo en muestras que habian sido incubadas en ausencia o en presencia del inhibidor general de caspasas 
zVAD (4 micromolar, Calbiochem). A las 24 horas se recogieron las celulas, se lavaron con PBS frio, se 
permeabilizaron con etanol al 70% en PBS a 4°C durante 30 min. Despues de tres lavados con PBS, las celulas se 
incubaron durante 45 min a 37°C con RNasa A y se tifieron con IP (10 microgramos/nn1). El porcentaje de celulas que 

presentaban DNA hipodiploide se determin6 por citometria de flujo. Los datos fueron adquiridos en 15000 celulas 
30 por muestra y los resultados se representan como veces de incremento en celulas apoptOticas respecto a las celulas 

sin infectar. El grafico de la Figura 38d muestra el factor de incremento de celulas apoptOticas observado en cada 
uno de los casos. En el puede observarse que la infecciOn con NYVAC provoca apoptosis en una gran parte de la 
poblaciOn celular (mas del 40%) y que este fen6meno se previene con la adici6n del inhibidor general de caspasas 
zVAD. La inducci6n de apoptosis por MVA fue mucho mas reducida. 

35 

Los resultados de estos ensayos demuestran que NYVAC induce apoptosis durante la infecci6n, mientras que MVA 
no parece activar apoptosis o da muestras de activar en menor medida. Estas diferencias bioquimicas, junto a las 
diferencias geneticas definidas en el Ejemplo 31, indican que es de esperar que los vectores recombinantes 
generados a partir de MVA y NYVAC, a pesar de contener las mismas secuencias codificantes del VIH-1 bajo el 

40 control de promotores identicos, den lugar a comportamientos diferentes al ser inoculados en seres hunnanos con la 
intenciOn de provocar una respuesta inmune contra el VIH. Los vectores recombinantes derivados de MVA, por 
tanto, representan una interesante alternativa para sustituir o complementar de forma ventajosa a los vectores 

recombinantes derivados de NYVAC en protocolos de inmunizaci6n frente al VIH-1. 

45 

Construccion y ensayos realizados con los vectores diseriados para uso en macacos 

- Ejemplo 33.- Generacion del MVA-89.6P-SIVqpn  

50 ConstrucciOn del vector plasmidico pLZAW1-89.6p-SIVgpn-18  

El vector plasmidico de transferencia pLZAW1-89.6p-S1Vgpn-18 fue construido por los inventores para la generacion 
de los virus recombinantes derivados de MVA y de NYVAC que expresan la parte correspondiente a la proteina 
gp120 del gen Env del SHIV 89.6P (89.6Psynenv120, a la que en lo sucesivo se aludira de forma abreviada como 

55 89.6P-gp120) y la quimera de los genes Gag, Pol y Nef del mismo virus (SIVmac239-gagpolnef, a la que en lo 
sucesivo se aludira de forma abreviada como SIVgpn), esta ultima a partir de una secuencia de nucleotidos obtenida 
a partir de las secuencias de los genes Gag, Pol y Nef del virus 5HIV89.6P en las que se habian practicado las 
mismas nnodificaciones que se realizaron para obtener las quimeras de los genes Gag, Pol y Nef presentes en los 
vectores MVA-B y MVA-C. El plasmido pLZAW1-89.6p-SIVgpn-18 es un derivativo de pUC disefiado para la 

60 seleccion de placas azules/blancas y la generacion, como medida de seguridad, de un vector viral carente del 

nnarcador J3-Gal, al igual que se hizo en el caso de los vectores MVA-B y MVA-C, como medida de seguridad. 
Contiene las secuencias flanqueantes derecha (TK-R) e izquierda (TK-L) del gen de la timidina quinasa (TK) del 
MVA, una repetici6n coda de la secuencia flanqueante izquierda ("brazo izquierdo") del gen TK, el promotor E3L 

dirigiendo la expresiOn del marcador de seleccion p-galactosidasa, y el gen de resistencia a ampici1ina (AP). Entre 
65 las dos secuencias flanqueantes se encuentran las dos secuencias que se desea expresar, 89.6P-gp120 (SEQ ID 

NO: 22) y SIVgpn (SEQ ID NO: 23), que han sido modificadas para optimizar el uso de codones de mamifero. Para 
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dirigir la expresion de cada una de las secuencias hay sendos promotores sinteticos temprano/tardio (pE/L), situados 

en orientaci6n opuesta en la zona del insert() mas alejada de las secuencias flanqueantes. La posici6n de cada uno 

de los componentes incluidos en el plasmido se describe a continuaciOn en la Tabla 8. 

5 Tabla 8.- Posici6n de los com onentes del plásmido LZAW1 120B/ a olnefB-1 

10 

Secuencia flanqueante izquierda de TK 4 1 0-908 Connp lementaria 

T5 1\IT para 13-ga l 929-935 Complementaria 

13-gal ATG-TAA (936-4079) Complementaria 

P romotor E3L para 13-gal 4080-41 40 Complementaria 

Pa rte 1 de la secuencia flanqueante izqu ie rda 

de TK 

4 1 5 1 -4498 Complementaria 

89 .6p-gp1 20 ATG-TAA (451 8-6032) Comp lementa ria 

P romotor E/L para 89 .6P-gp 1 20 6080-6 1 1 8 Complementaria 

P romotor E/L para S IVgpn 6 1 43-6 1 8 1 

S IVgpn ATG-TAG (6226- 1 0443) 

T5NT para S IVgpn 1 0499- 1 0505 

Secuencia flanqueante derecha de TK 1 0488- 1 1 1 79 Complementaria 

AP ATG-TAA ( 1 2350- 1 32 1 0) Complementaria 

Para la construccion de este plasmido se utilizaron otros dos plasmidos diferentes: 

- pcDNA89.6P-svn-CD5-GP120REKR: (proporcionado por Ralf Wagner, Regensburg, Alemania). 

- pCR-ScriptSIV-svn-gagoolnef: (proporcionado por Ralf Wagner, Regensburg, Alemania). 

- pLZAW1: El plasmido fue proporcionado por Linong Zhang, del grupo Aventis, Canada. Es un plasmido basado en 

pUC que contiene un brazo izquierdo del gen de TK, sitios de clonaciOn para insertar genes ex6genos, una 

15 repetici6n coda del brazo izquierdo el gen de TK, un promotor E3L dirigiendo la expresi6n de un casete con 13-gal y 

un brazo derecho del gen de TK. 

- pJR101: El plasmido fue generado por los inventores. Es un derivado de pUC que contiene las secuencias 

flanqueantes derecha e izquierda del locus HA del virus MVA, sitios de clonaciOn para insertar genes ex6genos bajo 

20 el control de la transcripciOn del promotor sintetico temprano/tardio (E/L), y el promotor 7.5 del virus MVA (P7.5) 

dirigiendo la expresi6n del gen 13-gus. 

La construcci6n del plasmido pLZAW1-89.6P-SIVgpn-18 a partir de estos otros dos plasmidos se representa en las 

Figuras 41a y 41b. Brevemente, un fragmento de ADN de 1,518 Kb que contenia el gen 89.6P-gp120 (indicado en la 

25 figura conno 89.6synenv120) se escindio del plasmido pcDNA89.6P-syn-CD5-GP120REKR mediante digesti6n con 

EcoRI, tratamiento con el fragmento Klenow de la ADN polimerasa para generar extremos romos, y digesti6n con 

BamHI. El fragmento de ADN se subclono en el vector pJR101 (previannente digerido con las endonucleasas de 

restriccion Smal y BamHI), generando el plasmido pJR-89.6P-18 (7918 pb). Un fragmento de ADN de 1,612 kb que 

contenia el promotor sintetico temprano/tardio (E/L) dirigiendo al gen 89.6-gp120 se escindi6 del plasmido pJR-

30 89.6P-18 mediante digesti6n con Hindi! y BamHI, seguida de la modificacion con el fragmento Klenow de la ADN 

polimerasa, y se clono en el vector pLZAW1 (previamente digerido con la endonucleasa de restricciOn Ascl, 

modificado mediante la incubaci6n con el fragmento Klenow, y desfosforilado mediante incubacion con la fosfatasa 

alcalina intestinal de ternera (CIP)), generando el vector plasmidico pLZAW1-89.6P-9 (9131 pb) (Figura 41a). 

35 Por otra parte, un fragmento de ADN de 4,230 kb que contenia el gen SIVgpn (indicado en las Figuras como 

SIVsyngagpolnef) se escindio del plasmido pCR-Script SIV-syn-gagpolnef mediante digestion con EcoRI y Xhol 

seguida de la modificaci6n con el fragmento Klenow de la ADN polimerasa, y se subclon6 en el vector pJR101 

(previamente digerido con la endonucleasa de restriccion Smal y desfosforilado mediante incubacion con la 

fosfatasa alcalina intestinal de ternera (CIP)), generando el plasmido pJR-SIVgpn-9 (10630 pb). Un fragmento de 

40 ADN de 4,3 kb que contenia el promotor sintetico temprano/tardio (E/L) dirigiendo al gen SIVgpn se escindi6 del 

plasmido pJR-SIVgpn-9 mediante digesti6n con HindIIII, tratamiento con el fragmento Klenow de la ADN polimerasa 

y digestion con Notl, y se clonO en el vector pLZAW1-89.6P-9 (previamente digerido con las endonucleasas de 

restricciOn Swal y Notl, generando el vector plasmidico de transferencia pLZAW1-89.6P-SIVgpn-18 (13399 pb) 

(Figura 41b). 

45 

El plasmido pLZAW1-89.6P-SIVgpn-18 generado dirige la inserciOn de los genes de interes en el locus TK del 

genoma de MVA y NYVAC. Despues de que los virus recombinantes deseados fueron aislados mediante la 

evaluacion de la expresion de la actividad 13-galactosidasa, la propagacion posterior de los virus recombinantes 
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conduce a la autodelecion del gen f3-gal mediante recombinaci6n homeloga entre el brazo izquierdo de TK y la 

repeticion coda del brazo izquierdo de TK que estan flanqueando el marcador. 

Construcci6n del virus recombinante MVA-89.6P-SIVqpn 

5 

Cultivos primarios de fibroblastos de embri6n de polio (CEF) procedentes de huevos SPF (libres de patOgenos 

especificos, por sus siglas en ingles "Specific Pathogen Free") fueron infectados con un virus atenuado MVA en 

pase 586 (habiendo sido el MVA-F6 del pase anterior, 585, proporcionado por Gerd Sutter) a una multiplicidad de 

0,05 ufp/celula, y posteriormente transfectados con 10 pg del vector plasmidico de transferencia pLZAW1-89.6P-

10 SIVgpn-18, usando para ello el reactivo de transfecciOn lipofectamina (LipofectamineTM 2000, Cat. 18324-012, lote 

1198865, suministrada por lnvitrogen S.A., El Prat de Llobregat, Barcelona, Espana) y siguiendo las instrucciones 

del fabricante. Despues de 72 horas post-infeccion las celulas fueron recogidas, sonicadas y usadas para la 

seleccion de los virus recombinantes. 

15 Los virus MVA recombinantes que contenian los genes 89.6P-gp120/SIVgpn y que coexpresaban de forma 

transitoria el gen marcador 3-Gal (MVA-SHIV (X-Gal)), fueron seleccionados realizando pases consecutivos de 

purificacion de placas en celulas CEF tenidas con 5-bromo-4-cloro-3-indolil-p-galactOsido (XGal) (300 pg/ml). Los 

virus MVA recombinantes que contenian los genes 89.6P-gp120/SIVgpn y que habian perdido el gen marcador 

(MVA-SHIV (X-Gar)), fueron seleccionados como focos virales no teiiidos en celulas CEF en presencia de XGal. En 

20 cada paso de purificaci6n las placas aisladas fueron expandidas en celulas CEF durante 3 dias, y el extract° viral 

crudo obtenido fue usado para el siguiente paso de purificaci6n de placas. 

En el primer paso de la seleccien por cribado se aislaron 3 placas X-Gal+ a las que se denomin6 MVA-89.6P-

SIVgpn-(1 a 3). La placa denominada MVA-89.6P-SIVgpn-1, que expresaba de forma eficiente los antigenos 89.6P-

25 gp120 y SIVgpn, se amplified) y utilize para el siguiente paso de purificaciOn. En el segundo pase, se aislaron 22 

placas X-Gal, todas las cuales expresaban de forma eficiente ambas proteinas. Se amplificaron tres placas, 

denominadas MVA-89.6P-SIVgpn-1.4, MVA-89.6P-SIVgpn-1.6 y MVA-89.6P-SIVgpn-1.18, que se utilizaron para el 

siguiente paso de purificaciOn. En el tercer pase, se aislaron 20 placas X-Gal+ y 4 placas X-Gar, todas las cuales 

expresaban de forma eficiente ambos antigenos. Una de las placas X-Gar (MVA-89.6P-SIVgpn-1.6.8) y una de las 

30 placas X-Gal+ (MVA-89.6P-S1Vgpn-1.18.2) se amplificaron y utilizaron en el siguiente paso de purificaci6n; la prinnera 

de ellas, MVA-89.6P-SIVgpn-1.6.8, se utilize para preparar el stock P1 por infecci6n a partir de una placa p150 en 

celulas CEF). En el cuarto pase se aislaron 6 placas X-Gar y 6 placas X-Gal. El recombinante denominados MVA-

89.6P-S1Vgpn-1.6.8.5 (X-Gar) se utilize para preparar los stocks P2 por infecci6n a una multiplicidad de 0,01 

ufp/celula de cinco places p150. Los stocks P3 (generados en celulas CEF infectadas en 40-100 placas p150 a una 

35 multiplicidad de infeccion de 0,05 ufp/celula, recogidos transcurridos 3-4 dias despues de la infeccien y purificados a 

traves de dos colchones de sacarosa al 45%) se prepararon solamente a partir del MVA-89.6P-SIVgpn-1.6.8.5 (X-

Gar) para los estudios de inmunizaciOn en simios; las caracteristicas de los diferentes stocks P3 obtenidos se 

especifican mas adelante en el Ejemplo 38. 

40 Caracterizaci6n del MVA-89.6P-SIVapn 

Para confirmar la homogeneidad genetica del virus MVA-89.6P-SIVgpn-1.6.8.5 (X-Gar) generado y la integridad de 

los genes insertados, se amplificaron los stocks P2 (MVA-89.6P-SIVgpn-1.6.8.5) y P3 mediante infecci6n de celulas 

CEF a una multiplicidad de infecciOn de 5 ufp/celula, recuperando los extractos celulares a las 24 horas post-

45 infeccien. Se purified' el ADN del virus y se sometie a analisis mediante PCR empleando para ello oligonucleotidos 

cebadores que hibridan con las regiones TK flanqueantes del insert° de interes izquierda (oligonucleetido TK-L) o 

derecha (oligonucleetido TK-R2), con las siguientes secuencias: 

TK-L: 5' TGATTAGTTTGATGCGATTC 3' (SEQ ID NO:1) 

50 TK-R2: 5' CTGCCGTATCAAGGACA 3' (SEQ ID NO:21) 

Las posiciones en las que hibridan dichos oligonucleOtidos con respecto al insert° presente en MVA-89.6P-SIVgpn, 

asi como los tamarlos estimados de los fragmentos generados en las PCR que utilizan como molde el ADN de dicho 

virus y el ADN correspondiente al virus MVA de tipo silvestre (WT), carente de insert°, aparecen representados en la 

55 parte superior de la Figura 42. 

La parte inferior de la Figura 42, por su parte, muestra una fotografia de un gel correspondiente al analisis de 

productos de PCR situados entre los brazos izquierdo (TK-L) y derecho (TK-R) del locus TK en los virus MVA-SHIV 

de los stocks P2 (MVA-89.6P-S1Vgpn (P2)) y P3 (MVA-89.6P-SIVgpn (P3)), el virus MVA tipo silvestre (MVA-WT) y 

60 el plasmido de transferencia pLZAW1-89.6P-SIVgpn-18. Para su obtencion, 100 ng del ADN viral extraido de celulas 

CEF infectadas a una multiplicidad de 5 ufp/celula con los virus MVA-WT (calle 3), MVA-89.6P-SIVgpn (P2) (calle 4) 

o MVA-89.6P-SIVgpn (P3) (calle 5) o 10 ng del plasmido pLZAW1-89.6P-SIVgpn-18 fueron usados como molde para 

hacer un analisis por PCR de la secuencia ubicada entre ambos brazos del locus TK empleando como cebadores 

100 ng de los oligonucleotidos que hibridan con las secuencias flanqueantes del gen TK, TK-L (SEQ ID NO:1) y 1K-

65 R2 (SEQ ID NO:21) en una mezcla de reacci6n que contenia 0,3 mM de dNTPs, 2,5 mM de MgC12 y 2,5 U de la 
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enzima polimerasa Platinum Taq. El programa incluye un ciclo de desnaturalizaciOn a 94°C durante 5 min, 25 ciclos 

de desnaturalizacion a 94°C durante 1 min, hibridaciOn a 60°C durante 1 min y extension a 68°C durante 2 min, y 

finalmente un ciclo de extension a 68°C durante 10 min. Los productos de PCR fueron analizados en un gel de 

agarosa al 0,7%, obteniendose el resultado que se nnuestra en la parte inferior de la Fig. 3. En las calles 4 y 5, las 

5 correspondientes a los dos stocks de vector MVA-SHIV, se observa una banda situada ligeramente por encima de la 

banda de 6 Kb del marcador (calle 1), compatible con la presencia del insert° completo, banda que tambien aparece 

en la calle correspondiente al control positivo, el plasmido pLZAW1-89.6P-SIVgpn-18, mientras que en la calle 

correspondiente al virus de tipo silvestre MVA-WT (3) aparece una banda mucho menor, que corresponderian al 

locus de TK sin insert°. 

10 

Adicionalmente, se procedi6 a secuenciar el ADN del virus MVA-89.6P-SIVgpn del stock P2, utilizando como 

cebadores los oligonucleotidos TK-L (SEQ ID NO:1), TK-R2 (SEQ ID NO:21) y E/L (SEQ ID NO:25) obteniendose la 

secuencia representada por SEQ ID NO:24. 

15 Los elementos que forman parte del insert° presente en el genoma del virus MVA-89.6-SIVgpn se especifican a 

continuaci6n en la Tabla 9. 

Tabla 9.- Posicion de los componentes principales del insert° del vector MVA-89.6P-SIVgpn 

Parte 1 de la secuencia flanqueante izqu ierda de TK 1 -499 Complementaria 

89 .6P-gp 1 20 ATG-TAA (5 1 9 - 2033) Complementaria 

Promotor E/L para 89 .6P-gp 1 20 208 1 - 2 1 1 9 Complementaria 

P romotor E/L para S IVgpn 2 1 44 - 2 1 83 

S IVgpn ATG-TAG (2227 - 6444 ) 

Secuencia flanqueante derecha de TK 6488 - 7 1 79 Comp lementaria 

20 Ejemplo 34.- Analisis de la expresion de proteinas del SHIV a partir del MVA-89.6P-SIVqpn 

34.1.- Transferencias tipo Western 

La expresi6n de las proteinas 89.6P-gp120 y SIVgpn por los stocks P2 y P3 del virus MVA-89.6P-SIVgpn fue 

25 analizada mediante transferencia tipo Western. Monocapas de celulas CEF crecidas en places de 12 pocillos fueron 

infectadas con 5 ufp/celula del stock P2 o del stock P3. Los extractos celulares fueron recogidos a las 24 horas post-

infecci6n, fraccionados mediante electroforesis en geles desnaturalizantes de poliacrilamida con SDS (SDS-PAGE), 

transferidos a mennbranas de nitrocelulosa, y sometidos a la reaccion frente a un anticuerpo policlonal de conejo 

anti-gp120 (generado en el laboratorio de los inventores) que reconoce la proteina gp120 del SHIV89.6P; y frente a 

30 un anticuerpo monoclonal anti-SIV-gag-p27 (cedido por el programa EVA, ARP392) que reconoce la parte 

correspondiente a la proteina p27 del antigeno Gag del SIV y, por ello, la proteina de fusi6n SIVgpn. Como controles 

positivos se utilizaron extractos procedentes de celulas transfectadas de forma transitoria con el vector plasmidico 

de transferencia pLZAW1-89.6P-SIVgpn-18. 

35 Como se muestra en la Figura 43, tanto la proteina 89.6-gp120 (fotografia superior, marcada como "anti-gp120") 

como la proteina de fusion SIVgpn (fotografia inferior, marcada como "anti-SIVp27") se detectaron en los extractos 

de celulas infectadas con virus de los stocks P1, P2 y P3 del MVA-89.6P-SIVgpn, asi como en el extracto de celulas 

transfectadas de forma transitoria con el plasmido utilizado como control positivo (calles marcadas como "C+"), 

indicando la correcta expresi6n de ambos antigenos por los virus recombinantes derivados de MVA generados. 

40 

34.2. InmunotinciOn de placas 

La expresi6n de las proteinas 89.6P-gp120 y SIVgpn por parte del recombinante MVA-89.6P-SIVgpn se analizO 

tambien en celulas CEF infectadas con una dilucion 10-5 del stock P3, mediante la innnunotinciOn de las mismas 

45 utilizando bien un anticuerpo policlonal dirigido contra las proteinas propias del vector MVA tipo silvestre (anti-WR), 

bien un anticuerpo policlonal anti-gp120 del clade B (anti-gp120) o bien el anticuerpo monoclonal anti-SIVgag-p27 

proporcionado por el programa EVA (ARP392). 

Los resultados, mostrados en la Figura 44, muestran que mas del 97% de las placas virales que resultaban tefiidas 

50 con el anticuerpo anti-WR eran tambien positivas para los anticuerpos anti-gp120 (fotografias y barras marcadas 

como "antigp120") y anti-SIVgag-p27 (fotografias y barras marcadas como "anti-SIVp27"). 

- Ejemplo 35.- Construccion y caracterizaciOn del virus recombinante NYVAC-89.6P-SIVgaqpolnef 

55 Se infectaron con la cepa de tipo silvestre de NYVAC (donada por el grupo Aventis, en el marco de colaboraciOn del 

proyecto financiado por el V Programa Marco de la Union Europea (European Vaccine Effort Against HIV, conocido 
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por su acrOnimo EuroVac I), a una multiplicidad de infeccion de 0,025 ufp/celula, celulas BSC40 (una linea celular 

derivada de rifiOn de mono, que carece de potencial miogenico), que luego se transfectaron con 10 pg de ADN del 

vector plasmidico de transferencia pLZAW1-89.6P-SIVgpn-18 (cuyas caracteristicas se describieron en el Ejemplo 

33), utilizando corn° reactivo lipofectamina (Invitrogen, Cat. 18324-012, lote 1198865) siguiendo las instrucciones del 

5 fabricante. 72 horas despues de la infecci6n se recogieron las celulas, se sonicaron y se utilizaron para realizar un 

cribado en busca de virus recombinantes. Los virus NYVAC recombinantes que contenian los genes 89.6P-

gp120/SIVgpn y que coexpresaban de forma transitoria el gen marcador 3-Gal (NYVAC-89.6P-SIVgpn (X-Gal+)), 

fueron seleccionados realizando pases consecutivos de purificaci6n de placas en celulas BSC40 tefiidas con 5- 

bromo-4-cloro-3-indolil-p-galactOsido (XGal) (300 pg/ml). Los virus NYVAC recombinantes que contenian los genes 

10 89.6P-gp120/SIVgpn y que habian perdido el gen indicador 3-Gal (NYVAC-89.6P-SIVgpn (X-Gal)), fueron 

seleccionados como focos virales no tenidos en celulas BSC40 en presencia de XGal. En cada paso de purificaciOn 

las placas aisladas fueron expandidas en celulas BSC40 durante 2 dias, y el extracto viral crudo obtenido fue usado 

para el siguiente paso de purificaciOn de placas. 
 

 
15 En el primer paso de la seleccion por cribado se aislaron 3 placas X-Gal+ a las que se denomin6 NYVAC-89.6P-  

SIVgpn-(1 a 3). Las tres placas, que expresaban eficientemente los antigenos 89.6P-gp120 y SIVgpn, se 
 

amplificaron y utilizaron para el siguiente paso de purificaciOn de placas. En el segundo pase, se aislaron 18 placas
 

 • 

X-Gal; 8/18 expresaban ambas proteinas. Se amplifico la placa denominada NYVAC-89.6P-SIVgpn-2.1, que se 

utilizO para el siguiente paso de purificaciOn. En el tercer pase, se aislaron 12 placas X-Gal, todas las cuales 

20 expresaban de forma eficiente la proteina 89.6P-gp120 y 11/12 expresaban la proteina SIVgpn. Las placas 

denominadas NYVAC-89.6P-SIVgpn-2.1.1 y NYVAC-89.6P-SIVgpn-2.1.2 se amplificaron y utilizaron en el siguiente  

paso de purificaciOn. En el cuarto pase se aislaron 12 placas y 12 placas X-Gal; todas ellas expresaban de 

forma eficiente la proteina 89.6P-gp120 y 22 de 24 expresaban la proteina SIVgpn. Los recombinantes denominados  

NYVAC-89.6P-SIVgpn-2.1.1.1 (X-Gal) y NYVAC-89.6P-SIVgpn-2.1.2.3 (X-Gal) se amplificaron y utilizaron en el 

25 siguiente paso de purificaci6n. En el quinto pase se aislaron 12 placas X-Gal; todas ellas expresaban de forma 

eficiente ambos antigenos. El recombinante denominado NYVAC-89.6P-SIVgpn-2.1.1.1.4 (X-Gal) se amplific6 en 

celulas CEF (una placa de p150 para generar el stock P1) y se utilizO para preparar los stocks P2 (por infecciOn de 
 

cinco placas p150 a 0,01 ufp/celula). Los stocks P3 (crecidos en 40-100 placas p150 de celulas CEF infectadas a  
una multiplicidad de infeccion de 0,05, recogidos transcurridos 3-4 dias despues de la infecci6n y purificados a 

30 traves de dos colchones de sacarosa al 45%) se prepararon para los estudios de inmunizaci6n en simios; las  

caracteristicas de cada uno de los stocks P3 generados se mencionan en el Ejemplo 37. • 

Caracterizacion del NYVAC-89.6P-SIVqpn 

35 Para confirmar la homogeneidad genetica y pureza del virus NYVAC-89.6P-SIVgpn generado y la integridad de los 

genes insertados, se amplificO el stock P3 mediante infecciOn de celulas CEF a una multiplicidad de infecciOn de 5 

ufp/celula, recuperando los extractos celulares a las 24 horas post-infecci6n. Se purific6 el ADN del virus y se 

sonnetiO a analisis mediante PCR empleando para ello oligonucleotidos cebadores que hibridan con las regiones TK 

flanqueantes del inserto de interes izquierda (TK-L) (SEQ ID NO:1) y derecha (TK-R2) (SEQ ID NO:21), de forma 

40 analoga a la descrita en el Ejemplo 33. 

Las posiciones en las que hibridan dichos oligonucleOtidos con respecto al insert° presente en NYVAC-SHIV, asi 

como los tamafios estimados de los fragmentos generados en las PCR que utilizan como molde el ADN de dicho 

virus y el ADN correspondiente al virus NYVAC de tipo silvestre (VVT) carente de insert°, aparecen representados en 

45 la parte superior de la Figura 45. La parte inferior de dicha Figura 45 muestra la fotografia de los geles obtenidos al 

someter a electroforesis los productos de las PCR realizadas con la pareja de cebadores TK-UTK-R2 para efectuar 

el analisis del insert° incluido en el virus NYVAC-SHIV presente en el stock P3 (NYVAC-89.6P-SIVgpn (P3)) (calle3), 

que se compar6 con los productos de PCR generados a partir del control positivo MVA-SHIV (MVA-89.6P-SIVgpn 

(P3)) (calle 4) y con los vectores tipo silvestre, sin insertos, como controles positivos, es decir, NYVAC-WT (calle 2) y 

50 MVA-WT (calle 5). Para ello, 100 ng de ADN viral extraido de celulas de embrion de polio (CEF) infectadas a una 

multiplicidad de 5 ufp/celula con los virus NYVAC-WT, NYVAC-89.6P-SIVgpn (P3) (MVA-SHIV), MVA-89.6P-SIVgpn 

(P3) (MVA-SHIV) y MVA-WT fueron usados como molde para hacer una amplificacion mediante PCR del fragmento 

de secuencia comprendido entre los brazos TK-L y TK-R en cada uno de ellos. Como se observa en las fotografia 

mostradas en la parte inferior de la Figura 45, la nnuestra correspondiente al control positivo, el virus recombinante 

55 MVA-89.6P-SIVgpn (P3) (calle 4), da lugar a una banda de igual tamafio que las correspondientes a las muestras 

del virus recombinante cuya descripcion se describe en este ejemplo NYVAC-SHIV (NYVAC-89.6P-SIVgpn (P3), 

calle 3), mientras que en la calle 2, correspondientes al virus NYVAC que carece de insert° (NYVAC-WT), se 

observa una banda de aproximadamente 400 pb compatible con la ausencia de insert() en el locus de TK propio de 

NYVAC, mas corto que el del MVA-WT que, por su parte, da lugar a la banda de casi 900 pb que habria de 

60 esperarse segOn las caracteristicas del locus de TK en este Ultimo virus. 

Ejemplo 36 .- Analisis de la expresion de proteinas del SHIV a partir del NYVAC-89.6P-SIVqpn 

36.1.- Transferencias tipo Western 
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La expresi6n de las proteinas 89.6P-gp120 y SIVgpn por el virus reconnbinante NYVAC-89.6P-SIVgpn fue analizada 

mediante transferencia tipo Western. Monocapas de celulas CEF crecidas en placas de 12 pocillos fueron infectadas 

con 5 ufp/celula de los stocks P1, P2 o P3. Los extractos celulares fueron recogidos a las 24 horas post-infecciOn, 

fraccionados mediante electroforesis en geles desnaturalizantes de poliacrilamida con SDS (SDS-PAGE), 

5 transferidos a membranas de nitrocelulosa, y sometidos a la reacciOn frente a un anticuerpo policlonal de conejo 

anti-gp120 (generado en el laboratorio de los inventores inmunizando conejos con la proteina gp120 del aislado IIIB), 

que es capaz de reconocer la proteina gp120 del SHIV89.6P; y frente a un anticuerpo monoclonal anti-SIV-gag-p27 

(cedido por el programa EVA, ARP392) que reconoce la proteina gag del SIV y, por ello, la proteina de fusiOn 

SIVgpn. Como controles positivos se utilizaron extractos procedentes de celulas infectadas con el virus MVA-SHIV 

10 (MVA.89.6P-SIVgpn(P3)).  

Como se muestra en la Figura 46, tanto la proteina 89.6-gp120 (fotografia de superior, marcada como "anti-gp120") 

como la proteina de fusi6n SIVgpn (fotografia inferior, marcada como "anti-SIVp27") se detectaron en los extractos 

de celulas infectadas con virus de los stocks P1, P2 y P3 del NYVAC-89.6P-SIVgpn (NYVAC-SHIV), asi como en el  

15 extracto de celulas infectadas con el control positivo MVA-SHIV, indicando la correcta expresi6n de ambos antigenos  
 

por los virus recombinantes derivados de NYVAC generados. 

36.2. InmunotinciOn de placas 

20 La expresi6n de las proteinas 89.6P-gp120 y SIVgpn por arte del recombinante NYVAC-89.6P-SIVgpn se analizO 

tambien en celulas DF-1 infectadas con una diluciOn 10-9 del stock P3 del NYVAC-SHIV (NYVAC-89.6P-SIVgpn 

(P3)), mediante la inmunotinci6n de las mismas utilizando bien un anticuerpo policlonal dirigido contra las proteinas 

propias del vector MVA tipo silvestre (anti-WR), bien un anticuerpo policlonal anti-gp120 del clade B (anti-gp120) o 

bien el anticuerpo monoclonal anti-SIVgag-p27 proporcionado por el programa EVA (ARP392). Los resultados, 

25 mostrados en la Figura 47, muestran que mas del 98% de las placas virales que resultaban tenidas con el anticuerpo 

anti-WR eran tambien positivas para los anticuerpos anti-gp120 (fotografias y barras marcadas coma "antigp120") y 

anti-SIVgag-p27 (fotografias y barras marcadas como "anti-SIVp27").  

- Ejemplo 37.- Control de los stocks virales enviados para los estudios de inmunizacion de macacos 

30 

De los stocks de virus recombinantes MVA-SHIV y NYVAC-SHIV obtenidos, se seleccionaron para ser utilizados en 

estudios de inmunizaci6n de macacos los que se muestran a continuacion en la Tabla 10: 

Tabla 10.- Stocks de virus recombinantes seleccionados para estudios de inmunizacion en macacos 

MVA-89 .6P-S IVgpn 

Stock Titu lo ( UFP/m l ) U FP tota les enviadas Fecha de envio 

P3 (20/06/03) 1 , 6 x 1 09 7 , 5 x 1 09 1 0/03/04 

P3 (20/09/04) 8 ,75 x 1 06 5 x 1 09 6/1 0/04 

P3 . 1 (20/09/04) 1 , 1 x 1 09 2 ,2 x 1 09 6/1 0/04 

P3 .2 (0 1 /1 0/04) 2 x 1 09 0 , 5 x 1 09 1 3/1 0/04 

NYVAC-89 .6P-S IVgpn 

Stock Titu lo (UFP/m l ) U FP tota les enviadas Fecha de envio 

P3 . 1 (29/0 1 /04) 1 , 2 x 1 09 7 ,2 x 1 09 1 0/03/04 

P3 .2 (25/02/04) 5 x 1 06 1 ,2 x 1 09 6/1 0/04 

35 

La expresion de las proteinas 89.6P-gp120 y SIVgpn par los diferentes stocks de virus recombinantes MVA-89.6P-

SIVgpn y NYVAC-89.6P-SIVgpn fue analizada mediante transferencia tipo Western. Monocapas de celulas CEF 

crecidas en placas de 12 pocillos fueron infectadas con 5 ufp/celula de uno de los stocks mencionados en la Tabla 

10. Los extractos celulares fueron recogidos a las 24 horas post-infeccion, fraccionados mediante electroforesis en 

40 geles desnaturalizantes de poliacrilamida con SDS (SDS-PAGE), transferidos a membranas de nitrocelulosa, y 

sometidos a la reacciOn frente a un anticuerpo policlonal de conejo anti-gp120 (generado en el laboratorio de los 

inventores inmunizando conejos con la proteina gp120 del aislado IIIB), que es capaz de reconocer la proteina 

gp120 del 5HIV89.6P; y frente a un anticuerpo monoclonal anti-SIV-gag-p27 (cedido par el programa EVA, ARP392) 

que reconoce la proteina gag del SIV y, par ello, la proteina de fusi6n SIVgpn. Como control negativo se utilizO un 

45 extracto de celulas en las que se habia simulado la infecci6n, es decir, que habian sido sometidas a los mismos 

pasos que las celulas infectadas, pero que no habian recibido virus en la soluciOn con las que deberian haber sido 

infectadas (extracto M). La Figura 48 nnuestra los resultados de las inmunotinciones con cada uno de los 

anticuerpos, correspondiendo la parte izquierda a la tincion con el anticuerpo anti-gp120 y la derecha a la tinciOn con 

el anticuerpo anti-SIV-gag-p27. 

50 

Comprobada la expresiOn eficiente de ambas proteinas en los extractos procedentes de cada uno de los stocks, se 

enviaron alicuotas de los mismos a los Drs. Jonathan Heeney y Petra Mooij, del Biomedical Primate Research 
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Centre de Rijswijk, Holanda, donde se Ilevaron a cabo los ensayos con macacos que se describen en los siguientes 

Ejemplos. 

5 Estudio preclinico de la eficacia como vacuna 

Protocolo de inmunizaciOn y desafio posterior 

Los ensayos que se describen a continuaci6n en los Ejemplos 38 y 39 se Ilevaron a cabo para evaluar la 

10 inmunogenicidad y la eficacia de los vectores cuya construcci6n se describe en los Ejemplos 33 y 35 para proteger a 

simios inmunizados con ellos frente al desarrollo de la enfermedad del sindrome de la inmunodeficiencia adquirida, 

con el fin de valorar a partir de los resultados obtenidos el grado de eficacia esperable de los vectores descritos en la 

patente principal al inmunizar con ellos seres humanos. Dichos ensayos se Ilevaron a cabo en el Biomedical Primate 

Research Centre de Rijswisjk (Paises Bajos). Para su realizaciOn, se utilizaron macacos Rhesus (Macaca mulatta) 

15 adultos jOvenes, que habian demostrado ser negativos a la infecci6n por SIV, retrovirus de simio y virus de leucemia 

de simio. Las condiciones de estabulacion y manejo de los animales siguieron las normas eticas establecidas por el 

mencionado centro de experimentaciOn. 

El estudio no solo pretendi6 establecer correlaciones con la inmunogenicidad y eficacia que serian esperables al 

20 utilizer los vectores de la patente principal como vacunas en seres humanos, sino que tambien intent() obtener datos 

para compararlos con los resultados obtenidos al utilizer un vector, tambien derivado de poxvirus, que contiene el 

mismo insert° de secuencias codificantes de antigenos del SHIV89.6P que el vector derivado de MVA cuya 

construcciOn y caracterizaciOn se ha descrito en los Ejemplos 33 y 34, MVA-89.6P-SIVgpn, al que tambien se hare 

referencia en los Ejemplos siguientes mediante la denominaci6n general abreviada MVA-SHIV. El vector alternativo 

25 utilizado cuya construcciOn este tambien descrita en la presente memoria es el vector derivado de NYVAC, 

denominado NYVAC-89.6P-SIVgpn, al que tambien se hare referencia en los Ejemplos siguientes mediante la  
 

denominaci6n general abreviada NYVAC-SHIV. Tanto el MVA-SHIV como el NYVAC-SHIV, que contienen el mismo 
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insert°, fueron administrados en dosis de refuerzo o potenciaci6n de la respuesta inmune (a las que se elude con 
frecuencia mediante el termino ingles boost) con posterioridad a la administracion de dosis de iniciaciOn o 

30 desencadenamiento de la respuesta inmune (priming) en las que los animales recibieron ADN desnudo que contenia 

un insert() identico al presente en el ADN de los vectores MVA-SHIV y NYVAC-SHIV, el vector DNA-SHIV, que 

consta de dos plasmidos de expresiOn, pcDNA-gp120.89.6p, que expresa la proteina gp120 del SHIV89.6P, y  

pcDNA-SIVgag-pol-nef, que expresa la proteina SIVgpn generada a park de secuencias correspondientes al virus 

SHIV89.6P, plasmidos que fueron generados por el Dr. Ralf Wagner, Regensburg, Alemania, y cedidos por el mismo 
35 para la realizaciOn del estudio. Los detalles sobre el estudio y los resultados obtenidos se describen con mayor  

 
detalle a continuaci6n en los Ejemplos 38 y 39. •••  

 

 

 

 

40 Los 21 macacos utilizados en el estudio fueron divididos en tres grupos (grupos 1, 2, y 3), cada uno compuesto de 7  

 

Ejemplo 38.- InmunizaciOn de los macacos v valoracion de la inmunidad benerada 
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individuos. Cada uno de los grupos fue sometido a un protocolo de inmunizaci6n diferente, segun se muestra a 

continuacion en la Table 11: 

Tabla 11.- Gru os de inmunizacion v tratamiento recibido 

Grupo N° de 

macacos 

I NMUN IZACIONES Desafio : 

Semana 32 Semana 0 Semana 4 Semana 20 Semana 24 

1 7 DNA-SH IV DNA-SH IV MVA-SH IV MVA-SH IV SH IV89 .6P 

2 7 DNA-SH IV DNA-SH IV NYVAC-SH IV NYVAC-SH IV SH IV89 .6P 

3 7 DNA-emp DNA-emp NYVAC-WT NYVAC-WT SH IV89 .6P 

El grupo 3, de control, recibi6 en las dos primeras dosis ADN desnudo que carecia del insert° con las secuencias 

propias del SHIV89.6P (DNA-emp), mientras que en las dos Ciltimas recibi6 el vector NYVAC-WT, que carece 

igualmente del insert°. Para la realizaciOn del estudio, el vector NYVAC-WT fue crecido en celulas CEF y purificado 

en dos colchones de sacarosa de forma analoga a la utilizada con los recombinantes MVA-SHIV y NYVAC-SHIV; del 

50 stock generado se enviaron al centro de primates de Holanda, el dia 20 de abril de 2004, un total de 8x109 ufp, con 
un titulo de 1x109ufp/ml. 

Las inmunizaciones con ADN desnudo se produjeron con un total de 4 mg de plasmido, utilizando en el caso del 

vector DNA-SHIV 2 mg de cada uno de los plasmidos que lo componen, pcDNA-gp12089.6p y pcDNA-SIV-gag-pol-
55 nef, y empleando 4 mg del vector DNA-emp para los controles. En cada una de las dos inoculaciones de ADN 

desnudo que recibi6 cada macaco se suministraron 2 mg de plasmido, disueltos en 1,5 ml de PBS, que se 

suministraron por via intramuscular en la parte superior de cada pata. 
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Las inmunizaciones con los vectores NYVAC-SHIV, MVA-SHIV y NYVAC-VVT se Ilevaron a cabo inoculando en la 

parte superior del brazo derecho, por via intramuscular, 0,5 ml que contenian 5x108 ufp, de manera que en cada 

dosis se inocularon 5x108 ufp/macaco. Para ello se utilizaron los siguientes stocks: 

5 - en el caso del MVA-SHIV, P3 (20/06/03), con un titulo de 1,6 x 109 ufp/m1,; 

- en el caso del NYVAC-SHIV, P3.1 (29/01/04), con un titulo de 1,2x109 ufp/m1,; 

- en el caso del NYVAC-WT, el stock con un titulo de 1x109 ufp/ml mencionado anteriormente. 

En todos los casos, transcurridas 32 semanas despues de recibir la primera dosis de inmunizaciOn, los macacos 

10 fueron sometidos a lo que se conoce como un "desafio" o "reto" viral (traduccion del termino ingles "challenge ') , es 

decir, se inocul6 a los animates por via intravenosa una dosis de 50-100 MID50 de SHIV89.6P, dilucion 1:1000 del 

stock de Letvin (entendiendo como MID50 o "Monkey Infectious Dose" la cantidad de virus que es capaz de producir 

infecci6n en el 50% de los animales) y se observe) la evolucion de cada animal. 

15 2 semanas antes de comenzar con el protocolo de inmunizaciOn, en distintos momentos a lo largo del mismo y con 

posterioridad al desafio se extrajeron muestras de sangre periferica, mediante punciOn intravenosa, de cada uno de 

los animales. De la sangre heparinizada se obtuvieron las celulas PBMC ("peripheral blood mononuclear cells ", 

celulas mononucleares de sangre periferica), que se utilizaron para los ensayos de respuesta celular: En la Figura 

49 se muestra un esquema del transcurso del estudio, en el que estan marcados los momentos de las tomas de 

20 muestras (CMI, abreviatura de "cell mediated immunity" o inmunidad mediada por celulas), los momentos en los que 

se administraron las distintas dosis de inmunizaci6n (ADN y vectores derivados de poxvirus: NYVAC 6 MVA) y el 

momento en el que se procedi6 at desafio con el virus SHIV89.6P. 

Con el fin de valorar la inmunidad generada, se realizaron ensayos para detectar por la tecnica de ELISPOT la 

25 respuesta de IFN-y, IL-2 e IL-4 en los animales de cada uno de los grupos y su evolucion en el tiempo, segein se 

describe a continuaci6n. 

La respuesta de citoquinas se evalue) en las fracciones de celulas PBMC extraidas de cada uno de los macacos. 

Para ello, muestras de dichas celulas de cada uno de los macacos se incubaron durante 48 horas con grupos de 

30 peptidos. Para el ELISPOT de gp120 se utilizO un grupo de 48 peptidos, concretamente los peptidos 4702 a 4749 del 

N° Cat. 4827 del NIH AIDS Research and Reference Reagents Program, cada uno de los cuales consta de 20 

aminoacidos de los que 10 aminoacidos son solapantes con el siguiente peptido, con los cuales queda representada 

la secuencia de la proteina 89.6P-gp120. Para el ELISPOT de SIVgpn, los peptidos fueron sintetizados por SynPep 

Dublin (California, Estados Unidos) y son grupos de 15 aminoacidos con 11 aminoacidos solapantes, que se pueden 

35 agrupar en los grupos (pools) : Gag-pool 11, 1-54; Gag-pool 12, 55-108; P01-pool 11, 109-168; Pol pool 12, 169-173 + 

236-290; Pol pool 13, 291-349; Nef pool 11, 174-235; la respuesta de los 7 grupos de peptidos fue analizada 

utilizando 2 microgramos/ml de cada peptido en el ensayo. Tras la incubaciOn, en cada una de las muestras se 

midieron las SPF (Spot forming cells) , que son las celulas PBMC que expresan una determinada citoquina, despues 

de su estimulacion con peptidos especificos incluidos en las proteinas 89.6P-gp120 y SIVgpn. Esto es una medida 

40 de las celulas que fueron estimuladas especificamente por la inoculaciOn de los vectores que expresaban dichas 

proteinas. Se realizaron medidas por ELISPOT para detectar las SPF que expresaban IFN-y, IL-2 6 IL-4 (29). En el 

caso de las SPF que expresaban IFN-y, los resultados obtenidos con cada uno de los animales, expresados como 

SPF totales (las estimuladas por 89.6P-gp120 y la estimuladas por SIVgpn) detectadas por cada 106 PBMC 

analizadas, se representan en la Figura 50, en la que se ha utilizado una escala logaritmica en el eje de ordenadas. 

45 Los numeros que aparecen en el eje de abscisas indican el momento en el tiempo en el que fueron tomadas cada 

una de las muestras. Para cada valor de tiempo, aparecen tres grupos de valores, que presentan el comportamiento 

de cada uno de los 7 animales utilizados en el estudio con un procedimiento de inmunizaci6n concreto: la primera 

vertical de puntos corresponde a muestras tomadas de macacos del grupo 1 (DNA-SHIV/MVA-SHIV); la segunda 

vertical de puntos corresponde a muestras tomadas de macacos del grupo 2 (DNA-SHIV/NYVAC-SHIV); la tercera 

50 vertical de puntos corresponde a muestras tomadas de ratones del grupo 3 (DNA-emp/NYVAC-WT). Cada punto 

representa el valor obtenido para un macaco concreto, mientras los rectangulos situados en cada una de las 

verticales indican el valor medio correspondiente a todos los macacos de ese grupo para las muestras tomadas en 

un mismo momento en el tiempo. La presencia de un numero de puntos inferior a 7 en algunas verticales indica que 

el punto situado sobre el eje de abscisas representa a mas de un macaco, en cada uno de los cuales el valor de las 

55 SFC detectadas por cada 106 PBMC analizadas no fue superior a 1. La linea punteada indica el valor por debajo del 

cual los valores se consideran insignificantes (20 SFC). Las flechas blancas indican la inoculaciOn de un vector de 

vacunaciOn; la flecha negra indica el momento en el que se produjo el desafio con el SHIV89.6P. Se aprecia como 

antes del desafio, los puntos correspondientes a los dos primeros grupos, y en especial el valor medio de los 

mismos, son superiores a los obtenidos en el grupo control, inmunizado con DNA/NYVAC sin insertos. Una vez 

60 producida la infecci6n con el pat6geno SHIV89.6P, los valores quedan bastante igualados en todos lo grupos al 

producirse inmunidad frente al SHIV. 

Para simplificar la interpretacion de los datos, en la Figura 51 se representan los valores medios del numero total de 

celulas que expresan IFN-y obtenidos para cada uno de los grupos, de nuevo en escala logaritmica, en funciem del 

65 tiempo en el que se tomaron las muestras, partiendo en este caso del momento en el que los macacos recibieron la 
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primera dosis de ADN desnudo. Las Figuras 52 y 53, por su parte, representan los valores medios obtenidos para 
cada uno de los grupos, igualmente en escala logaritmica, en funci6n del tiempo, de SFC que expresaban IL-4 
(Figura 53) o IL-2 (Figura 52). 

5 Se puede observar que, tanto en el grupo 1 (el que recibi6 el vector MVA-SHIV, el MVA-89.6P-SIVgpn, en las dosis 
de potenciaciOn de la respuesta) (datos indicados mediante cuadrados con un vertice apuntando hacia arriba, •) 

como en el grupo 2 (el que recibi6 el vector NYVAC-SHIV, el NYVAC-89.6P-SIVgpn, en las dosis de potenciaci6n de 
la respuesta) (datos mediante cuadrados cuyos vertices conforman dos lineas paralelas, • ), la magnitud de la 
respuesta innnune es semejante y claramente superior a la que se detecta en el grupo 3, el de los macacos que 

10 recibieron vectores que no expresaban antigenos del SHIV (cuyos datos se indican mediante triangulos, •). En este 
Ultimo grupo, se aprecia como la respuesta inmune aumenta claramente despues del desafio con el virus 
5HIV89.6P, debido a la replicaciOn del virus, lo que hace que, a partir de ese momento, los valores sean semejantes 
en los tres grupos. 

 

15 Estos datos indican que la media total de la respuesta inmune (producciOn de IFN-y) resulta claramente potenciada  
al series administrados a los macacos los vectores MVA-89.6P-SIVgpn y NYVAC-89.6P-SIVgpn. La respuesta 

 inmune inducida por estos dos vectores es semejante. Ambos inducen una buena respuesta celular frente a los 

antigenos 89.6P-gp120 y SIVgpn. 

20 Ejemplo 39.- Eficacia de la respuesta inmune cienerada para proteder frente al desarrollo del virus SHIV 
 

Para valorar la eficacia de protecciOn frente al desarrollo de una infecciOn generada por el virus SHIV89.6 en  
relaciOn a la respuesta inmune evaluada en los ensayos descritos en el Ejemplo 38, se procedi6 a extraer datos  

sobre dos magnitudes significativas: el nOmero de particulas virales detectables en el plasma de las muestras 
25 sanguineas que habian sido extraidas de los macacos una vez que se les habian inoculado el virus pat6geno 

SHIV89.6P, asi como el porcentaje que las celulas CD4+ y CD8+ suponian respecto al total de celulas 
 

mononucleares de sangre periferica (PBMC). 
 

39.1.- ARN viral detectable en plasma ••  

30  
Los valores referentes al niimero de particulas virales detectables en plasma constituyen un buen valor indicativo de  
la capacidad de la respuesta inmune generada para controlar la posible infecci6n producida por el virus SHIV89.6P  
inoculado. Valores por encinna de 100.000 copias/ml se consideran que conducen al desarrollo en los macacos de 
SIDA y a la muerte del animal, mientras que valores pr6ximos a 10.000 copias/ml o inferiores mantienen al animal 

35 sin aparentes efectos patogenos. La detecci6n de una concentraciOn de copias virales inferior a ese valor puede
  

considerarse indicativo de que la respuesta inmune generada es capaz de conferir protecci6n en los modelos 
 

animales utilizados. :  
 
 

 
Por ello, se procedi6 a detectar el ARN del virus SHIV89.6P presente en el plasma de las muestras sanguineas  

40 extraidas de los macacos justo antes (tiempo 0) y con posterioridad a la inoculaciOn de dicho virus. Para ello se 
utilizO la tecnica cuantitativa en tiempo real QC RNA-PCR, que mide el nCimero de copias virales por mililitro de 
plasma y es capaz de detectar 50 copias por ml. Los valores obtenidos para cada uno de los macacos se muestran 
en la Figura 54, en la que aparecen tres graficos. El grafico superior corresponde al grupo 3, el de los macacos 
control que habian sido inmunizados con ADN y NYVAC que carecian de insert° desde el que poder expresar 

45 antigenos del SHIV. El grafico de la parte inferior izquierda corresponde al grupo 1, inmunizado con DNA-

SHIV/MVA-SHIV, mientras el grafico de la parte inferior derecha corresponde al grupo 2, inmunizado con DNA-

SHIV/NYVAC-SHIV. 

En dicha Figura puede apreciarse como, de los 7 macacos que recibieron la inmunizaci6n control, 32 semanas 
50 despues del desafio, 6 presentan valores continuados de viremia que oscilan entre 10.000-100.000 copias/ml, 

mientras que uno de los animales no respondi6 a la infecci6n. 

De los animales vacunados, todos los animales del grupo DNA-SHIV/MVA-SHIV redujeron los niveles de viremia con 

respecto al grupo control. 3 eliminaron completamente el virus antes de las 20 semanas, concretamente 
55 transcurridas 7, 14 6 18 semanas. En cuanto al resto, al cabo de las 32 semanas, tres macacos redujeron la viremia 

por debajo de 1000 copias/ml y uno mantenia alrededor de 2000 copias/ml. En cuanto al grupo vacunado con DNA-
SHIV/NYVAC-SHIV, 4 animales eliminaron completamente el virus antes de las 20 semanas, concretamente 
transcurridas 4, 14 6 17 semanas. En cuanto al resto, al cabo de las 32 semanas, dos macacos mantenian niveles 
por debajo de 1000 copias/ml y uno de ellos por debajo de 10000 copias/ml. 

Estos resultados demuestran claramente que los dos vectores derivados de poxvirus utilizados, MVA-SHIV (MVA-

89.6P-S1Vgpn) y NYVAC-SHIV (MVA-89.6P-SIVgpn), inducen un alto grado de protecci6n en macacos frente al virus 
patogeno SHIV89.6P al ser utilizados en protocolos de tipo prime/boost (desencadenamiento/potenciacion de la 

respuesta) al ser utilizados en las dosis de refuerzo o potenciaciOn de la respuesta inmune generada. 
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39.2.- Porcentaie de celulas CD4+ y CD8+ 
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Los valores referentes a los porcentajes de celulas T de sangre periferica CD4+ y CD8+ detectables son tambien 
datos significativos, pues las celulas CD4+ son utilizadas tanto por el VIH como por el SIV como celulas diana para 
la infeccion. La reducci6n en el nOmero de estas celulas por debajo de 200 celulas por ml se considera un sintoma 

5 de la enfermedad, el SIDA. La proporciOn de celulas T CD4+ y CD8+ es por tanto un buen indicador del estado de la 

infecciOn. 

Por ello, se procedi6 a su detecci6n en la fracci6n de celulas PBMC de las muestras sanguineas extraidas a los 

macacos 12 semanas antes de que se produjera el desafio con el SHIV89.6P, justo antes de inocularlo (tiennpo 0) y 
10 con posterioridad a la inoculacion de dicho virus. Para Ilevar a cabo los ensayos, se utilizaron anticuerpos 

especificos para cada una de las poblaciones, determinandose por FACS la proporci6n de celulas CD4+ y CD8+ 

presentes. Los resultados se muestran en la Figura 55. 

En la parte superior de dicha Figura, la correspondiente al grupo inmunizado con DNA-SHIV/MVA-SHIV, se observa 
15 que 6 de los macacos mantenian niveles normales de celulas CD4+, similares a los de celulas CD8+, y sOlo en uno 

de ellos dichos niveles se redujeron por debajo de 100. En la parte intermedia de la Figura, la correspondiente at 
grupo inmunizado con DNA-SHIV/NYVAC-SHIV, se obtuvieron resultados similares: 6 animates mantenian niveles 

normales de celulas CD4+ y sOlo en uno dichos niveles se redujeron por debajo de 100. En el grupo control, en 

cambio, tat como se observa en la parte inferior de la Figura 55, en 5 de los macacos los niveles de celulas CD4+ se 

20 redujeron por debajo de 100, habiendo sido necesario sacrificar uno de los otros dos macacos (D7 98928, junto a 

cuyo nombre figura la abreviatura "euth") debido at avanzado estado de la enfermedad. Uno de los macacos control, 

sin embargo, se mantuvo protegido. 

39.3.- Porcentaie de supervivencia de los macacos infectados (%) 

25 

Adicionalmente, se realizO un calculo del porcentaje de supervivencia de los macacos en cada uno de los tres 

grupos, computando el nomero de macacos que permanecian vivos tras la inoculaciOn del virus SHIV89.6P. En la 

Figura 56 se representan los datos obtenidos transcurridos los intervalos de tiempo desde la infecciOn, en semanas, 
que se representan en el eje abscisas. En dicha Figura puede observarse como, transcurridas mas de 50 semanas 

30 desde la infecciOn con el SHIV89.6P, tanto los macacos del grupo inmunizado con DNA-SHIV/MVA-SHIV (datos 
indicados mediante cuadrados con un vertice apuntando hacia arriba, •) como los del grupo inmunizado con DNA-

SHIV/NYVAC-SHIV (datos indicados mediante cuadrados cuyos vertices conforman dos lineas paralelas, .), la 

supervivencia de los macacos era del 100%, mientras que en el grupo control (datos indicados mediante triangulos, 

•) a las 27 semanas desde la inoculaciOn del virus SHIV89.6P comienza a observarse un descenso de los macacos 
35 vivos, siendo su porcentaje de supervivencia inferior al 40% transcurridas mas de 50 semanas desde la inoculaciOn 

de dicho virus. 

Tomando estos datos en conjunto, puede concluirse que tanto el recombinante generado a partir de MVA, MVA-

89.6P-S1Vgpn, como el generado a partir de NYVAC, NYVAC-89.6P-S1Vgpn, que tienen la misma organizacion 

40 genetica en sus insertos y son capaces de expresar simultaneamente los antigenos 89.6P-gp120 y SIVgpn, han 

demostrado en el modelo de primates no humanos, los macacos Rhesus, que son unos excelentes vectores para 

ser utilizados para la vacunaciOn contra el SIDA de simio. Estos resultados refuerzan los obtenidos en los ensayos 

descritos en los Ejemplos de la patente principal y suponen un apoyo respecto a la posible utilidad de estos vectores 
en la vacunaciOn frente at SIDA humano. 
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Listado de secuencias 

<110> CONSEJO SUPERIOR DE INVESTIGACIONES CIENTIFICAS 

< 1 2 0 > VECTORES RECOMB INANTE S BASADOS EN EL VI RUS MOD I F I CADO DE 

COMO VACUNAS PREVENT IVAS Y TERAPEUT I CAS CONTRA EL S I DA 

ANKARA ( MVA ) 

< 1 3 0 > PCT - 2 7 7 

< 1 6 0 > 2 5 

< 2 1 0 > 1 

< 2 1 1 > 2 0 
 

 

 

 

 

< 2 1 2 > ADN 
  

< 2 1 3 > S e cuenci a art i f i c i a l 
 

< 2 2 0 > 

< 2 2 1 > Cebado r 

< 2 2 3 > TK- L 

 

  

< 4 0 0 > 1 
  

t ga t t a gt t t gat gcga t t c 
 

2 0 
 

< 2 1 0 > 2 

< 2 1 1 > 1 7 

< 2 1 2 > ADN 

< 2 1 3 > S e cuenc i a a rt i fi ci a l 

< 2 2 0 > 

< 2 2 1 > Cebador 

< 2 2 3 > TK-R 

  

< 4 0 0 > 2 

tgtccttgat acggcag 17  

<210> 3 

<211> 15 

<212> ADN 

<213> Secuencia artificial 

<220> 

<221> cebador 

<223> BX08556 

<400> 3 

tgcccatcga caacg 15  

<210> 4 

<211> 16 

<212> ADN 

<213> Secuencia artificial 

<220> 

<221> cebador 

<223> GPN7649 

<400> 4 

agccccatcg agaccg 16  
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<210> 5 

<211> 17 

<212> ADN 

<213> Secuencia artificial 

<220> 

<221> cebador 

<223> GPN8170 

<400> 5 

attagcctgc ctctcgg 17 

  

< 2 1 0 > 6 

< 2 1 1 > 2 7 
 

 

 

 

< 2 1 2 > ADN 

< 2 1 3 > S e cuenci a art i f i c i a l 

< 2 2 0 > 

< 2 2 1 > c ebado r 

< 2 2 3 > E / L 
  

< 4 0 0 > 6 
  

t at t t t t t t t t t t t gga at a t a a at a g 27 

<2 1 0 > 7 

 
 

 
 

< 2 1 1 > 1 8  

< 2 1 2 > ADN 

< 2 1 3 > S e cuenc i a a rt i f i c i a l 

< 2 2 0 >  
 

< 2 2 1 > C ebador 

< 2 2 3 > gp 1 2 0 - 1 0 

< 4 0 0 > 7 

tcgagcatgg acagggcc 18  

<210> 8 

<211> 18 

<212> ADN 

<213> Secuencia artificial 

<220> 

<221> Cebador 

<223> gp120-1050 

<400> 8 

gtcttgttct ggaagtgc 18  

<210> 9 

<211> 18 

<212> ADN 

<213> Secuencia artificial 

<220> 

<221> Cebador 

<223> gp120-1213 

<400> 9 

atcatcacca tcccctgc 18  
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<210> 10 

<211> 18 

<212> ADN 

<213> Secuencia artificial 

<220> 

<221> Cebador 

<223> GPN-802 

<400> 10 

t gggt t t a a a ca agat cg 1 8 

1  

< 2 1 0 > 1 1 
 

  

< 2 1 1 > 1 8  

< 2 1 2 > ADN    

< 2 1 3 > S e cuenci a a rt i f i c i a l 

< 2 2 0 > 

< 2 2 1 > Cebador 

< 2 2 3 > GPN- 2 0 1 8 
 

< 4 0 0 > 1 1   

caa ggt gaag cagt ggcc 1 8 

 
 

< 2 1 0 > 1 2 

< 2 1 1 > 1 8  

< 2 1 2 > ADN 

< 2 1 3 > S e cuenc i a art i fi c i a l 

< 2 2 0 > 

< 2 2 1 > Cebado r 

< 2 2 3 > GPN- 2 1 9 8 

< 4 0 0 > 1 2 

tgggtcctct tgttcagc 18  

<210> 13 

<211> 18 

<212> ADN 

<213> Secuencia artificial 

<220> 

<221> Cebador 

<223> GPN-3820 

<400> 13 

cggccttgcc gatcttgg 18  

<210> 14 

<211> 18 

<212> ADN 

<213> Secuencia artificial 

<220> 

<221> Cebador 

<223> GPN-4000 

<400> 14 

ccgacaagag cgagagcg 18  
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<210> 15 

<211> 1482 

<212> ADN 

<213> Secuencia artificial derivada del aislado BX08 del VIH-1 

<220> 

<221> Secuencia codificante 

<223> gp120-bX08 

<400> 15 

atg gac cgc gcc aag ctg ctg ctg ctg ctg ctg ctg ctg ctg ctg ccc cag gcc cag gcc 60 

Met Asp Arg Ala Lys Leu Leu Leu Leu Leu Leu Leu Leu Leu Leu Pro Gln Ala Gln Ala 

5 10 15 20  

 

got agc gac cgc ctg tgg gtg aca gtg tac tac ggc gtg ccc gtg tgg aag gac gcc acc 120 

Ala Ser Asp Arg Leu Trp Val Thr Val Tyr Tyr Gly Val Pro Val Trp Lys Asp Ala Thr 

25 30 35 40 

acc acc ctg ttc tgc gcc tcc gac gcc aag gcc tac gac acc gag gtg cac aac gtg tgg 180 

Thr Thr Leu Phe Cys Ala Ser Asp Ala Lys Ala Tyr Asp Thr Glu Val His Asn Val Trp 

45 50 55 60 

gcc acc cac gcc tgc gtg ccc acc gac ccc aac coo cag gag gtg gtg ctg ggc aac gtg 240 

Ala Thr His Ala Cys Val Pro Thr Asp Pro Asn Pro Gln Glu Val Val Leu Gly Asn Val 

65 70 75 80 

acc gag aac ttc aac atg ggc aag aac aac atg gtg gag cag atg cac gag gac atc atc 300 

Thr Glu Asn Phe Asn Met Gly Lys Asn Asn Met Val Glu Gln Met His Glu Asp Ile Ile 

85 90 95 100 

ago ctg tgg gac cag tcc ctg aag ccc tgc gtg aag ctg acc ccc ctg tgc gtg acc ctg 360 

Ser Leu Trp Asp Gln Ser Leu Lys Pro Cys Val Lys Leu Thr Pro Leu Cys Val Thr Leu 

105 110 115 120 

aac tgc acc aag ctg aag aac agc acc gac acc aac aac acc cgc tgg ggc acc cag gag 420 

Asn Cys Thr Lys Leu Lys Asn Ser Thr Asp Thr Asn Asn Thr Arg Trp Gly Thr Gln Glu 

125 130 135 140 

atg aag aac tgc tcc ttc aac atc agc acc tcc gtg cgg aac aag atg aag aga gag tac 480 

Met Lys Asn Cys Ser Phe Asn Ile Ser Thr Ser Val Arg Asn Lys Met Lys Arg Glu Tyr 

145 150 155 160 

gcc ctg ttc tac tcc ctg gac atc gtg ccc atc gac aac gac aac acc ago tac cgc ctg 540 

Ala Leu Phe Tyr Ser Leu Asp Ile Val Pro Ile Asp Asn Asp Asn Thr Ser Tyr Arg Leu 

165 170 175 180 

agg too tgc aac acc too atc atc acc cag gcc tgc ccc aag gtg ago ttc gag ccc atc 600 

Arg Ser Cys Asn Thr Ser Ile Ile Thr Gln Ala Cys Pro Lys Val Ser Phe Glu Pro Ile 

185 190 195 200 

coo atc cac ttc tgc gcc coo gcc ggc ttc gcc atc ctg aag tgc aac aac aag acc ttc 660 

Pro Ile His Phe Cys Ala Pro Ala Gly Phe Ala Ile Leu Lys Cys Asn Asn Lys Thr Phe 

205 210 215 220 

aac ggc acc ggc coo tgc acc aac gtg ago acc gtg cag tgc acc cac ggc atc cgc ccc 720 

Asn Gly Thr Gly Pro Cys Thr Asn Val Ser Thr Val Gln Cys Thr His Gly Ile Arg Pro 

225 230 235 240 

gtg gtg too acc cag ctg ctg ctg aac ggc ago ctg gcc gag gag gag gtg gtg atc cgg 780 

Val Val Ser Thr Gin Leu Leu Leu Asn Gly Ser Leu Ala Glu Glu Glu Val Val Ile Arg 

245 250 255 260 

too gag aac ttc acc aac aac gcc aag acc atc atc gtg cag ctg aac gag ago gtg gag 840 

Ser Glu Asn Phe Thr Asn Asn Ala Lys Thr Ile Ile Val Gin Leu Asn Glu Ser Val Glu 

265 270 275 280 
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atc aac tgc acc aga ccc aac aac aac acc agg aag tee atc cac atc ggc ccc ggc cgc 900  

Ile Asn Cys Thr Arg Pro Asn Asn Asn Thr Arg Lys Set Ile His Ile Gly Pro Gly Arg 

285 290 295 300 

gcc ttc tac acc acc ggc gac atc atc ggc gac etc cgg cag gcc cac tgc aac atc tcc 960 

Ala Phe Tyr Thr Thr Gly Asp Ile Ile Gly Asp Ile Arg Gin Ala His Cys Asn Ile Ser 

305 310 315 320 

aga acc aac tgg acc aac ace ctg aag agg gtg gcc gag aag ctg cgc gag aag ttc aac1020 

Arg Thr Asn Trp Thr Asn Thr Leu Lys Arg Val Ala Glu Lys Leu Arg Glu Lys Phe Asn 

325 330 335 340 

aac acc ace atc gtg ttc aac cag agc age ggc ggc gac ccc gag ate gtg atg cac tcc1080 

Asn Thr Thr Ile Val Phe Asn Gin Ser Set Gly Gly Asp Pro Glu Ile Val Met His Set
 .  

345 350 355 360  

ttc aac tgc ggc ggc gag ttc ttc tac tgc aac ace ace cag ctg ttc aac tee ace tgg1140 

Phe Asn Cys Gly Gly Glu Phe Phe Tyr Cys Asn Thr Thr Gin Leu Phe Asn Set Thr Trp 

365 370 375 380 

aac gag ace aac age gag ggc aac ate ace tee ggc ace ate ace ctg ccc tgc egg atc1200 

Asn Glu Thr Asn Set Glu Gly Asn Ile Thr Set Gly Thr Ile Thr Leu Pro Cys Arg Ile 

385 390 395 400 

aag cag ate ate aac atg tgg cag gag gtg ggc aag gee atg tac gee ccc ccc ate ggc1260 

Lys Gin Ile Ile Asn Met Trp Gin Glu Val Gly Lys Ala Met Tyr Ala Pro Pro Ile Gly 

405 410 415 420 

ggc cag ate aag tgc ctg tee aac ate ace ggc ctg ctg ctg ace aga gee ggc ggc tcc1320 

Gly Gin Ile Lys Cys Leu Set Asn Ile Thr Gly Leu Lou Leu Thr Arg Asp Gly Gly Set 

425 430 435 440 

gac aac age age age ggc aag gag ate ttc cgc ccc ggc ggc ggc gee atg agg gee aac1380  

Asp Asn Set Set Set Gly Lys Glu Ile Phe Arg Pro Gly Gly Gly Asp Met Arg Asp Asn 

445 450 455 460 

tgg cgc tee gag ctg tac aag tac aag gtg gtg aag ate gag ccc ctg ggc ate gee ccc1440 

Trp Arg Set Glu Leu Tyr Lys Tyr Lys Val Val Lys Ile Glu Pro Leu Gly Ile Ala Pro 

465 470 475 480 

ace aag gee aag egg agg gtg gtg cag cgc gag aag cgc tga 

Thr Lys Ala Lys Arg Arg Val Val Gin Arg Glu Lys Arg * 

4 8 5 4 9 0 

< 2 1 0 > 1 6 

< 2 1 1 > 3 9 8 1 

< 2 1 2 > ADN 

< 2 1 3 > S e cuenc i a art i fi c i a l der i vada de l a i s l ado I I I B de l V I H 

< 2 2 0 > 

< 2 2 1 > S e cuenci a codi f i cant e 

< 2 2 3 > gagpo l ne f- I I I B 

< 4 0 0 > 1 6 

1482 

atg gee gee egg gee age gtg ctg age ggc ggc gag ctg gac agg tgg gag aag ate agg 60 

Met Ala Ala Arg Ala Set Val Leu Set Gly Gly Glu Leu Asp Arg Trp Glu Lys Ile Arg 

5 10 15 20 

ctg agg ccc ggc ggc aag aag aag tat aag ctg aag cac ate gtg tgg gee age egg gag 120 

Leu Arg Pro Gly Gly Lys Lys Lys Tyr Lys Leu Lys His Ile Val Trp Ala Set Arg Glu 

25 30 35 40 

ctg gag egg ttc gee gtg aac ccc ggc ctg ctg gag ace age gag ggc tgc agg cag ate 180 

Leu Glu Arg Phe Ala Val Asn Pro Gly Leu Leu Glu Thr Set Glu Gly Cys Arg Gin Ile 
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4 5 50 55 60 

ct g ggc cag ctg cag coo agc ctg cag acc ggc ago gag gag ct g agg ago ct g t ac aac 

Leu Gl y Gin Leu Gin Pro S er Leu Gin Thr Gl y S e r Glu Glu Leu Arg S e r Leu T yr As n 

6 5 7 0 7 5 8 0 

acc gt g gcc acc ct g t ac tgc gt g cac cag agg atc gag at c aag gac acc aa g gag gcc 

Thr Val Al a Thr Leu Tyr Cys Val Hi s Gin Arg I l e Glu I l e Lys Asp Thr Lys Glu Al a 

8 5 90 95 1 00 

ctg gac aag at c gag gag gag cag aac aag tcc aag aag aag gcc cag cag gcc gcc gcc 

2 4 0 

3 0 0 

3 6 0 

Leu Asp Lys I l e Glu Glu Glu Gin Asn Lys Ser Lys Lys Lys Al a Gin Gin Al a Al a Al a 

1 0 5 110 115 12 0 

gac acc ggc cac ago ago cag gtg ago cag aac t ac ccc at c gt g cag a ac atc cag ggc 4 2 0   

Asp Thr Gl y Hi s S e r Se r Gin Va l S e r Gin As n Tyr Pro I l e Val Gin Asn I l e Gin Gl y 
 

1 2 5 1 3 0 135 1 4 0 

cag atg gtg cac cag goo at c ago ccc agg acc ctg aac goo t gg gt g aag gtg gt g ga g 4 8 0 

G i n Met Va l Hi s Gin Al a I l e Se r Pro Arg Thr Leu As n Al a Trp Va l Lys Va l Va l Glu 

1 4 5 150 155 1 60 

gag aag go o tt c ago ccc gag gt g at c ccc at g tt c ago gcc ctg ago ga g gga goo acc 5 4 0   
Glu Lys Al a Phe S e r Pro Glu Val I l e Pro Met Phe S e r Ala Leu S e r Glu Gl y Al a Thr 

1 6 5 17 0 17 5 1 8 0 

ccc cag gac ct g aac acc atg ctg aac acc gt g ggc ggc cac cag goo goo at g cag at g 6 0 0 

Pro Gin Asp Leu Asn Thr Met Leu Asn Thr Val Gl y Gl y Hi s Gln Al a Al a Met Gin Met 

1 8 5 1 90 1 95 2 0 0 

ct g aag gag acc at c aac gag gag goo goo gag t gg gac agg gtg cac ccc gt g cac goo 6 6 0 

L eu Lys Glu Thr I l e As n Glu Glu Al a Al a Glu Trp Asp Arg Va l Hi s Pro Val Hi s Al a 

2 0 5 2 1 0 2 15 22 0 

ggc ccc atc goo ccc ggc ca g at g agg ga g ccc cgc ggc ago gac at c goo ggc acc acc 7 2 0 

G l y Pro I l e Al a Pro Gl y Gln Met Arg Glu Pro Arg Gl y S e r Asp I l e Al a Gl y Thr Thr 

2 2 5 230 2 35 2 4 0 
 

 
 

 

a go acc ct g cag gag cag atc ggc t gg atg acc aac aac ccc ccc at c ccc gt g ggc gaa 7 8 0 

S e r Thr Leu Gin Glu Gin I l e Gl y T rp Met Thr As n Asn Pro Pro I l e Pro Va l Gl y Glu 

2 4 5 2 50 255 2 60 

 

atc tac aag agg t gg at c atc ctg ggc ct g aac aag at c gt g agg atg tac ago ccc a cc 8 4 0 

I l e Tyr Lys Arg T rp I l e I l e Leu Gl y Leu As n Lys I l e Val Arg Met Tyr S e r Pro Thr 

2 6 5 27 0 27 5 2 8 0 

ago at c ct g gat at c agg cag ggc ccc aaa gag ccc t t c agg gac t ac gtg gac agg tt c 9 0 0 

S e r I l e Leu Asp I l e Arg Gin Gl y Pro Lys Glu Pro Phe Arg Asp Tyr Va l Asp Arg Phe 

2 8 5 2 90 2 95 300 

t ac aag acc ctg cgc goo ga g cag goo ago cag gag gtg aag aac tgg at g acc gag acc 9 6 0 

T yr Lys Thr Leu Arg Al a Glu Gin Al a S e r Gin Glu Val Lys As n T rp Met Thr Glu Thr 

305 310 315 320 

ctg ctg gtg cag aac gcc aac ccc gac tgc aag acc atc ctg aag goo ctg gga coo gcc1020 

Leu Leu Val Gln Asn Ala Asn Pro Asp Cys Lys Thr Ile Leu Lys Ala Leu Gly Pro Ala 

325 330 335 340 

gcc acc ctg gag gag atg atg acc gcc tgc cag ggc gtg ggc ggc ccc ggc cac aag gcc1080 

Ala Thr Leu Glu Glu Met Met Thr Ala Cys Gin Gly Val Gly Gly Pro Gly His Lys Ala 

345 350 355 360 

agg gtg ctg goo gag gcc atg ago cag gtg acc aac acc goo acc atc atg atg cag agg1140 

Arg Val Leu Ala Glu Ala Met Ser Gln Val Thr Asn Thr Ala Thr Ile Met Met Gln Arg 

365 370 375 380 

ggc aac ttc agg aac cag agg aag atg gtg aag tgc ttc aac tgc ggc aag gag ggc cac1200 
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Gly Asn Phe Arg Asn Gin Arg Lys Met Val Lys Cys Phe Asn Cys Gly Lys Glu Gly His 

385 390 395 400 

acc gcc agg aac tgc cgc gcc ccc agg aag aag ggc tgc tgg aag tgc ggc aag gag ggc1260 

Thr Ala Arg Asn Cys Arg Ala Pro Arg Lys Lys Gly Cys Trp Lys Cys Gly Lys Glu Gly 

405 410 415 420 

cac cag atg aag gac tgc acc gag agg cag gct aat ttt agg gaa gat ctg gcc ttc cta1320 

His Gin Met Lys Asp Cys Thr Glu Arg Gin Ala Asn Phe Arg Glu Asp Leu Ala Phe Leu 

425 430 435 440 

caa ggg aag gcc agg gaa ttt tct tca gag cag acc aga gcc aac agc ccc acc att tct1380 

Gin Gly Lys Ala Arg Glu Phe Ser Ser Glu Gin Thr Arg Ala Asn Ser Pro Thr Ile Ser 

445 450 455 460 

tca gag cag acc aga gcc aac agc ccc acc aga aga gag ctt cog gtc tgg ggt aga gac1440 

Ser Glu Gin Thr Arg Ala Asn Ser Pro Thr Arg Arg Glu Leu Gin Val Trp Gly Arg Asp 

465 470 475 480 

aac aac tcc ccc tca gaa gca gga gcc gat aga caa gga act gta tcc ttt aac ttc cct1500 

Asn Asn Ser Pro Ser Glu Ala Gly Ala Asp Arg Gin Gly Thr Val Ser Phe Asn Phe Pro 

485 490 495 500 

cag atc act ctt tgg caa cga ccc ctc gtc aca ata aag atc ggt ggc cag ctg aag gag1560 

Gin Ile Thr Leu Trp Gin Arg Pro Leu Val Thr Ile Lys Ile Gly Gly Gin Leu Lys Glu 

505 510 515 520 

gcc ctg ctg gcc acc ggc gcc gac gac acc gtg ctg gag gag atg agc ctg ccc ggc agg1620 

Ala Leu Leu Ala Thr Gly Ala Asp Asp Thr Val Leu Glu Glu Met Ser Leu Pro Gly Arg 

525 530 535 540 

tgg aag ccc aag atg atc ggc ggc atc ggc ggc ttc atc aag gtg agg cog tac gac cag1680 

Trp Lys Pro Lys Met Ile Gly Gly Ile Gly Gly Phe Ile Lys Val Arg Gin Tyr Asp Gin 

545 550 555 560 

atc ctg atc gag atc tgc ggc cac aag gcc atc ggc acc gtg ctg gtg gga cct aca cct1740 

Ile Leu Ile Glu Ile Cys Gly His Lys Ala Ile Gly Thr Val Leu Val Gly Pro Thr Pro 

565 570 575 580 

gtg aac atc atc ggc agg aac ctg ctg acc cog atc ggc tgc acc ctg aac ttc ccc atc1800 

Val Asn Ile Ile Gly Arg Asn Leu Leu Thr Gin Ile Gly Cys Thr Leu Asn Phe Pro Ile 

585 590 595 600 

agc ccc atc gag acc gtg ccc gtg aag ctg aag ccc ggc atg gac ggc cct aag gtg aag1860 

Ser Pro Ile Glu Thr Val Pro Val Lys Leu Lys Pro Gly Met Asp Gly Pro Lys Val Lys 

605 610 615 620 

cog tgg ccc ctg acc gag gag aag atc aag gcc ctg gtg gag atc tgc acc gag atg gag1920 

Gin Trp Pro Leu Thr Glu Glu Lys Ile Lys Ala Leu Vol Glu Ile Cys Thr Glu Met Glu 

625 630 635 640 

aag gag ggc aag atc agc aag atc ggc ccc gag aac ccc tac aac acc ccc gtg ttc gcc1980 

Lys Glu Gly Lys Ile Ser Lys Ile Gly Pro Glu Asn Pro Tyr Asn Thr Pro Val Phe Ala 

645 650 655 660 

atc aag aag aag gac agc acc aag tgg agg aag ctg gtg gac ttc agg gag ctg aac aag2040 

Ile Lys Lys Lys Asp Ser Thr Lys Trp Arg Lys Leu Vol Asp Phe Arg Glu Leu Asn Lys 

665 670 675 680 

agg acc cag gac ttc tgg gag gtg cag ctg ggc atc ccc cac ccc gcc ggc ctg aag aag2100 

Arg Thr Gin Asp Phe Trp Glu Vol Gin Leu Gly Ile Pro His Pro Ala Gly Leu Lys Lys 

685 690 695 700 

aag aag agc gtg acc gtg ctg gac gtg ggc gac gcc tac ttc agc gtg ccc ctg gac gag2160 

Lys Lys Ser Val Thr Val Leu Asp Val Gly Asp Ala Tyr Phe Ser Vol Pro Leu Asp Glu 

705 710 715 720 
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gac ttc agg aag tat acc Oct tta aga cca atg act tac aag gca got gta gat ctt agc2220 

Asp Phe Arg Lys Tyr Thr Pro Leu Arg Pro Met Thr Tyr Lys Ala Ala Val Asp Leu Set 

725 730 735 740 

cac ttt tta aaa gaa aag ggg gga ctg gaa ggg cta att cac too caa cga aga caa gat2280 

His Phe Leu Lys Glu Lys Gly Gly Leu Glu Gly Leu Ile His Ser Gin Arg Arg Gin Asp 

745 750 755 760 

atc ctt gat ctg tgg atc tac cac aca caa ggc tac ttc cot gat cca agg atg ggt ggc2340 

Ile Leu Asp Leu Trp Ile Tyr His Thr Gin Gly Tyr Phe Pro Asp Pro Arg Met Gly Gly 

765 770 775 780 

aag tgg tca aaa agt agt gtg gtt gga tgg cot got gta agg gaa aga atg aga cga gct2400 

Lys Trp Ser Lys Ser Set Val Val Gly Trp Pro Ala Val Arg Glu Arg Met Arg Arg Ala 

785 790 795 800 

gag cca gca gca gat ggg gtg gga gca gca tot cga gac cta gaa aaa cat gga gca atc2460 

Glu Pro Ala Ala Asp Gly Val Gly Ala Ala Ser Arg Asp Leu Glu Lys His Gly Ala Ile 

805 810 815 820 

aca agt ago aac aca gca got aac aat got gat tgt gcc tgg cta gaa gca caa gag gag2520 

Thr Ser Set Asn Thr Ala Ala Asn Asn Ala Asp Cys Ala Trp Leu Glu Ala Gin Glu Glu 

825 830 835 840 

 

 

gag gag gtg ggt ttt cca gtc aca cot caa gta cca ttc ctg tgg atg ggc tac gag ctg2580 

Glu Glu Val Gly Phe Pro Val Thr Pro Gin Val Pro Phe Leu Trp Met Gly Tyr Glu Leu  
845 850 855 860

  

cac ccc gac aag tgg acc gtg cag coo atc gtg ctg ccc gag aag gac ago tgg acc gtg2640 

His Pro Asp Lys Trp Thr Val Gin Pro Ile Val Leu Pro Glu Lys Asp Ser Trp Thr Val 

865 870 875 880  

AAC GAC ATT CAG AAG CTG GTG GGC AAG CTG AAC TGG GCC AGC CAG ATC TAC CCC GGC ATC 2 7 0 0 

Asn Asp I l e Gln Lys Leu Va l Gl y Lys Leu Asn T rp Al a Se t Gln I l e T yr Pro Gl y I l e 

 

 

 
 

8 8 5 8 90 8 95 90 0 
•  

 

 

 

 

aag gtg agg cag ct g tgc aag ct g ctg a gg ggc aca aa g got ctg acc gag gt g at c ccc 2 7 6 1  

 

 

Lys Va l Arg Gin Leu Cys Lys Leu Leu Arg Gly Thr Lys Al a Leu Thr Glu Val I l e Pro 
 

I  

9 0 5 9 10 915 92 0 
  

 

ctg acc gag gag gcc gag ctg gag ctg gcc gag aac agg gag atc ctg aag gag coo gtg2820 

Leu Thr Glu Glu Ala Glu Leu Glu Leu Ala Glu Asn Arg Glu Ile Leu Lys Glu Pro Val 

925 930 935 940 

cac ggc gtg tac tac gac ccc ago aag gac ctg atc gcc gag atc cag aag cag ggc cag2880 

His Gly Val Tyr Tyr Asp Pro Set Lys Asp Leu Ile Ala Glu Ile Gin Lys Gln Gly Gln 

945 950 955 960 

ggc cag tgg acc tac cag atc tac cag gag ccc ttc aag aac ctg aag acc ggc aag tac2940 

Gly Gin Trp Thr Tyr Gin Ile Tyr Gin Glu Pro Phe Lys Asn Leu Lys Thr Gly Lys Tyr 

965 970 975 980 

gcc cgc atg cgc ggc gcc cac acc aac gac gtg aag cag ctg acc gag gcc gtg cag aag3000 

Ala Arg Met Arg Gly Ala His Thr Asn Asp Val Lys Gln Leu Thr Glu Ala Val Gln Lys 

985 990 995 1000 

atc acc acc gag ago atc gtg atc tgg ggc aag act cot aag ttc aag ctg coo atc cag3060 

Ile Thr Thr Glu Ser Ile Val Ile Trp Gly Lys Thr Pro Lys Phe Lys Leu Pro Ile Gin 

1005 1010 1015 1020 

aag gag acc tgg gag acc tgg tgg acc gag tac tgg cag gcc acc tgg att ccc gag tgg3120 

Lys Glu Thr Trp Glu Thr Trp Trp Thr Glu Tyr Trp Gin Ala Thr Trp Ile Pro Glu Trp 

1025 1030 1035 1040 

gag ttc gtg aac acc cot ccc ctg gtg aag ctg tgg tat cag ctg gag aag gag ccc atc3180 

Glu Phe Val Asn Thr Pro Pro Leu Val Lys Leu Trp Tyr Gin Leu Glu Lys Glu Pro Ile 

1045 1050 1055 1060 
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gtg ggc gcc gag acc ttc tac gtg gac ggc gcc gcc aac agg gag acc aag ctg ggc aag3240 

Val Gly Ala Glu Thr Phe Tyr Val Asp Gly Ala Ala Asn Arg Glu Thr Lys Leu Gly Lys 

1065 1070 1075 1080 

gcc ggc tac gtg acc aac aag ggc cgc cag aag gtg gtg ccc ctg acc aac acc acc aac3300 

Ala Gly Tyr Val Thr Asn Lys Gly Arg Gin Lys Val Val Pro Leu Thr Asn Thr Thr Asn 

1085 1090 1095 1100 

cag aag acc gag ctg cag gct atc tac ctg gcc ctg cag gac tca ggc ctg gag gtg aac3360 

Gln Lys Thr Glu Leu Gin Ala Ile Tyr Leu Ala Leu Gin Asp Ser Gly Leu Glu Val Asn 

1105 1110 1115 1120 

atc gtg acc gac agc cag tac gcc ctg ggc atc atc cag gcc cag ccc gac aag agc gag3420 

Ile Val Thr Asp Ser Gin Tyr Ala Leu Gly Ile Ile Gin Ala Gin Pro Asp Lys Ser Glu 

1125 1130 1135 1140 

ago gag ctg gtg aac cag atc atc gag cag ctg atc aag aag gag aag gtg tac ctg gcc3480 

Ser Glu Leu Val Asn Gin Ile Ile Glu Gin Leu Ile Lys Lys Glu Lys Val Tyr Leu Ala 

1145 1150 1155 1160 

tgg gtg ccc gcc cac aag ggc atc ggc ggc aac gag cag gtg gac aag ctg gtg ago gcc3540 

Trp Val Pro Ala His Lys Gly Ile Gly Gly Asn Glu Gin Val Asp Lys Leu Val Ser Ala 

1165 1170 1175 1180 

ggc atc agg aag atc ctg ttc ctg gac ggc atc gac aag gcc cag gac gag cac gag aag3600 

Gly Ile Arg Lys Ile Leu Phe Leu Asp Gly Ile Asp Lys Ala Gin Asp Glu His Glu Lys 

1185 1190 1195 1200 

 

 

 

t ac cac ago aac tgg a gg got atg got ago gac t tc aac ct g cct ccc gt g gtg got aag 3 6 6 0 

T yr Hi s Ser As n T rp Arg Al a Met Al a S e r Asp Phe Asn Leu Pro Pro Val Va l Al a Lys 

1 2 0 5 12 10 12 1 5 1220 

gag at c gtg goo a go goo tt c ac c at c ccc ago at c aac aac ga g acc ccc ggc at c cgc 3 7 2 0 

G lu I l e Va l Al a Se t Al a Phe Thr I l e Pro Ser I l e Asn As n Glu Thr Pro Gl y I l e Arg 

1 2 2 5 12 3 0 1235 12 4 0 

t ac cag t ac aac gtg ct g ccc cag ggc tgg aag ggc ago ccc goo at c tt c cag ago agc 3 7 8 0 

T yr Gin Tyr As n Va l Leu Pro Gin Gly T rp Lys Gl y S e r Pro Ala I l e Phe Gin Se t Se r 

1 2 4 5 12 5 0 1255 12 6 0 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

atg aca aag atc ctg gag ccc ttc aag aag cag aac ccc gac atc gtg atc tat cag tac3840  

Met Thr Lys Ile Leu Glu Pro Phe Lys Lys Gin Asn Pro Asp Ile Val Ile Tyr Gin Tyr 

1265 1270 1275 1280 

atg gac gac ctg tac gtg ggc ago gac ctg gag atc ggc cag cac agg acc aag atc gag3900 

Met Asp Asp Leu Tyr Val Gly Ser Asp Leu Glu Ile Gly Gin His Arg Thr Lys Ile Glu 

1285 1290 1295 1300 

gag ctg agg cag cac ctg ctg agg tgg ggc ctg acc acc ccc gac aag aag cac cag aag3960 

Glu Leu Arg Gin His Leu Leu Arg Trp Gly Leu Thr Thr Pro Asp Lys Lys His Gin Lys 

1 3 0 5 

gag ccc cca tt c ctg t gg t aa 

G l u Pro Pro Phe Leu Trp * 

1 3 1 0 1 3 1 5 1 3 2 0 

3 9 8 1 

1 3 2 5 

< 2 1 0 > 1 7 

< 2 1 1 > 1 4 9 7 

< 2 1 2 > ADN 

< 2 1 3 > S e cuenci a art i f i c i a l de rivada de l ai s l ado CN 5 4 de l VIH- 1 

< 2 2 0 > 

< 2 2 1 > S e cuenci a codi fi cant e 

< 2 2 3 > gp 1 2 0 - C 
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<400> 17 

atg gac agg gcc aag ctg ctg ctg ctg ctg ctg ctg ctg ctg ctg ccc cag gcc cag gcc 60 

Met Asp Arg Ala Lys Leu Leu Leu Leu Leu Leu Leu Leu Leu Leu Pro Gin Ala Gin Ala 

5 10 15 20 

gtg ggc aac ctg tgg gtg acc gtg tac tac ggc gtg ccc gtg tgg aag ggc gcc acc acc120 

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

25 30 35 40 

acc ctg ttc tgc gcc agc gac gcc aag gcc tac gac acc gag gtg cac aac gtg tgg gcc180 

Thr Leu Phe Cys Ala Ser Asp Ala Lys Ala Tyr Asp Thr Glu Val His Asn Val Trp Ala 

45 50 55 60 

acc cac gcc tgc gtg ccc gcc gac ccc aac ccc cag gag atg gtg ctg gag aac gtg acc240 

Thr His Ala Cys Val Pro Ala Asp Pro Asn Pro Gin Glu Met Val Leu Glu Asn Val Thr 

65 70 75 80 

gag aac ttc aac atg tgg aag aac gag atg gtg aac cag atg cag gag gac gtc atc agc300 

Glu Asn Phe Asn Met Trp Lys Asn Glu Met Val Asn Gin Met Gin Glu Asp Val Ile Ser 

85 90 95 100 

ctg tgg gac cag ago ctg aag ccc tgc gtg aag ctg acc ccc ctg tgc gtg acc ctg gag360 

Leu Trp Asp Gin Ser Leu Lys Pro Cys Val Lys Leu Thr Pro Leu Cys Val Thr Leu Glu 

105 110 115 120 

tgc agg aac gtg ago ago aac ago aac gac acc tac cac gag acc tac cac gag ago atg420 

Cys Arg Asn Val Ser Ser Asn Ser Asn Asp Thr Tyr His Glu Thr Tyr His Glu Ser Met 

125 130 135 140 

 

 

 

 

 
 

 

 

 

aag gag atg aag aac tgc ago ttc aac goo acc acc gtg gtg agg gac agg aag cag acc480  

Lys Glu Met Lys Asn Cys Ser Phe Asn Ala Thr Thr Val Val Arg Asp Arg Lys Gin Thr
  

 
 

145 150 155 160  

gtg tac goo ct g tt c tac agg ctg gac at c gtg ccc ctg acc aag aag aac tac ago gag 5 4 0 
 

Val Tyr Al a Leu Phe Tyr Arg Leu Asp I l e Va l Pro Leu Thr Lys Lys As n Tyr Se r Glu 
 

  

1 6 5 17 0 17 5 18 0  

 

 

  

aac ago ago gag tac tac agg ctg at c aac t gc aac acc ago goo atc acc cag gcc tgc 6 0 0 
 

Asn S e r S e r Glu Tyr Tyr Arg Leu I l e As n Cys Asn Thr S e r Al a I l e Thr Gin Al a Cys  

185 190 195 200 

ccc aag gtg acc ttc gac ccc atc ccc atc cac tac tgc acc ccc gcc ggc tac gcc atc660 

Pro Lys Val Thr Phe Asp Pro Ile Pro Ile His Tyr Cys Thr Pro Ala Gly Tyr Ala Ile 

205 210 215 220 

ctg aag tgc aac gac aag atc ttc aac ggc acc ggc ccc tgc cac aac gtg ago acc gtg720 

Leu Lys Cys Asn Asp Lys Ile Phe Asn Gly Thr Gly Pro Cys His Asn Val Ser Thr Val 

225 230 235 240 

cag tgc acc cac ggc atc aag ccc gtg gtg ago acc cag ctg ctg ctg aac ggc ago ctg780 

Gln Cys Thr His Gly Ile Lys Pro Val Val Ser Thr Gin Leu Leu Leu Asn Gly Ser Leu 

245 250 255 260 

goo gag ggc gag atc atc atc agg ago gag aac ctg acc aac aac gtg aaa acc atc atc840 

Ala Glu Gly Glu Ile Ile Ile Arg Ser Glu Asn Leu Thr Asn Asn Val Lys Thr Ile Ile 

265 270 275 280 

gtg cac ctg aac cag ago gtg gag atc gtg tgc acc agg ccc ggc aac aac acc agg aag900 

Val His Leu Asn Gin Ser Val Glu Ile Val Cys Thr Arg Pro Gly Asn Asn Thr Arg Lys 

285 290 295 300 

ago atc agg atc ggc ccc ggc cag acc ttc tac goo acc ggc gac atc atc ggc gac atc960 

Ser Ile Arg Ile Gly Pro Gly Gin Thr Phe Tyr Ala Thr Gly Asp Ile Ile Gly Asp Ile 

305 310 315 320 
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agg cag gcc cac tgc aac atc agc gag gac aag tgg aac gag acc ctg cag agg gtg agc1020 

Arg Gin Ala His Cys Asn Ile Ser Glu Asp Lys Trp Asn Glu Thr Leu Gin Arg Val Ser 

325 330 335 340 

aag aag ctt gcc gag cac ttc cag aac aag acc atc aag ttc gcc agc ago ago ggc ggc1080 

Lys Lys Leu Ala Glu His Phe Gin Asn Lys Thr Ile Lys Phe Ala Ser Ser Ser Gly Gly 

345 350 355 360 

gac ctg gag gtg acc acc cac ago ttc aac tgc agg ggc gag ttc ttc tac tgc aac acc1140 

Asp Leu Glu Val Thr Thr His Ser Phe Asn Cys Arg Gly Glu Phe Phe Tyr Cys Asn Thr 

365 370 375 380 

ago ggc ctg ttc aac ggc goo tac acc ccc aac ggc acc aag ago aac ago ago ago atc1200 

Ser Gly Leu Phe Asn Gly Ala Tyr Thr Pro Asn Gly Thr Lys Ser Asn Ser Ser Ser Ile 

385 390 395 400 

atc acc atc ccc tgc agg atc aag cag atc atc aac atg tgg cag gag gtg ggc agg gcc1260 

Ile Thr Ile Pro Cys Arg Ile Lys Gin Ile Ile Asn Met Trp Gin Glu Val Gly Arg Ala 

405 410 415 420 

atg tac goo cct ccc atc aag ggc aac atc acc tgc aag ago aac atc acc ggc ctg ctg1320 

Met Tyr Ala Pro Pro Ile Lys Gly Asn Ile Thr Cys Lys Ser Asn Ile Thr Gly Leu Leu 

425 430 435 440 

ctg gtg agg gac ggc ggc acc gag ccc aac gac acc gag acc ttc agg coo ggc ggc ggc1380 

Leu Val Arg Asp Gly Gly Thr Glu Pro Asn Asp Thr Glu Thr Phe Arg Pro Gly Gly Gly 

445 450 455 460 

gac atg agg aac aac tgg agg ago gag ctg tac aag tac aag gtg gtg gag atc aag ccc1440 

Asp Met Arg Asn Asn Trp Arg Ser Glu Leu Tyr Lys Tyr Lys Val Val Glu Ile Lys Pro 

465 470 475 480 

 

 

 

 

 

ct g ggc gtg goo coo ac c acc acc aag agg a gg gtg gt g gag agg gag aag agg t ga 

Leu Gl y Va l Al a Pro Thr Thr Thr Lys Arg Arg Va l Va l Glu Arg Glu Lys Arg * 

4 8 5 4 90 4 95 

 

 
1 4 9 7  

 

 

 

 

 

< 2 1 0 > 1 8 
 

 

 

 

< 2 1 1 > 4 2 5 4 
 

< 2 1 2 > ADN  

< 2 1 3 > S e cuenci a art i fi ci a l de ri vada de l a i s l ado CN5 4 de l VIH - 1 

< 2 2 0 > 

< 2 2 1 > S e cuenci a codi f i cant e 

< 2 2 3 > g agpol ne f-C 

< 4 0 0 > 1 8 

atg goo goo agg goo ago atc ctg agg ggc ggc aag ctg gac aag tgg gag aag atc agg 60  

Met Ala Ala Arg Ala Ser Ile Leu Arg Gly Gly Lys Leu Asp Lys Trp Glu Lys Ile Arg 

5 10 15 20 

ctg agg coo ggc ggc aag aag cac tac atg ctg aag cac ctg gtg tgg goo ago agg gag 120 

Leu Arg Pro Gly Gly Lys Lys His Tyr Met Leu Lys His Leu Val Trp Ala Ser Arg Glu 

25 30 35 40 

ctg gag agg ttc goo ctg aac coo ggc ctg ctg gag acc ago gag ggc tgc aag cag atc 180 

Leu Glu Arg Phe Ala Leu Asn Pro Gly Leu Leu Glu Thr Ser Glu Gly Cys Lys Gin Ile 

45 50 55 60 

atg aag cag ctg cag ago goo ctg cag acc ggc acc gag gag ctg agg ago ctg ttc aac 240 

Met Lys Gin Leu Gin Ser Ala Leu Gin Thr Gly Thr Glu Glu Leu Arg Ser Leu Phe Asn 

65 70 75 80 

acc gtg goo acc ccc tac tgc gtg cac acc gag atc gac gtg agg gac acc agg gag gcc 300 

Thr Val Ala Thr Pro Tyr Cys Val His Thr Glu Ile Asp Val Arg Asp Thr Arg Glu Ala 
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8 5 90 95 1 00 

ctg gac aag at c gag gag gag cag aac aag at c cag ca g aag acc cag cag gcc aa g gag 3 6 0 

Leu Asp Lys I le Glu Glu Glu Gin As n Lys I l e Gin Gin Lys Thr Gin Gin Al a Lys Glu 

1 0 5 1 1 0 1 15 120 

gcc gac ggc aag gt g agc cag aac tac ccc at c gt g cag aac ct g cag ggc cag atg gt g 4 2 0 

Al a Asp Gl y Lys Val S e r Gin As n Tyr Pro I l e Va l Gin As n Leu Gin Gl y Gin Met Val 

1 2 5 130 135 14 0 

c a c cag ccc at c agc ccc agg acc ctg aat gca t gg gt g aag gt g gt g gag gag aag gcc 4 8 0 

Hi s Gin Pro I l e Se r Pro Arg Thr Leu Asn Al a T rp Val Lys Va l Val Glu Glu Lys Al a 

1 4 5 150 155 1 60 

 

tt c a gc ccc gag gtg at c ccc atg t tc agc gcc ct g agc gag ggc gcc acc cot cag gac 5 4 0 
 

Phe Se r Pro Glu Va l I l e Pro Met Phe S e r Al a Leu Se r Glu Gl y Al a Thr Pro Gin Asp 
 

 

1 6 5 17 0 175 18 0 
 

ctg aac acc at g ct g a ac acc gtg ggc ggc ca c cag gcc gcc at g cag at c ct g aag gac 6 0 0 

L eu Asn Thr Met Leu Asn Thr Val Gly Gl y Hi s Gin Al a Al a Met Gi n I le Leu Lys Asp 

1 8 5 1 90 1 95 200  

 

acc at c aac gag gag gcc gcc gag tgg gac agg ct g cac ccc gt g cac gcc ggc ccc at c 6 6 0  

Thr I l e As n Glu Glu Ala Al a Glu T rp Asp Arg Leu Hi s Pro Va l Hi s Al a Gl y Pro I l e 
 

2 0 5 2 1 0 2 15 22 0 

gcc coo ggc cag at g agg gag ccc agg ggc a go gac atc gcc ggc acc a cc ago aac ct g 7 2 0 

Al a Pro Gl y Gin Met Arg Glu Pro Arg Gl y Ser Asp I l e Al a Gl y Thr Thr S er Asn Leu 

2 2 5 2 30 2 35 2 4 0 

 
 

 

 

 

 

 

cag gag cag at c gcc tgg atg acc ago aac cca coo gtg ccc gtg ggc gac atc tac aag 7 8 0 

G in Glu Gin I l e Al a T rp Met Thr S e r As n Pro Pro Va l Pro Va l Gl y Asp I l e Tyr Lys 

2 4 5 250 255 2 60 

agg tgg at c atc ctg ggt tta aa c aag at c gtg agg atg t ac ago ccc acc ago at c ct g 8 4 0 

 

 

 

 

 

 

Arg T rp I l e I l e Leu Gl y Leu As n Lys I l e Val Arg Met Tyr S e r Pro Thr S e r I l e Leu  

 

 

2 6 5 27 0 27 5 2 80 
 

 

 

 

 

 

gac atc aag cag ggc ccc aag gag ccc ttc agg gac tac gt g gac agg tt c t t c aag acc 9 0 0 

 

 

 

 

Asp I l e Lys Gin Gl y Pro Lys Glu Pro Phe Arg Asp Tyr Val Asp Arg Phe Phe Lys Thr 
 

285 290 295 300 

ctg agg gcc gag cag gcc acc cag ggc gtg aag aac tgg atg acc gac acc ctg ctg gtg960 

Leu Arg Ala Glu Gin Ala Thr Gin Gly Val Lys Asn Trp Met Thr Asp Thr Leu Leu Val 

305 310 315 320 

cag aac gcc aac coo gac tgc aag acc atc ctg agg gcc ctg ggc coo ggc gcc ago atc1020 

Gin Asn Ala Asn Pro Asp Cys Lys Thr Ile Leu Arg Ala Leu Gly Pro Gly Ala Ser Ile 

325 330 335 340 

gag gag atg atg acc gcc tgc cag ggc gtg ggc ggc ccc ago cac aag gcc aag gtg ctg1080 

Glu Glu Met Met Thr Ala Cys Gin Gly Val Gly Gly Pro Ser His Lys Ala Lys Val Leu 

345 350 355 360 

gcc gag gcc atg ago cag acc aac ago gcc atc ctg atg cag agg ago aac ttc aag ggc1140 

Ala Glu Ala Met Ser Gin Thr Asn Set Ala Ile Leu Met Gin Arg Ser Asn Phe Lys Gly 

365 370 375 380 

ago aag agg atc gtg aag tgc ttc aac tgc ggc aag gag ggc cac atc gcc agg aac tgc1200 

Set Lys Arg Ile Val Lys Cys Phe Asn Cys Gly Lys Glu Gly His Ile Ala Arg Asn Cys 

385 390 395 400 

agg gcc coo agg aag aag ggc tgc tgg aag tgc ggc aag gag ggc cac cag atg aag gac1260 

Arg Ala Pro Arg Lys Lys Gly Cys Trp Lys Cys Gly Lys Glu Gly His Gin Met Lys Asp 

405 410 415 420 

tgc acc gag agg cag gcc aac ttc ctg ggc aag atc tgg ccc ago cac aag ggc ggc 0001320 
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Cys Thr Glu Arg Gin Ala Asn Phe Leu Gly Lys Ile Trp Pro Ser His Lys Gly Gly Pro 

425 430 435 440 

ggc aac ttc ctg cag aac agg ccc gag ccc acc gcc ccc ccc gag gag agc ttc agg ttc1380 

Gly Asn Phe Leu Gin Asn Arg Pro Glu Pro Thr Ala Pro Pro Glu Glu Ser Phe Arg Phe 

445 450 455 460 

gag gag gag acc acc acc ccc agc cag aag cag gag ccc atc gac aag gag ctg tac ccc1440 

Glu Glu Glu Thr Thr Thr Pro Ser Gin Lys Gin Glu Pro Ile Asp Lys Glu Leu Tyr Pro 

465 470 475 480 

ctg acc ago ctg aag agc ctg ttc ggc aac gac ccc agc agc cag gaa ttc ttc agg gag1500 

Leu Thr Ser Leu Lys Ser Leu Phe Gly Asn Asp Pro Ser Ser Gin Glu Phe Phe Arg Glu 

485 490 495 500 

aac ctg gcc ctg ccc cag ggc agg gcc agg gag ttc agc ago gag cag acc agg gcc aac1560 

Asn Leu Ala Leu Pro Gin Gly Arg Ala Arg Glu Phe Ser Ser Glu Gin Thr Arg Ala Asn 

505 510 515 520 

ago ccc acc agg ggc gag ctg cag gtg tgg ggc agg gac aac aac ago atc ago gag gcc1620 

Ser Pro Thr Arg Gly Glu Leu Gin Val Trp Gly Arg Asp Asn Asn Ser Ile Ser Glu Ala 

525 530 535 540 

ggc gcc aac agg cag ggc acc atc ago ttc aac ttc coo cag atc acc ctg tgg cag agg1680 

Gly Ala Asn Arg Gin Gly Thr Ile Ser Phe Asn Phe Pro Gin Ile Thr Leu Trp Gin Arg 

545 550 555 560 

coo ctg gtg acc atc aag atc ggc ggc cag ctg aag gag gcc ctg ctg aac acc ggc gcc1740 

Pro Leu Val Thr Ile Lys Ile Gly Gly Gin Leu Lys Glu Ala Leu Leu Asn Thr Gly Ala 

565 570 575 580 

ggc gac acc gtg ctg gag gac ctg aac ctg ccc ggc aag tgg aag coo aag atg atc ggc1800 

Gly Asp Thr Val Leu Glu Asp Leu Asn Leu Pro Gly Lys Trp Lys Pro Lys Met Ile Gly 

585 590 595 600 

ggc atc ggc ggc ttc atc aag gtg agg cag tac gag cag atc ccc atc gag atc tgc ggc1860 

Gly Ile Gly Gly Phe Ile Lys Val Arg Gin Tyr Glu Gin Ile Pro Ile Glu Ile Cys Gly 

605 610 615 620 

 

 

 

 

 

 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

cac aag gcc atc ggc acc gtg ctg gtg ggc coo acc coo gtg aac atc atc ggc agg aac1920
  

 

His Lys Ala Ile Gly Thr Val Leu Val Gly Pro Thr Pro Val Asn Ile Ile Gly Arg Asn 

625 630 635 640 .  

ctg ctg acc cag ctg ggc tgc acc ctg aac ttc coo atc ago ccc atc gag acc gtg ccc1980 

Leu Leu Thr Gin Leu Gly Cys Thr Leu Asn Phe Pro Ile Ser Pro Ile Glu Thr Val Pro 

645 650 655 660 

gtg aag ctg aag coo ggc atg gac ggc ccc aag gtg aag cag tgg coo ctg acc gag gag2040 

Val Lys Leu Lys Pro Gly Met Asp Gly Pro Lys Val Lys Gin Trp Pro Leu Thr Glu Glu 

665 670 675 680 

aag atc aag gcc ctg acc gcc atc tgc gac gag atg gag aag gag ggc aag atc acc aag2100 

Lys Ile Lys Ala Leu Thr Ala Ile Cys Asp Glu Met Glu Lys Glu Gly Lys Ile Thr Lys 

685 690 695 700 

atc ggc ccc gag aac ccc tac aac acc ccc atc ttc goo atc aag aag aag gac ago acc2160 

Ile Gly Pro Glu Asn Pro Tyr Asn Thr Pro Ile Phe Ala Ile Lys Lys Lys Asp Ser Thr 

705 710 715 720 

aag tgg agg aag ctg gtg gac ttc agg gag ctg aac aag agg acc cag gac ttc tgg gag2220 

Lys Trp Arg Lys Leu Val Asp Phe Arg Glu Leu Asn Lys Arg Thr Gin Asp Phe Trp Glu 

725 730 735 740 

gtg cag ctg ggc atc coo cac coo gcc ggc ctg aag aag aag aag ago gtg acc gtg ctg2280 

Val Gin Leu Gly Ile Pro His Pro Ala Gly Leu Lys Lys Lys Lys Ser Val Thr Val Leu 

745 750 755 760 
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gac gtg ggc gac gcc tac ttc agc atc coo ctg tac gag gac ttc agg aag tac acc gcc2340 

Asp Val Gly Asp Ala Tyr Phe Ser Ile Pro Leu Tyr Glu Asp Phe Arg Lys Tyr Thr Ala 

765 770 775 780 

ttc acc atc coo agc agg aac aac gag acc ccc ggc atc ago tac cag tac aac gtg ctg2400 

Phe Thr Ile Pro Ser Arg Asn Asn Glu Thr Pro Gly Ile Ser Tyr Gin Tyr Asn Val Leu 

785 790 795 800 

ccc cag ggc tgg aag ggc agc ctc gcc atc ttc cag agc ago atg acc atc gag gag ctg2460 

Pro Gin Gly Trp Lys Gly Ser Leu Ala Ile Phe Gin Ser Ser Met Thr Ile Glu Glu Leu 

8 0 5 8 1 0 8 15 82 0 

at c tac agc aag aag agg c ag gag at c ct g gac ctg t gg gtg tac cac acc cag ggc t ac2 5 2 0 

I l e Tyr S e r Lys Lys Arg Gin Glu I l e Leu Asp Leu Trp Val Tyr Hi s Thr Gin Gl y Tyr 

8 2 5 8 3 0 8 35 8 4 0 

tt c ccc gac tgg cac aac tac acc ccc ggc ccc ggc gtg agg ttc ccc ct g acc tt c ggc2 5 8 0 

Phe Pro Asp T rp Hi s Asn T yr Thr Pro Gl y Pro Gl y Va l Arg Phe Pro Leu Thr Phe Gl y 

8 4 5 850 8 55 8 60 

t gg t gc t t c aa g ct g gt g coo gt g ga c coo agg gag gtg gag gag gcc aac gag ggc gag2 6 4 0 

T rp Cys Phe Lys Leu Va l Pro Va l Asp Pro Arg Glu Val Glu Glu Ala Asn Glu Gl y Glu 

8 6 5 87 0 87 5 8 80 

gac aac t gc ct g ct g cac ccc gt g t gc cag ca c ggc at g gag gac gac cac agg gag gtg2 7 0 0 

Asp Asn Cys Leu Leu Hi s Pro Va l Cys Gin Hi s Gl y Met Glu Asp Asp Hi s Arg Glu Val 

8 8 5 8 90 8 95 900 

ct g aag t gg aag tt c gac ago cag ct g goo cac agg cac agg goo agg gag ct g cac ccc2 7 6 0 

Leu Lys T rp Lys Phe Asp Se r Gin Leu Al a Hi s Arg Hi s Arg Ala Arg Glu Leu Hi s Pro 

9 0 5 91 0 915 920 

gag tt c t ac aag gac tgc at g ggc ggc aag tgg a go aag ago ago atc gt g ggc t gg ccc2 8 2 0 

G lu Phe T yr Lys Asp Cys Met Gl y Gl y Lys T rp Se r Lys S e r S e t I le Va l Gl y T rp Pro 

9 2 5 93 0 935 94 0 

goo at c a gg gag agg at g agg agg acc gag ccc goo goo gac ggc gtg ggc goo gt g agc2 8 8 0 

Al a I l e Arg Glu Arg Met Arg Arg Thr Glu Pro Al a Al a Asp Gl y Va l Gl y Al a Va l S e r 

9 4 5 950 955 9 60 

 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

 

 

 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

agg gac ct g gag aag cac ggc goo at c acc ago ago aac acc goo goo acc aac gag gac2 9 4 0 

Arg Asp Leu Glu Lys Hi s Gl y Al a I l e Thr Se t Se t Asn Thr Ala Ala Thr As n Glu Asp 

9 6 5 97 0 97 5 98 0 

 
 

 

 
 

 
 

tgc goo tgg ctg gag goo cag gag gag ggc gag gtg ggc ttc ccc gtg agg ccc cag gtg3000 

Cys Ala Trp Leu Glu Ala Gin Glu Glu Gly Glu Val Gly Phe Pro Val Arg Pro Gin Val 

985 990 995 1000 

ccc ctg agg ccc atg acc tac aag ggc goo gtg gac ctg ago ttc ttc ctg aag gag aag3060 

Pro Leu Arg Pro Met Thr Tyr Lys Gly Ala Val Asp Leu Ser Phe Phe Leu Lys Glu Lys 

1005 1010 1015 1020 

ggc ggc ctg gag ggc ctg agg cag cac ctg ctg agg tgg ggc ttc acc acc ccc gac aag3120 

Gly Gly Leu Glu Gly Leu Arg Gin His Leu Leu Arg Trp Gly Phe Thr Thr Pro Asp Lys 

1025 1030 1035 1040 

aag cac cag aag gag ccc coo ttc ctg tgg atg ggc tac gag ctg cac ccc gac aag tgg3180 

Lys His Gin Lys Glu Pro Pro Phe Leu Trp Met Gly Tyr Glu Leu His Pro Asp Lys Trp 

1045 1050 1055 1060 

acc gtg cag ccc acc cag ctg ccc gag aag gat ago tgg acc gtg aac gac atc cag aag3240 

Thr Val Gin Pro Thr Gin Leu Pro Glu Lys Asp Set Trp Thr Val Asn Asp Ile Gin Lys 

1065 1070 1075 1080 

ctg gtg ggc aag ctg aac tgg goo ago cag atc tac ccc ggc atc aag gtg agg cag ctg3300 

Leu Val Gly Lys Leu Asn Trp Ala Set Gin Ile Tyr Pro Gly Ile Lys Val Arg Gin Leu 

1085 1090 1095 1100 

62 

 

 



tgc aag ctg ctg agg ggc gcc aag gcc ctg acc gac atc gtg ccc ctg acc gag gag gcc3360 

Cys Lys Leu Leu Arg Gly Ala Lys Ala Leu Thr Asp Ile Val Pro Leu Thr Glu Glu Ala 

1105 1110 1115 1120 

gag ctg gag ctg gcc gag aac agg gag atc ctg aag gag ccc gtg cac ggc gtg tac tac3420 

Glu Leu Glu Leu Ala Glu Asn Arg Glu Ile Leu Lys Glu Pro Val His Gly Val Tyr Tyr 

1125 1130 1135 1140 

gac ccc agc aag gac ctg atc gcc gag atc cag aag cag ggc cag gag cag tgg acc tac3480 

Asp Pro Sat Lys Asp Leu Ile Ala Glu Ile Gin Lys Gin Gly Gln Glu Gln Trp Thr Tyr 

1145 1150 1155 1160 

cag atc tac cag gag ccc ttc aag aac ctg aag acc ggc aag tac gcc aag atg agg acc3540 

Gin Ile Tyr Gin Glu Pro Phe Lys Asn Leu Lys Thr Gly Lys Tyr Ala Lys Met Arg Thr 

1165 1170 1175 1180 

gcc cac acc aac gac gtg aag cag ctg acc gag gcc gtg cag aag atc gcc atg gag ggc3600 

Ala His Thr Asn Asp Val Lys Gln Leu Thr Glu Ala Val Gln Lys Ile Ala Met Glu Gly 

1185 1190 1195 1200 

 

 

 

atc gtg atc tgg ggc aag acc ccc aag ttc agg ctg ccc atc cag aag gag acc tgg gag3660  

Ile Val Ile Trp Gly Lys Thr Pro Lys Phe Arg Leu Pro Ile Gin Lys Glu Thr Trp Glu
 •••  

1 2 0 5 12 1 0 12 15 122 0 

a cc tgg tgg acc gac tac t gg cag gcc acc tgg at c ccc gag tgg gag ttc gtg aac acc 3 7 2 0 

Thr T rp T rp Thr Asp Tyr T rp Gin Al a Thr T rp I l e Pro Glu T rp Glu Phe Val Asn Thr 

1 2 2 5 123 0 1235 12 4 0 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 cct ccc ctg gtg aag ctg tgg tat cag ctg gag aag gac ccc atc gtg ggc gtg gag acc3780 

Pro Pro Leu Val Lys Leu Trp Tyr Gln Leu Glu Lys Asp Pro Ile Val Gly Val Glu Thr 

1245 1250 1255 1260 

ttc tac gtg gac ggc gcc gcc aac agg gag acc aag atc ggc aag gcc ggc tac gtg acc3840 

Phe Tyr Val Asp Gly Ala Ala Asn Arg Glu Thr Lys Ile Gly Lys Ala Gly Tyr Val Thr 

1265 1270 1275 1280 

gac agg ggc agg aag aag atc gtg ago ctg acc gag acc acc aac cag aag acc gag ctg3900 

Asp Arg Gly Arg Lys Lys Ile Val Ser Leu Thr Glu Thr Thr Asn Gin Lys Thr Glu Leu 

1285 1290 1295 1300 

cag gcc atc tgc atc gcc ctg cag gac ago ggc ago gag gtg aac atc gtg acc gac agc3960 

Gin Ala Ile Cys Ile Ala Leu Gin Asp Ser Gly Ser Glu Val Asn Ile Val Thr Asp Set 

1305 1310 1315 1320 

cag tac gcc ctg ggc atc atc cag gcc cag coo gac aag ago gag ago gag ctg gtg aac4020 

Gin Tyr Ala Leu Gly Ile Ile Gin Ala Gin Pro Asp Lys Ser Glu Set Glu Leu Val Asn 

1325 1330 1335 1340 

cag atc atc gag cag ctg atg aag aag gag agg gtg tac ctg ago tgg gtg ccc gcc cac4080 

Gin Ile Ile Glu Gin Leu Met Lys Lys Glu Arg Val Tyr Leu Ser Trp Val Pro Ala His 

1345 1350 1355 1360 

aag ggc atc ggc ggc aac gag cag gtg gac aag ctg gtg ago ago ggc atc agg aag gtg4140 

Lys Gly Ile Gly Gly Asn Glu Gin Val Asp Lys Leu Val Ser Set Gly Ile Arg Lys Val 

1365 1370 1375 1380 

ctg aag acc ctg gag ccc ttc agg aag cag aac ccc ggc atc gtg atc tac cag tac atg4200 

Leu Lys Thr Leu Glu Pro Phe Arg Lys Gin Asn Pro Gly Ile Val Ile Tyr Gin Tyr Met 

1385 1390 1395 1400 

gac gac ctg tac gtg ggc ago gac ctg gag atc ggc cag cac agg acc aag taa 

Asp Asp Leu Tyr Val Gly Set Asp Leu Glu Ile Gly Gin His Arg Thr Lys * 

1405 1410 1415 
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<210> 19 

<211> 6907 

<212> ADN 

<213> Secuencia artificial quimerica 

<220> 

<221> Inserto del MVA-B 

<220> 

<221> Secuencia flanqueante izquierda de TK 

<222> 1..502 

<223> Tkl, 

<220> 

<221> Secuencia complementaria a secuencia codificante 

<222> 537..4517 

<223> gagpolnef-IIIB 

<220> 

<221> Secuencia complementaria de promotor 

<222> 4527..4565 

<223> pE/L para gagpolnef-IIIB 

<220> 

<221> Promotor 

<222> 4580..4618 

<223> pE/L para gp120-BX08 

<220> 

<221> Secuencia codificante 

<222> CDS: 4628..6109 

<223> gp120-BX08 

<220> 

<221> Secuencia flanqueante derecha de TK 

<222> 6216..6907 

<223> TkR 

<400> 19 

a a gct t t t gc gat caat aaa t gga t ca c a a c ca gt a t ct c t t aa cgat gt t ct t cgcaga 6 0 

t ga t gat t ca t t t t t t aagt at t t ggct a g t ca a gat ga t gaat ct t cat t at ct gat at 1 2 0 

a t t gca aat c a ct caat at c t a ga ct t t ct gt t a t t at t a t t at t gat cc a at caaaaaa 1 8 0 

t a a at t aga a gc cgt gggt c at t gt t atga at ct ct t t ca gaggaat a ca ga caat t ga c 2 4 0 

a a a a t t caca ga ct ct caag at t t t a a a a a a ct gt t t aa c aaggt ccct a t t gt t a caga 3 0 0 

t gga a gggt c aaa ct t aat a a a gga t at t t gt t cga ct t t gt gat t a gt t t gat gcgat t 3 6 0 

c a a a aaaga a t c ct ct ct ag ct a cca ccgc a a t a ga t cct at t aga t a c a t agat c ct cg 4 2 0 

t cgcgat at c gcat t t t ct a a cgt gat gga t at at t aaag t cga at a a a g t gaa ca at aa 4 8 0 

t t a a t t ct t t a t t gt cat ca t gggt a cca a ggcgcggat c c c cgggt a cc gagct ct t a c 5 4 0 

c a ca ggaat g ggggct cct t c t ggt gct t c t t gt cggggg t ggt ca ggcc c ca c ct cagc 6 0 0 

a ggt gct gc c t ca gct cct c gat ct t ggt c ct gt gct ggc cgat ct cca g gt cgct gc c c 6 6 0 

a cgt a caggt cgt ccat gt a ct ga t a gat c a cga t gt cgg ggt t ct gct t ct t gaagggc 7 2 0 

t cca ggat ct t t gt cat gct gct ct gga a g a t ggcggggc t gccct t cca gcc ct ggggc 7 8 0 

agca cgt t gt a ct ggt a gcg gat gccgggg gt ct cgt t gt t gat gct ggg gat ggt gaa g 8 4 0 

g cgct ggc ca cga t ct cct t a gccacca cg ggaggcaggt t ga a gt cgct a gccat agc c 9 0 0 

c t cca gt t gc t gt ggt a ct t c t cgt gct cg t cct gggc ct t gt cga t gcc gt c cagga a c 9 6 0 

a gga t ct t cc t ga t gc c ggc gct ca cca gc t t gt c ca c ct gct cgt t gcc gccgat gccc 1 0 2 0 

t t gt gggcgg gca cc caggc ca ggt a ca cc t t ct c ct t ct t gat ca gct g c t cgat ga t c 1 0 8 0 

t ggt t cacca gct cgct ct c gct ct t gt cg ggct gggc ct ggat ga t gcc ca gggcgt a c 1 1 4 0 

t ggct gt cgg t ca cgat gt t ca c ct cca gg cct gagt cct gca gggcca g g t a gat agc c 1 2 0 0 

t gca gct cgg t ct t ct ggt t ggt ggt gt t g g t caggggca cca cct t ct g gcggccct t g 1 2 6 0 

t t ggt cacgt a gccggcct t gc c ca gct t g g t ct c cct gt t ggcggcgcc gt cca cgt a g 1 3 2 0 
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aa ggt ct cgg cgccca cgat gggct cct t c t cca gct gat a cca cagct t c a cca gggga 1 3 8 0 

ggggt gt t ca cga a ct cc ca ct cggga a t c caggt ggc ct gcca gt a ct c ggt cca ccag 1 4 4 0 

gt ct cc ca gg t ct cct t ct g g at gggca gc t t ga a ct t ag g a gt ct t gcc cca ga t ca cg 1 5 0 0 

at gct ct cgg t ggt gat ct t ct gca cggcc t cggt cagct gct t cacgt c gt t ggt gt gg 1 5 6 0 

gcgccgcgca t gcgggcgt a ct t gccggt c t t ca ggt t ct t ga a gggct c ct ggt a gat c 1 6 2 0 

t ggt a ggt cc a ct ggccct g gccct gct t c t ggat ct cgg cgat ca ggt c c t t gct gggg 1 6 8 0 

t cgt agt a ca cgccgt gca c gggct cct t c a gga t ct cc c t gt t ct cggc cagct c ca gc 1 7 4 0 

t cggcct cct cggt ca gggg g at ca cct cg g t ca gagcct t t gt gcccct c agcagct t g 1 8 0 0 

ca ca gct gcc t ca cct t gat gccggggt a g a t ct ggct gg ccca gt t ca g c t t gc cca cc 1 8 6 0 

agct t ct ga a t gt cgt t ca c ggt cca gct g t cct t ct cgg gcagca cgat gggct g ca cg 1 9 2 0 

gt cca ct t gt cggggt gca g ct cgt a gccc a t ccacagga a t ggt a ct t g a ggt gt ga ct 1 9 8 0 

ggaa a a ccca cct cc t cct c ct ct t gt gct t ct a gc cagg c a caa t ca gc a t t gt t agct 2 0 4 0 

gct gt gt t gc t a ct t gt gat t gct cca t gt t t t t ct aggt ct cga ga t gc t gct ccca c c 2 1 0 0 

c cat ct gct g ct ggct cagc t cgt ct cat t c t t t c c ct t a c a gca ggcca t cca a cca ca 2 1 6 0 

ct a ct t t t t g a cca ct t gc c a cccat cct t gga t caggga a gt a gcct t g t gt gt ggt ag 2 2 2 0 

at c ca caga t c a agga t a t c t t gt ct t cgt t gggagt gaa t t a gccct t c c a gt cccc c c 2 2 8 0 

t t t t ct t t t a a a a a gt ggct a a ga t ct a ca gct gcct t gt a a gt ca t t gg t ct t a a a ggg 2 3 4 0 

gt at a ct t cc t ga a gt cct c gt cca ggggc a cgct gaagt aggcgt cgc c c a cgt ccagc 2 4 0 0 

a cggt ca cgc t ct t ct t ct t ct t ca ggccg gcggggt ggg gga t gccca g ct gca cct c c 2 4 6 0 

ca ga a gt cct gggt cct ct t g t t ca gct cc c t ga agt c ca ccagct t cct cca c t t ggt g 2 5 2 0 

ct gt cct t ct t ct t ga t ggc g a a ca cgggg g t gt t gt agg ggt t ct c ggg gccgat ct t g 2 5 8 0 

ct gat ct t gc cct cct t ct c c at ct cggt g c a ga t ct c ca cca gggcct t g at ct t ct cc 2 6 4 0 

t cggt caggg gcca ct gct t c a cct t a ggg ccgt c cat gc cgggct t cag ct t ca cgggc 2 7 0 0 

a cggt ct cga t ggggct gat ggggaa gt t c a gggt gcagc cga t ct gggt c agcaggt t c 2 7 6 0 

ct gccga t ga t gt t ca cagg t gt a ggt ccc a cca gca cgg t gccgat ggc ct t gt ggccg 2 8 2 0 

ca ga t ct cga t cagga t ct g gt cgt act gc c t ca c ct t ga t ga a gccgc c g at gc cgc cg 2 8 8 0 

at cat ct t gg gct t cca c ct gccgggca gg c t ca t ct c ct cca gca cggt gt cgt cggcg 2 9 4 0 

c cggt ggc ca gcagggcct c c t t ca gct gg cca ccgat ct t t at t gt ga c g aggggt cgt 3 0 0 0 

t gccaa a gag t gat ct gagg ga agt t a a a g g a t a cagt t c ct t gt ct at c ggct c ct gct 3 0 6 0 

t ct ga ggggg agt t gt t gt c t ct a c ccca g a cct gaagct ct ct t ct ggt ggggct gt t g 3 1 2 0 

gct ct ggt ct gct ct ga aga a a t ggt gggg ct gt t ggct c t ggt ct gct c t gaagaaa a t 3 1 8 0 

t ccct ggc ct t cc ct t gt ag g a a ggcca ga t ct t c c ct aa a at t a gcct g c ct ct cggt g 3 2 4 0 

c a gt c ct t ca t ct ggt ggcc c t cct t gccg c a ct t c cagc agccct t ct t c ct gggggcg 3 3 0 0 

c ggca gt t c c t ggcggt gt g gccct cct t g ccgcagt t ga a gcact t ca c c at ct t c ct c 3 3 6 0 

t ggt t cct ga agt t gccc ct c t g cat ca t g a t ggt ggcgg t gt t ggt ca c ct ggct ca t g 3 4 2 0 

gcct cgg c ca gca ccct ggc c t t gt ggccg gggccgc c ca cgccct ggca ggcggt cat c 3 4 8 0 

a t ct c ct c ca gggt ggcggc gggt c c cagg gcct t ca gga t ggt ct t gca gt cggggt t g 3 5 4 0 

gcgt t ct gca c cagca gggt c t cggt cat c cagt t ct t ca cct c ct ggct ggc ct g ct c g 3 6 0 0 

gcg cgcaggg t ct t gt aga a c ct gt c cacg t agt c cct ga a gggct ct t t ggggc c ct gc 3 6 6 0 

ct gat at c ca ggat gct ggt ggggct gt a c a t cct ca cga t ct t gt t cag g c c caggat g 3 7 2 0 

a t c ca c ct ct t gt a ga t t t c gcc ca cgggg a t gggggggt t gt t ggt cat cca gc cgat c 3 7 8 0 

t gct cct gca gggt gct ggt ggt gc cggcg a t gt cgct gc cgcggggct c c ct cat ct gg 3 8 4 0 

c cgggggcga t ggggc cggc gt gca cgggg t gca c cct gt cc ca ct cggc ggcct c ct cg 3 9 0 0 

t t gat ggt ct cct t cagca t c t gcat ggcg gc ct ggt ggc cgc cca cggt gt t cagcat g 3 9 6 0 

gt gt t ca ggt cct ggggggt ggct c c ct cg c t ca gggcgc t gaaca t ggg g at ca c ct cg 4 0 2 0 

gggct ga a gg cct t ct c ct c cac ca c ct t c a c c ca ggcgt t cagggt cct ggggct ga t g 4 0 8 0 

gc ct ggt gca cca t ct ggcc ct ggat gt t c t gca cgat gg ggt agt t ct g gct ca cct gg 4 1 4 0 

ct gct gt ggc cggt gt cggc ggcggc ct gc t gggcct t ct t ct t ggact t gt t ct gct cc 4 2 0 0 

t cct cga t ct t gt c cagggc ct cct t ggt g t c ct t gat ct cgat c ct ct g gt gca cgcag 4 2 6 0 

t a cagggt gg c ca cggt gt t gt a ca ggct c c t ca gct cct cgct gc cggt c t gcaggct g 4 3 2 0 

ggct gca gct ggcc ca ggat ct gcct gcag c cct cgct gg t ct ccagca g gccggggt t c 4 3 8 0 

a cggcgaa cc t ct cca gct c cct gct ggcc c a ca cga t gt gct t cagct t a t a ct t ct t c 4 4 4 0 

t t gc cgc cgg gcct ca gc ct g at ct t ct cc c a cct gt cca gct cgc cgcc gct ca gcacg 4 5 0 0 

ct ggc c ct gg cggcca t g ct cga gt ct at t t at at t c caa aa a a aaaaaa t a a a at t t ca 4 5 6 0 

at t t t t gt cg a ca a gct t aa a a at t ga a at t t t at t t t t t t t t t t t ggaa t a t a a a t aag 4 6 2 0 

ct cga gca t g gaccgcgc ca a gct gct gct gct gct gct g c t gct gct gc t gc cccaggc 4 6 8 0 

c caggc cgct a gcga ccgcc t gt gggt ga c a gt gt a ct a c ggcgt gcc cg t gt ggaagga 4 7 4 0 

cgc ca c ca cc a ccct gt t ct gcgc ct ccga cgccaaggc c t a cga ca ccg aggt gca caa 4 8 0 0 

cgt gt gggcc a ccca cgcct gcgt gccca c cga cc ccaa c c ccca ggagg t ggt gct ggg 4 8 6 0 

caa cgt ga cc gagaa ct t ca a cat gggca a gaa caa cat g gt gga gca ga t gca cgagga 4 9 2 0 
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ca t ca t cagc c t gt ggga c c agt c cct ga a gc c ct gcgt g a agct ga c c c cc ct gt gc gt 4 9 8 0 

g a ccct gaa c t gcacc a a gc t ga agaa cag ca c cga ca cc aa ca a ca ccc gct ggggca c 5 0 4 0 

c c a gga gat g a a gaa ct gct cct t caa cat ca g ca c ct cc g t gcgga a ca a gat ga aga g 5 1 0 0 

aga gt a cgc c c t gt t ct a ct ccct gga cat cgt gc c cat c ga ca a cga ca a ca cca gct a 5 1 6 0 

c cgcct gagg t cct gcaa ca cct ccat cat ca cc caggc c t gcccca a gg t ga gct t cga 5 2 2 0 

g c ccat c c c c at cca ct t ct gcgcccccgc cggct t cgcc at c ct ga a gt gcaa caa ca a 5 2 8 0 

ga cct t caa c ggca ccggcc c ct gca cca a cgt ga gcacc gt gca gt gca ccca cggcat 5 3 4 0 

c cgc cccgt g gt gt cca c cc agct gct gct gaa cggca gc ct ggccgagg aggaggt ggt 5 4 0 0 

gat c cggt cc gaga a ct t ca c caa ca a cgc caa ga cca t c at cgt gcagc t gaa cgagag 5 4 6 0 

cgt ggagat c aa ct gca cca ga ccca a ca a caa ca cca gg aagt c cat c c a cat cggc c c 5 5 2 0 

cggc cgcgcc t t ct a cacca c cggcga cat ca t cggcga c a t ccggcagg ccca ct gca a 5 5 8 0 

c a t ct c ca ga a c caa ct gga c caa ca ccc t gaagagggt g gccga ga a gc t g cgcgaga a 5 6 4 0 

g t t caaca a c a c ca cca t cg t gt t ca a cca ga gcagcggc ggcga ccccg agat cgt gat 5 7 0 0 

gca ct cct t c aa ct gcggcg gcgagt t ct t c t a ct gcaa c a cca ccca gc t gt t caa ct c 5 7 6 0 

c a c ct gga a c ga ga c ca a ca gcgagggc aa cat ca c ct cc ggca cca t ca ccct gc c ct g 5 8 2 0 

ccgga t caa g ca gat cat ca a ca t gt ggca gga ggt gggc a a ggcca t gt a cgccc c cc c 5 8 8 0 

c at cggcggc ca ga t ca agt gcct gt c caa ca t ca ccgg c ct gct gct ga cca ga ga cgg 5 9 4 0 

cggct ccga c aa ca gca gca gcggcaagga ga t ct t c cgc c c cggcggcg gc ga ca t ga g 6 0 0 0 

gga c aa ct gg cgct c cgagc t gt a caagt a ca a ggt ggt g aagat cgagc ccct gggca t 6 0 6 0 

cgccccca cc aaggc caaga ggagggt ggt gca gcgcga g aagcgct gat aat a gggat c 6 1 2 0 

cgcgcca a a t t t aa at gat c ct gat c ct t t t t ct gggt aa gt aat a cgt c a aggaga a a a 6 1 8 0 

cgaaa cgat c t gt a gt t a gc ggccgcct a a t t a a ct a a t a t t at at t t t t t at ct a a aa a 6 2 4 0 

a ct aaaaat a a a cat t ga t t aaat t t t a a t a t a a t a ct t a aaa at ggat g t t gt gt cgt t 6 3 0 0 

a gat aaa c cg t t t at gt a t t t t gagga a at t gat a at ga g t t agat t a cg aac cagaaag 6 3 6 0 

t gcaaat gag g t cgc a a a aa aa ct gccgt a t caa gga ca g t t a a a a ct at t a ct aggaga 6 4 2 0 

a t t at t t t t t c t t a gt a a gt t a cagcga ca cggt at at t a ga t ggt gcca ccgt a gt gt a 6 4 8 0 

t a t aggat cg gct c ct ggt a ca cat at a cg t t at t t ga ga ga t ca t t t ct a t a a t t t a gg 6 5 4 0 

a a t gat t at c a a a t ggat gc t aat t ga cgg a cgc cat cat ga t cct a t t c t a a a t ggat t 6 6 0 0 

gcgt gat gt g a ct ct a gt ga c t cggt t cgt t gat gaggaa t at ct a cga t cca t caaaa a 6 6 6 0 

a caa ct gcat cct t ct a a ga t t a t t t t aat t t ct gat gt a a gat cca a a c ga gga gga aa 6 7 2 0 

t ga acct a gt a cggcggat t t a ct aagt aa t t a cgct ct a ca a a at gt ca t gat t a gt a t 6 7 8 0 

t t t aa a cccc gt ggcat ct a gt ct t aaat g ga ga t gc c cg t t t c ca gat c a at gga t ca a 6 8 4 0 

gga ct t t t a t a t ccca ca cg gt a at aaaat gt t a caa c ct t t t gct c ct t ca t a t t ca gg 6 9 0 0 

gga at t c 6 9 0 7 

<210> 20 

<211> 7347 

<212> ADN 

<213> Secuencia artificial quimerica 

<220> 

<221> Inserto del MVA-C 

<220> 

<221> Secuencia flanqueante izquierda de TK 

<222> 1..502 

<223> Tki, 

<220> 

<221> Secuencia complementaria a secuencia codificante 

<222> 647..2143 

<223> gp120-C 

<220> 

<221> Secuencia complementaria de promotor 

<222> 2153..2191 

<223> pE/L para gp120-C 

<220> 

<221> Promotor 
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<222> 2206..2244 

<223> pE/L para gp120-C 

<220> 

<221> Secuencia codificante 

<222> CDS: 2254..6507 

<223> gagpolnef-C 

<220> 

<221> Secuencia flanqueante derecha de TK 

<222> 6656..7347 

<223> TkR 

<400> 20 

aa gct t t t gc gat caat aaa t gga t ca ca a c cagt at ct c t t a a cgat gt t ct t cgca ga 6 0 

t gat gat t ca t t t t t t aagt at t t ggct a g t caagat gat ga a t ct t cat t a t ct ga t at 1 2 0 

a t t gca a a t c a ct caat a t c t a ga ct t t ct gt t at t at t a t t a t t gat c c aat ca a a a a a 1 8 0 

t a a at t a ga a gc cgt gggt c at t gt t at ga at ct ct t t ca gaggaat a ca ga caa t t ga c 2 4 0 

aa aat t ca ca ga ct ct ca ag a t t t t a a a a a a ct gt t t a a c aaggt c c ct a t t gt t aca ga 3 0 0 

t ggaagggt c aaa ct t a at a a aggat a t t t gt t cga ct t t gt ga t t agt t t gat gcgat t 3 6 0 

c a a aaa a ga a t cct ct ct a g c t ac caccgc a at a gat cct at t agat a ca t a ga t c ct cg 4 2 0 

t cgcgat at c gcat t t t ct a a cgt gat gga t at at t a a a g t cgaat a a ag t ga a ca at a a 4 8 0 

t t aat t c t t t a t t gt ca t ca t gggt a c caa ggcgcga t cg cat t t t ct a a cgt gat ggat 5 4 0 

a t a t t aaagt cgaat a a a gt gaa caat aat t a a t t ct t t a t t gt cat ca t gt a a t t aa ct 6 0 0 

agct a c ccgg aat aa a a a t t c cgggagat c t ct cgagaga t ct t t at ca c c t ct t ct cc c 6 6 0 

t ct c c a cca c c ct c ct ct t g gt ggt ggt gg gggcca cgc c caggggct t g a t ct cca cca 7 2 0 

cct t gt a ct t gt a ca gct cg ct cct cca gt t gt t c ct cat gt cgccgc cg ccgggcct ga 7 8 0 

a ggt ct cggt gt cgt t ggg c t cggt gccgc cgt c c ct ca c ca gcagca gg ccggt ga t gt 8 4 0 

t gct ct t g ca ggt ga t gt t g ccct t gat gg ga ggggcgt a cat ggccct g ccca cct cct 9 0 0 

gc ca ca t gt t ga t gat ct gc t t ga t cct gc a ggggat ggt ga t ga t gct g c t gct gt t gc 9 6 0 

t ct t ggt gc c gt t gggggt g t a ggcgccgt t gaa ca ggcc gct ggt gt t g cagt a ga a ga 1 0 2 0 

act cgc c c ct gca gt t ga a g c t gt gggt gg t ca cct cca g gt cgc cgc cg c t gct gct gg 1 0 8 0 

cgaa ct t gat ggt ct t gt t c t ggaagt gct cggca a gct t c t t gct ca cc c t ct gcaggg 1 1 4 0 

t ct cgt t c ca c t t gt c ct cg ct gat gt t gc a gt gggcct g c ct gat gt cg cc gat ga t gt 1 2 0 0 

cgc cggt ggc gt agaaggt c t ggc cggggc cga t cct ga t gct ct t cct g gt gt t gt t gc 1 2 6 0 

cgggc ct ggt gca ca cga t c t c ca cgct ct ggt t caggt g ca cgat gat g gt t t t ca cgt 1 3 2 0 

t gt t ggt ca g gt t ct cgct c ct gat gat ga t ct cg cc ct c ggc ca ggct g ccgt t cagca 1 3 8 0 

gcagct gggt gct ca ccacg ggct t gat gc cgt gggt gca ct gca cggt g c t ca cgt t gt 1 4 4 0 

ggca ggggcc ggt gccgt t g aagat ct t gt cgt t gca ct t ca gga t ggcg t a gc cggcgg 1 5 0 0 

gggt gcagt a gt gga t gggg at ggggt c ga aggt ca c ct t ggggca ggcc t gggt gat gg 1 5 6 0 

cgct ggt gt t gca gt t gat c agcct gt a gt a ct cgct gct gt t ct cg ct g t agt t ct t ct 1 6 2 0 

t ggt cagggg ca cgat gt cc a gcct gt a ga a cagggcgt a cacggt ct g c t t c ct gt ccc 1 6 8 0 

t ca c ca cggt ggt ggcgt t g a agct gca gt t ct t cat ct c c t t cat gct c t cgt ggt agg 1 7 4 0 

t ct cgt ggt a ggt gt cgt t g c t gt t gct gc t c a cgt t cct gcact c cagg gt ca cgca ca 1 8 0 0 

ggggggt ca g c t t ca cgca g ggct t caggc t ct ggt ccca caggct gat g a cgt cct cct 1 8 6 0 

gcat ct ggt t ca ccat ct cg t t ct t c ca ca t gt t gaagt t ct cggt ca cg t t ct cca gca 1 9 2 0 

ccat ct cct g ggggt t gggg t cggcgggca cgca ggcgt g ggt ggccca c a cgt t gt gca 1 9 8 0 

cct cggt gt c gt a ggcct t g gcgt cgct gg cgcagaa cag ggt ggt ggt g gcgccct t cc 2 0 4 0 

a ca cgggca c gccgt a gt ac a cggt ca c cc a caggt t gcc ca cggcct gg gcct ggggca 2 1 0 0 

gca gcagcag ca gca gcagc agca gca gct t ggccct gt c cat gct cga g ct t at t t at a 2 1 6 0 

t t ccaaaaa a aaaaaat aaa at t t ca at t t t t a agct t gt cga caa aaat t gaaat t t t a 2 2 2 0 

t t t t t t t t t t t t ggaat at a a at a gact cg a gcat ggccg ccagggc cag cat c ct ga gg 2 2 8 0 

ggcggca a gc t gga ca a gt g ggagaagat c a ggct ga ggc c cggcggcaa gaagca ct a c 2 3 4 0 

a t gct ga a gc a cct ggt gt g ggc cagcagg ga gct ggaga ggt t cgccct gaa ccc cggc 2 4 0 0 

c t gct gga ga cca gcgaggg c t gc a agcag a t cat gaagc a gct gcagag cgccct gcag 2 4 6 0 

a ccggcac cg a gga g ct gag gagcct gt t c a a ca c cgt gg cca ccccct a ct gcgt gca c 2 5 2 0 

a c cga gat cg a cgt gaggga ca cca ggga g gc c ct gga ca agat cga gga gga gcaga a c 2 5 8 0 

a aga t c cagc agaaga ccca gca ggcca a g gaggccgacg gca a ggt ga g ccagaa ct a c 2 6 4 0 

c c cat cgt gc agaa c ct gca gggcca gat g gt gca cca gc cca t ca gc c c cagga ccct g 2 7 0 0 

a at gcat ggg t ga aggt ggt ggagga ga ag gc ct t ca gcc c cgaggt gat c c cca t gt t c 2 7 6 0 
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agcgccct ga gcga gggcgc c a cccct ca g gacct gaa ca ccat gct ga a c a ccgt gggc 2 8 2 0 

ggccacca gg ccgccat gca gat cct ga a g gaca cca t ca acgagga ggc cgccgagt gg 2 8 8 0 

ga caggct gc a c c c cgt gca cgccggcccc a t cgcc cc cg gc caga t ga g ggagc c cagg 2 9 4 0 

ggcagcga ca t cgccggca c c a cca gca a c c t gcaggagc agat cgc ct g gat ga cca gc 3 0 0 0 

a a ccca c ccg t gcccgt ggg cga cat ct a c a a gaggt gga t ca t cct ggg t t t a a a ca a g 3 0 6 0 

a t cgt ga gga t gt a cagccc cac cagcat c c t gga cat ca a gca gggcc c c a a gga gccc 3 1 2 0 

t t ca ggga ct a cgt gga cag gt t ct t caa g a ccct ga ggg ccgagca ggc c a ccca ggg c 3 1 8 0 

gt gaagaa ct ggat ga ccga c a ccct gct g gt gcagaacg c caa ccccga c t gcaaga cc 3 2 4 0 

at cct gaggg c c ct gggccc cggcgcca gc at cgaggaga t gat ga ccgc c t gccagggc 3 3 0 0 

gt gggcggcc ccagcca ca a ggccaa ggt g c t ggc cgagg c cat ga gcca ga c ca a ca gc 3 3 6 0 

gccat cct ga t gca gagga g caa ct t caag ggcagca aga ggat cgt gaa gt gct t caa c 3 4 2 0 

t gcggca agg a gggcca cat cgc caggaa c t gca gggccc ccaggaagaa gggct gct gg 3 4 8 0 

aagt gcggca a gga gggc ca c cagat gaa g gact gca ccg a gaggca ggc c a a ct t c ct g 3 5 4 0 

ggca a gat ct ggc c cagcca caa gggcggc c c cggcaact t c ct gcaga a caggc c cga g 3 6 0 0 
 

ccca c cgc cc c c cccga gga g a gct t ca gg t t cgaggagg aga cca c ca c c c ccagcca g 3 6 6 0  

a agcagga gc ccat cgaca a ggagct gt a c c ccct ga cca gcct gaagag c ct gt t cggc 3 7 2 0 

aacgacccca gca gcca gga a t t ct t cagg ga ga a cct gg ccct g c c c ca gggca gggcc 3 7 8 0 

aggga gt t ca gcagcgagca ga c cagggcc a aca gcccca ccaggggcga gct gca ggt g 3 8 4 0 

t ggggcaggg a caa caa cag cat ca gcga g gc cggcgcca a caggca ggg caccat cagc 3 9 0 0 

t t caa ct t cc c ccagat ca c cct gt ggcag aggc c c ct gg t ga c cat ca a gat cggcggc 3 9 6 0 

cagct gaagg aggcc ct gct g a a caccggc gccggcga ca c cgt gct gga gga cct ga a c 4 0 2 0 
 

ct gcc cggca agt gga agcc c a agat gat c ggcggcat cg gcggct t cat c a a ggt ga gg 4 0 8 0 

c agt a cga gc aga t cc c cat cgagat ct gc ggcca ca a gg cca t cggca c cgt gct ggt g 4 1 4 0 

ggc c c ca ccc ccgt gaa cat cat cggca gg a a c ct gct ga cccagct ggg ct gca ccct g 4 2 0 0 
 

a a ct t cccca t cagc ccca t cgagaccgt g c ccgt gaagc t gaagcccgg c a t gga cggc 4 2 6 0  

ccca a ggt ga a g cagt ggcc cct gaccgag gagaagat ca aggccct ga c cgc cat ct gc 4 3 2 0  

ga cga ga t gg agaagga ggg caagat ca c c a a gat cggcc ccga gaa c cc c t a caa ca cc 4 3 8 0 

cc ca t ct t cg c cat ca a ga a gaagga cagc a cca a gt gga gga a gct ggt gga ct t ca gg 4 4 4 0 

gagct gaa ca aga ggacc ca gga ct t ct gg gaggt gca gc t gggcat ccc cca c cccg c c 4 5 0 0 

ggc ct ga a ga a ga a gaagag cgt ga ccgt g c t ggacgt gg gcga cgcct a c t t cagcat c 4 5 6 0 

cccc t gt a cg agga ct t ca g g a a gt a cac c g cct t ca c ca t c cc ca gca g gaa caa cga g 4 6 2 0 

a cccccgg ca t cagct a cca gt acaacgt g c t gc cccagg gct ggaaggg ca gcct cgcc 4 6 8 0 

at ct t c caga gcagca t ga c cat cgagga g ct gat ct a ca gca a gaagag gca gga ga t c 4 7 4 0 
 

ct gga c ct gt gggt gt a c ca c a c ccagggc t act t ccccg a ct ggca caa ct a ca ccc c c 4 8 0 0 
 

ggccccggcg t gaggt t ccc c ct ga cct t c ggct ggt gct t caagct ggt gc c cgt gga c 4 8 6 0  

c cca ggga gg t ggagga ggc c a a cga gggc gagga caa ct g c ct gct gca cc c cgt gt gc 4 9 2 0 

ca gca cggca t ggagga cga cca cagggag gt gct gaagt ggaa gt t cga cagccagct g 4 9 8 0 

gc cca caggc a c agggcca g ggagct gca c cccgagt t ct a ca a gga ct g cat gggcggc 5 0 4 0 

aagt ggagca a ga gcagca t cgt gggct gg cc cgcca t ca ggga ga ggat g a gga gga cc 5 1 0 0 

gagcccgccg ccga cggcgt gggcgc cgt g agca ggga c c t ggaga agca cggcgccat c 5 1 6 0 

acca gca g ca a ca c cgc cgc c a cca a cgag ga ct gcgc ct ggct ggaggc ccaggaggag 5 2 2 0 

ggcgaggt gg gct t c cccgt g a ggc cccag gt gc c cct ga ggc c cat gac c t a caagggc 5 2 8 0 

gc cgt gga cc t gagct t ct t cct gaagga g a a gggcggcc t gga gggc ct gaggcagca c 5 3 4 0 

ct gct gaggt ggggct t ca c c a c ccc cga c a aga a gca c c a gaa gga gcc cccct t cct g 5 4 0 0 

t ggat gggct a cgagct gca c c ccga ca a g t ggaccgt gc agc c ca ccca gct gcccgag 5 4 6 0 

aagga t a gct gga c cgt ga a cga ca t ccag aa gct ggt gg gcaagct gaa c t gggccagc 5 5 2 0 

cagat ct a cc ccggcat ca a ggt gaggcag ct gt gca a gc t gct gagggg cgcca aggcc 5 5 8 0 

ct ga c cga ca t cgt gc c c ct ga ccgagga g gccga gct gg a gct ggccga ga a ca ggga g 5 6 4 0 

a t cct ga agg agc ccgt gca cggcgt gt ac t a cga c c cca gcaagga cct ga t cgccga g 5 7 0 0 

at cca gaagc agggccagga gca gt gga cc t a ccagat ct a c caggagcc ct t caagaac 5 7 6 0 

ct gaaga ccg gca a gt a cgc c a agat gagg a ccgccca ca cca a cga cgt gaagcagct g 5 8 2 0 

a ccgaggccg t gca gaagat cgc cat gga g ggcat cgt ga t ct ggggcaa ga ccccca a g 5 8 8 0 

t t ca ggct gc ccat c cagaa ggaga c ct gg gagacct ggt ggaccga ct a ct ggca ggcc 5 9 4 0 

a cct gga t cc c cgagt ggga gt t cgt ga ac a ccc ct c c c c t ggt ga agct g t ggt at cag 6 0 0 0 

ct ggagaagg a ccccat cgt gggcgt ggag a cct t ct a cg t gga cggcgc cgc caa cagg 6 0 6 0 

gaga c caa ga t cggca a ggc cggct acgt g a ccga caggg gcaggaagaa gat cgt ga gc 6 1 2 0 

ct ga ccga ga ccaccaa cca gaaga c cga g ct gca ggcca t ct gcat cgc cct gca gga c 6 1 8 0 

a gcggca gcg a ggt gaa cat cgt ga ccga c a gc cagt acg ccct gggcat c a t c ca ggc c 6 2 4 0 

cagcccga ca agagcga ga g cga gct ggt g aa ccagat ca t cgagcagct gat gaaga a g 6 3 0 0 

gagagggt gt a cct ga gct g ggt gcccgc c c a ca a gggca t cggcggcaa cga gcaggt g 6 3 6 0 
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ga caagct gg t gagca gcgg ca t cagga a g gt gct ga aga ccct ggagcc c t t ca gga a g 6 4 2 0 

cagaa c c ccg gcat cgt ga t c t a ccagt a c at gga cga cc t gt acgt ggg cagcgacct g 6 4 8 0 

gagat cggcc agca ca gga c ca a gt a a a ga t ct ct cga gg agct caagcg ggcgga t ccc 6 5 4 0 

c cgggct gca ggaat t cgat cgcgcca a a t t t a a at ga t c c t ga t c ct t t t t ct gggt aa 6 6 0 0 

gt aat a cgt c aagga ga a a a cga a a cgat c t gt a gt t a gc ggccgcct aa t t a a ct a at a 6 6 6 0 

t t at at t t t t t at ct a aaaa a ct a a a a a t a aa cat t ga t t a a a t t t t aat at a at a ct t a 6 7 2 0 

a a aat ggat g t t gt gt cgt t agat a a a ccg t t t at gt at t t t gaggaaat t ga t aa t gag 6 7 8 0 

t t agat t a cg aa cca gaaag t gca a a t ga g gt cgca a aa a a a ct gc cgt a t caa gga cag 6 8 4 0 

t t a a a a ct at t a ct a gga ga a t t a t t t t t t ct t a gt a agt t aca gcga ca cggt at at t a 6 9 0 0 

gat ggt gcca ccgt a gt gt a t at a gga t cg gct cct ggt a ca ca t at a cg t t a t t t gaga 6 9 6 0 

gat cat t t ct at a at t t agg a at ga t t at c aaat gga t gc t a a t t ga cgg a cgccat cat 7 0 2 0 

gat cct a t t c t aaat ggat t gcgt gat gt g a ct ct a gt ga c t cggt t cgt t ga t gaggaa 7 0 8 0 

t at ct a cgat ccat ca aa aa a ca a ct gca t c ct t ct a a ga t t a t t t t aat t t ct gat gt a 7 1 4 0 

agat cca a a c gagga ggaa a t ga a cct a gt a cggcggat t t a ct aagt aa t t a cgct ct a 7 2 0 0 
 

caa a at gt ca t gat t a gt at t t t a aa cccc gt ggcat ct a gt ct t aaa t g gaga t gc c cg 7 2 6 0  

t t t cca ga t c a at ggat ca a gga ct t t t a t a t ccca cacg g t a a t aaaat gt t a caa c c t 7 3 2 0 

t t t gct cct t cat at t cagg gga a t t c 7 3 4 7 

<210> 21 

<211> 17 

<212> ADN 

<213> Secuencia artificial 

<220> 

<221> Cebador 

<223> TK-R2 

<400> 21 

ctgccgtatc aaggaca 17  

 

 

 

<210> 22 ."  
 

<211> 1515 

<212> ADN 

<213> Secuencia artificial derivada del gen Env del virus SHIV89.6P, carente  

de nucleftidos correspondientes a la proteina gp41 

<220> 

<221> Secuencia codificante 

<223> 89.6P-gp120 

<400> 22 

atg ccc atg ggg tct ctg caa ccg ctg gee acc ttg tac ctg ctg ggg atg ctg gtc gct 60 

Met Pro Met Gly Ser Leu Gin Pro Leu Ala Thr Leu Tyr Leu Leu Gly Met Leu Val Ala 

5 10 15 20 

too gtg cta gcg acc gag aag ctg tgg gtg acc gtg tac tac ggc gtg ccc gtg tgg egg 120 

Ser Val Leu Ala Thr Glu Lys Leu Trp Val Thr Val Tyr Tyr Gly Val Pro Val Trp Arg 

25 30 35 40 

gag gcc acc acc acc ctg ttc tgc gcc agc gac gcc aaa gcc tac gac acc gag gtg cac 180 

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

45 50 55 60 

sac gtg tgg gcc acc cac gcc tgc gtg ccc acc gac ccc aac ccc cag gag gtg gtg ctg 240 

Asn Val Trp Ala Thr His Ala Cys Val Pro Thr Asp Pro Asn Pro Gin Glu Val Val Leu 

65 70 75 80 

ggc aac gtg acc gag sac ttc aat atg tgg aag aac sac atg gtg gac cag atg cac gag 300 

Gly Asn Val Thr Glu Asn Phe Asn Met Trp Lys Asn Asn Met Val Asp Gln Met His Glu 

85 90 95 100 
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gac atc atc ago ctg tgg gac gag ago ctg aag ccc tgc gtg aag ctg acc coo ctg tgc 360 

Asp Ile Ile Ser Leu Trp Asp Glu Ser Leu Lys Pro Cys Val Lys Leu Thr Pro Leu Cys 

105 110 115 120 

gtg acc ctg aac tgc acc aac ctg aac atc acc aag aac acc acc aac ctg acc ago ago 420 

Val Thr Leu Asn Cys Thr Asn Leu Asn Ile Thr Lys Asn Thr Thr Asn Leu Thr Ser Set 

125 130 135 140 

ago tgg ggc atg atg gag gag ggc gag atc aag aac tgc ago ttc tac atc acc acc too 480 

Ser Trp Gly Met Met Glu Glu Gly Glu Ile Lys Asn Cys Set Phe Tyr Ile Thr Thr Set 

145 150 155 160 

atc agg aac aag gtg aag aag gag tac goo ctg ttc aac agg ctg gac gtg gtg ccc gtg 540 

Ile Arg Asn Lys Val Lys Lys Glu Tyr Ala Leu Phe Asn Arg Leu Asp Val Val Pro Val 

165 170 175 180 

 

aag aac acc ago aac acc aag tac agg ctg att ago tgc aac acc ago gtg att acc cag 600 

Lys Asn Thr Ser Asn Thr Lys Tyr Arg Leu Ile Set Cys Asn Thr Set Val Ile Thr Gin  

185 190 195 200 

goo tgc cct aaa gtg ago ttc cag ccc atc ccc atc cac tac tgc gtg ccc goo ggc ttc 660 

Ala Cys Pro Lys Val Set Phe Gin Pro Ile Pro Ile His Tyr Cys Val Pro Ala Gly Phe 

205 210 215 220 "  

goo atc ctg aag tgc aac aac aag acc ttc aac ggc ago ggc coo tgc acc aac gtg ago 720 

Ala Ile Leu Lys Cys Asn Asn Lys Thr Phe Asn Gly Set Gly Pro Cys Thr Asn Val Ser 

225 230 235 240 

 

acc gtg cag tgc acc cac ggc atc agg ccc gtg gtg tot acc cag ctg ctg ctg aac ggc 780 

Thr Val Gin Cys Thr His Gly Ile Arg Pro Val Val Ser Thr Gin Leu Leu Leu Asn Gly 

245 250 255 260 
 

 
ago ctg goo gaa gag gac atc gtg atc agg ago gag gac ttc acc gac aac gtg aag acc 840  

Ser Leu Ala Glu Glu Asp Ile Val Ile Arg Set Glu Asp Phe Thr Asp Asn Val Lys Thr  

265 270 275 280 

atc atc gtg cag ctg aac gag ago gtg gtg att aac tgc acc agg coo aac aac aac acc 900  

Ile Ile Val Gin Leu Asn Glu Ser Val Val Ile Asn Cys Thr Arg Pro Asn Asn Asn Thr 
 

285 290 295 300  

agg gag agg ctg ago atc ggc coo ggc agg goo ttc tac goo agg agg aac atc atc ggc 960 

Arg Glu Arg Leu Ser Ile Gly Pro Gly Arg Ala Phe Tyr Ala Arg Arg Asn Ile Ile Gly 

305 310 315 320 

gac atc agg cag goo cac tgc aac atc ago agg goo aag tgg aac aac acc ctg cag cag 1020 

Asp Ile Arg Gin Ala His Cys Asn Ile Set Arg Ala Lys Trp Asn Asn Thr Leu Gin Gin 

325 330 335 340 

atc gtc atc aag ctg agg gag aag ttc agg aac aag acc atc goo ttc aac cag ago ago 1080 

Ile Val Ile Lys Leu Arg Glu Lys Phe Arg Asn Lys Thr Ile Ala Phe Asn Gin Set Ser 

345 350 355 360 

ggc ggc gac ccc gag atc gtg atg cac ago ttc aac tgc ggc ggc gag ttc ttc tac tgc 1140 

Gly Gly Asp Pro Glu Ile Val Met His Ser Phe Asn Cys Gly Gly Glu Phe Phe Tyr Cys 

365 370 375 380 

aac acc goo cag ctg ttc aac ago acc tgg aac gtg goo ggc ggc acc aac ggc acc gag 1200 

Asn Thr Ala Gin Leu Phe Asn Ser Thr Trp Asn Val Ala Gly Gly Thr Asn Gly Thr Glu 

385 390 395 400 

ggc aac gac atc atc acc ctg cag tgc agg atc aag cag atc atc aac atg tgg cag aag 1260 

Gly Asn Asp Ile Ile Thr Leu Gin Cys Arg Ile Lys Gin Ile Ile Asn Met Trp Gin Lys 

405 410 415 420 

gtg ggc aag goo atg tac goo cct coo atc acc ggc cag atc agg tgc ago ago aac atc 1320 

Val Gly Lys Ala Met Tyr Ala Pro Pro Ile Thr Gly Gin Ile Arg Cys Set Ser Asn Ile 

425 430 435 440 
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acc ggc ctg ctg ctg act cgc gac ggc ggc aac agc acc gag acc gag acc gag atc ttc 1380 

Thr Gly Leu Leu Leu Thr Arg Asp Gly Gly Asn Ser Thr Glu Thr Glu Thr Glu Ile Phe 

445 450 455 460 

agg ccc ggc ggc ggc gac atg agg gac aac tgg agg agc gag ctg tac aag tac aag gtg 1440 

Arg Pro Gly Gly Gly Asp Met Arg Asp Asn Trp Arg Set Glu Leu Tyr Lys Tyr Lys Val 

465 470 475 480 

gtg agg atc gag ccc atc ggc gtg gcc ccc acc agg gcc aag agg agg acc gtg cag agg 1500 

Val Arg Ile Glu Pro Ile Gly Val Ala Pro Thr Arg Ala Lys Arg Arg Thr Val Gin Arg 

485 490 495 500 

gag aag agg tag taa 

Glu Lys Arg . 

505 

1515 

<210> 23 

<211> 4218 

<212> ADN 

<213> Secuencia artificial derivada del virus SHIV89.6P mediante 

modificaciones en las partes correspondientes a los antigenos Gag, Pol y Nef 

<220> 

<221> Secuencia codificante 

<223> SIVgpn 

<400> 23 

 

a t g cgc gtg agg aac agc gt g ct g agc ggc aag a ag gcc gac gag ct g gag aag at c agg 6 0 

Me t Arg Va l Arg As n S e t Val Leu S e r Gl y Lys Lys Al a Asp Glu Leu Glu Lys I l e Arg   

1 5 10 15 20 
 

  

ctg agg ccc aac ggc aag aag aag tat at g ct g aa g cac gt g gt g t gg gcc gcc aac gag 1 2 0 

Leu Arg Pro Asn Gl y Lys Lys Lys Tyr Met Leu Lys Hi s Val Val T rp Al a Al a As n Glu 

2 5 3 0 35 4 0 

 

  

  

ct g gac a gg t t c ggc ct g gcc ga g agc ct g ct g gag aac aag gag ggc t gc cag aa g at c 1 8 0 
 

 

 

 
Leu Asp Arg Phe Gl y Leu Ala Glu S e t Leu Leu Glu Asn Lys Glu Gl y Cys Gin Lys I l e 

4 5 50 55 60 

ct g agc gt g ct g gcc ccc ctg gt g ccc acc ggc agc ga g aac ct g aag agc ct g t ac aac 2 4 0 

Leu S e r Val Leu Al a Pro Leu Va l Pro Thr Gl y S e t Glu As n Leu Lys S e r Leu Tyr As n 

6 5 7 0 7 5 8 0 

acc gt g t gc gt g at c tgg t gc atc ca c gcc gag gag a ag gtg aag cac acc gag gag gcc 3 0 0 

Thr Val Cys Va l I l e T rp Cys I l e Hi s Al a Glu Glu Lys Va l Lys Hi s Thr Glu Glu Al a 

8 5 90 95 10 0 

aag cag at c gt g cag agg cac ct g gt g gt g gag acc ggc acc acc gag acc at g ccc a ag 3 6 0 

Lys Gin I l e Va l Gin Arg Hi s Leu Val Val Glu Thr Gl y Thr Thr Glu Thr Met Pro Lys 

1 0 5 11 0 1 15 12 0 

acc agc agg ccc acc gc c ccc agc t cc ggc cgc ggc ggc aac t ac ccc gtg cag cag at c 4 2 0 

Th r S e t Arg Pro Thr Al a Pro S e r S e t Gl y Arg Gl y Gl y Asn Tyr Pro Va l Gin Gin I l e 

1 2 5 130 135 14 0 

ggc ggc s ac t ac gtg cac ct g ccc ct g agc ccc agg acc ct g aac gcc t gg gt g aag ct g 4 8 0 

G l y Gl y Asn T yr Va l Hi s Leu Pro Leu Se r Pro Arg Thr Leo As n Al a Trp Va l Lys Leu 

1 4 5 150 155 1 60 

atc gag gag aag aag t t c ggc gcc gag gt g gt g ccc ggc t tc cag gcc ctg agc gag ggc 5 4 0 

I l e Glu Glu Lys Lys Phe Gl y Al a Glu Val Val Pro Gl y Phe Gin Al a Leu S e r Glu Gl y 

1 6 5 17 0 17 5 1 80 

tgc acc cct t ac gac atc aac cag at g ct g aac tgc gt g ggc gac cac cag gcc gcc at g 6 0 0 
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Cys Thr Pro Tyr Asp Ile Asn Gin Met Leu Asn Cys Val Gly Asp His Gin Ala Ala Met 

185 190 195 200 

cag atc atc agg gac atc atc aac gag gag gcc gcc gac tgg gac ctg cag cac cct cag 660 

Gin Ile Ile Arg Asp Ile Ile Asn Glu Glu Ala Ala Asp Trp Asp Leu Gin His Pro Gln 

205 210 215 220 

ccc gcc cct cag cag ggc cag ctg agg gag ccc agc ggc agc gac atc gcc ggc acc aca 720 

Pro Ala Pro Gin Gin Gly Gln Leu Arg Glu Pro Ser Gly Ser Asp Ile Ala Gly Thr Thr 

225 230 235 240 

agc agc gtg gac gag cag atc cag tgg atg tac agg cag cag aac cct atc ccc gtg ggc 780 

Ser Ser Val Asp Glu Gin Ile Gin Trp Met Tyr Arg Gin Gin Asn Pro Ile Pro Val Gly 

245 250 255 260 

aac atc tac agg agg tgg atc cag ctg ggc ctc cag aag tgc gtg agg atg tac aac ccc 840 

Asn Ile Tyr Arg Arg Trp Ile Gin Leu Gly Leu Gin Lys Cys Val Arg Met Tyr Asn Pro 

265 270 275 280 

aca aac atc ctg gac gtg aag cag gga cca aag gag ccc ttc cag tca tat gtg gac agg 900 

Thr Asn Ile Leu Asp Val Lys Gin Gly Pro Lys Glu Pro Phe Gin Set Tyr Val Asp Arg 

285 290 295 300 

ttc tac aag agc ctg agg gcc gag cag acc gac gcc gcc gtg aag aac tgg atg acc cag 960 

Phe Tyr Lys Set Leu Arg Ala Glu Gin Thr Asp Ala Ala Val Lys Asn Trp Met Thr Gln 

305 310 315 320 

 

 

 

 

 

 

 
acc ctg ctg atc cag aac gcc aac ccc gac tgc aag ctg gtg ctg aag ggc ctg ggc gtg 1020 

Thr Leu Leu Ile Gln Asn Ala Asn Pro Asp Cys Lys Leu Val Leu Lys Gly Leu Gly Val 

325 330 335 340 

aac ccc acc ctg gag gag atg ctg acc gcc tgc cag ggc gtg ggc ggc ccc ggc cag aag 1080 

Asn Pro Thr Leu Glu Glu Met Leu Thr Ala Cys Gln Gly Val Gly Gly Pro Gly Gin Lys 

345 350 355 360 

gct agg ctg atg gcc gag gct ctg aag gag gcc ctg gcc ccc gtg ccc atc ccc ttc gcc 1140 

Ala Arg Leu Met Ala Glu Ala Leu Lys Glu Ala Leu Ala Pro Val Pro Ile Pro Phe Ala 

365 370 375 380 

gcc gcc cag cag agg gga ccc agg aag ccc atc aag tgc tgg aac tgc ggc aag gag ggc 1200 

Ala Ala Gin Gln Arg Gly Pro Arg Lys Pro Ile Lys Cys Trp Asn Cys Gly Lys Glu Gly 

385 390 395 400 

cac agc gcc agg cag tgc agg gcc ccc agg agg cag ggc tgc tgg aag tgc ggc aag atg 1260 

His Ser Ala Arg Gin Cys Arg Ala Pro Arg Arg Gln Gly Cys Trp Lys Cys Gly Lys Met 

405 410 415 420 

gac cac gtg atg gcc aag tgc ccc gac agg cag gcc ggt ttt agg cct tgg tcc atg ggg 1320 

Asp His Val Met Ala Lys Cys Pro Asp Arg Gln Ala Gly Phe Arg Pro Trp Ser Met Gly 

425 430 435 440 

aaa gaa gcc ccg caa ttt ccc cat ggc tca agt gca tca ggg gct gat gcc aac tgc tcc 1380 

Lys Glu Ala Pro Gin Phe Pro His Gly Ser Ser Ala Ser Gly Ala Asp Ala Asn Cys Ser 

445 450 455 460 

ccc aga gga ccc agc tgt gga tct gct aaa gaa cta cat gca gtt ggg caa gca gca gag 1440 

Pro Arg Gly Pro Ser Cys Gly Set Ala Lys Glu Leu His Ala Val Gly Gin Ala Ala Glu 

465 470 475 480 

aga aaa gca gag aga aag cag aga gaa gcc tta caa gga ggt gac aga gga ttt gct gca 1500 

Arg Lys Ala Glu Arg Lys Gln Arg Glu Ala Leu Gin Gly Gly Asp Arg Gly Phe Ala Ala 

485 490 495 500 

cct caa ttc tct ctt tgg agg age cca gta gtg acc gcc cac atc gag ggc cag ccc gtg 1560 

Pro Gin Phe Ser Leu Trp Arg Arg Pro Val Val Thr Ala His Ile Glu Gly Gin Pro Val 

505 510 515 520 
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gag gt g ct g ctg aac acc ggc gcc gac gac agc atc gt g acc ggc at c gag ctg gga ccc 

G lu Val Leu Leu Asn Thr Gl y Al a Asp Asp S e r I l e Val Thr Gl y I le Glu Leu Gl y Pro 

5 2 5 53 0 535 54 0 

cac t ac acc coo aag atc gtg ggc ggc at c ggc ggc ttc atc aac aca aag gag t ac aag 

H i s Tyr Thr Pro Lys I l e Val Gl y Gl y I l e Gl y Gl y Phe I l e Asn Thr Lys Glu Tyr Lys 

5 4 5 550 555 560 

aac gt g gag atc gag gtg ctg ggc aag agg at c aag ggc acc et c at g a cc ggc gac acc 

1 6 2 0 

1 6 8 0 

1 7 4 0 

Asn Val Glu I l e Glu Val Leu Gly Lys Arg I l e Lys Gl y Thr I l e Met Thr Gl y Asp Thr 

5 6 5 57 0 57 5 580 

ccc atc aac atc t tc ggc agg aac ctg ctg acc gcc ct g ggc atg agc ct g aac tt c ccc 1 8 0 0 

P ro I l e Asn I l e Phe Gl y Arg Asn Leu Leu Thr Al a Leu Gl y Met S e r Leu Asn Phe Pro 

5 8 5 5 90 5 95 600 
 

 

at c gcc aag gtg gag ccc gtg aag gtg gcc ctg aag ccc ggc aag gac ggc ccc aag ctg 1 8 6 0 
 

I le Ala Lys Val Glu Pro Va l Lys Va l Al a Leu Lys Pro Gl y Lys Asp Gl y Pro Lys Leu 

6 0 5 610 615 62 0 

aag cag t gg cct ctg ago aag gag aag at c gtg gcc ctg agg gaa at c tgc gag aag at g 1 9 2 0 

Lys Gin T rp Pro Leu S e r Lys Glu Lys I l e Va l Al a Leu Arg Glu I l e Cys Glu Lys Met 
 

 

6 2 5 63 0 635 64 0 
 

 

 

 

gag aag gac ggc cag ct g gag gag goo cct ccc acc aac ccc tac aac acc coo acc t tc 1 9 8 0 

G lu Lys Asp Gl y Gin Leu Glu Glu Al a Pro Pro Thr As n Pro Tyr As n Thr Pro Thr Phe 

6 4 5 650 655 660 
 

 

 

gcc atc aa g aag aag gac aag aac aag t gg agg atg ctg atc gac ttc agg gag ctg aac 2 0 4 0  

Ala I l e Lys Lys Lys Asp Lys Asn Lys Trp Arg Met Leu I l e Asp Phe Arg Glu Leu Asn 
 

 

 

6 6 5 67 0 67 5 68 0 
 

egg gtg ace cag gac t tc acc gag gt g cag ct g ggc at c cot cac ccc goo ggc ct g goo 2 1 0 0 
 

Arg Va l Thr Gin Asp Phe Thr Glu Val Gin Leu Gl y I l e Pro Hi s Pro Al a Gl y Leu Al a 
 

6 8 5 6 90 695 7 00 

 

aag aag gag aag ggc ggc ct g gag ggc at c t ac tac ago gcc agg agg cac egg at c ct g 2 1 6 0  

Lys Lys Glu Lys Gl y Gl y Leu Glu Gl y I l e T yr Tyr S e r Al a Arg Arg Hi s Arg I l e Leu 
 

 

7 0 5 7 1 0 7 15 720 
 

 

 

gac at g t ac ct g gag aag gag gag ggc et c et c ccc gac t gg cag gac t ac acc ago ggc 2 2 2 0  

Asp Met Tyr Leu Glu Lys Glu Glu Gl y I l e I l e Pro Asp T rp Gin Asp Tyr Thr S e r Gl y 

7 2 5 7 3 0 7 35 7 4 0 

coo ggc et c aga t ac ccc aag acc t t c ggc tgg ct g t gg aag ctg gt g ccc gt g aac gt g 2 2 8 0 

 

 

Pro Gl y I l e Arg Tyr Pro Lys Thr Phe Gly T rp Leu T rp Lys Leu Va l Pro Va l Asn Va l 

7 4 5 7 50 7 55 7 60 

ago gac gag gcc cag gag gac gag agg cac tac ct g at g cag ccc gcc cag acc ago aag 2 3 4 0 

S e r Asp Glu Al a Gin Glu Asp Glu Arg Hi s Tyr Leu Met Gin Pro Al a Gin Thr Ser Lys 

7 6 5 7 7 0 7 7 5 7 8 0 

t gg gac gac ccc t gg ggc gag gt g ct g gcc tgg aag ttt gac ccc acc ct g gcc tac acc 2 4 0 0 

T rp Asp Asp Pro Trp Gl y Glu Val Leu Al a T rp Lys Phe Asp Pro Thr Leu Al a Tyr Thr 

7 8 5 7 90 7 95 8 00 

t ac gag gcc t ac gcc aga tac ccc gag gag ct g gag gcc ago c ag gcc t gc cag e gg aag 2 4 6 0 

T yr Glu Al a T yr Al a Arg Tyr Pro Glu Glu Leu Glu Al a Ser Gin Al a Cys Gin Arg Lys 

8 0 5 8 1 0 8 15 820 

agg ct g gag gag ggc atg ggc ggc gcc at c ago at g egg egg ago aag ccc gcc ggc gac 2 5 2 0 

Arg Leu Glu Glu Gl y Met Gl y Gl y Al a I l e Se r Me t Arg Arg Se r Lys Pro Al a Gl y Asp 

8 2 5 8 3 0 835 8 4 0 

ct g egg cag aag ctg ct g egg gcc egg ggc gag acc t ac ggc egg ct g ct g ggc gag gtg 2 5 8 0 

Leu Arg Gin Lys Leu Leu Arg Al a Arg Gl y Glu Thr Tyr Gl y Arg Leu Leu Gl y Glu Val 

845 850 855 860 
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gag gac ggc agc agc cag ago ct g ggc ggc ctg ggc aag ggc ct g agc agc agg agc tgc 

Glu Asp Gl y Ser Se r Gin S e r Leu Gl y Gl y Leu Gl y Lys Gl y Leu Se r Se r Arg S e r Cys 

8 6 5 87 0 87 5 880 

gag ggc cag aa g tac aac cag ggc cag tac at g aac acc coo t gg agg aac ccc gcc gag 

G lu Gl y Gin Lys Tyr As n Gin Gl y Gin Tyr Met Asn Thr Pro Trp Arg As n Pro Al a Glu 

8 8 5 8 90 8 95 900 

gag aag gag a ag ct g gcc t ac agg aag cag aac at g gac gac at c gac gag gag gac gac 

2 6 4 0 

2 7 0 0 

2 7 6 0 

G lu Lys Glu Lys Leu Ala Tyr Arg Lys Gin Asn Met Asp Asp I l e Asp Glu Glu Asp Asp 

9 0 5 91 0 915 92 0 

gac ct g gt g ggc gt g ago gtg agg ccc a ag gt g ccc ct g agg gcc at g acc tac aag ct g 2 8 2 0 

Asp Leu Val Gl y Val Se r Va l Arg Pro Lys Val Pro Leu Arg Al a Met Thr Tyr Lys Leu 

9 2 5 930 935 94 0  
 

 

gcg atc gac atg ago cac tt c atc ct g aac ago at c ggc tt c ago acc ccc gag ga g aag 2 8 8 0 

Al a I l e Asp Met S e r Hi s Phe I l e Leu Asn Se r I le Gl y Phe Se r Thr Pro Glu Glu Lys 

9 4 5 950 955 9 60 

t tc cag aag gac cct ccc ttc cag tgg at g ggc tac gag ctg t gg ccc acc aag tgg aag 2 9 4 0  

Phe Gin Lys Asp Pro Pro Phe Gin T rp Met Gl y Tyr Glu Leu T rp Pro Thr Lys T rp Lys  

9 6 5 97 0 97 5 98 0 

ct c c ag aag atc gag ct g ccc cag agg gag acc tgg acc gt g aac gac atc cag aag ct g 3 0 0 0 

 

Leu Gin Lys I le Glu Leu Pro Gin Arg Glu Thr Trp Thr Val As n Asp I l e Gin Lys Leu 

9 8 5 9 90 9 95 1000 
 

 

 

gtg ggc gt g ct g aac t gg goo goo cag at t tac ccc ggc atc aag acc aag cac ct g tgc 3 0 6 0 

Va l Gl y Val Leu Asn Trp Ala Al a Gin I l e Tyr Pro Gl y I l e Lys Thr Lys Hi s Leu Cys 

1 0 0 5 1 0 1 0 1015 1020 
 

 

 
 

a gg ctg at c cgc ggc aag atg aca ct g acc gag gag gt g cag tgg acc gag atg goo gag 3 1 2 0  

Ar g Leu I l e Arg Gl y Lys Net Thr Leu Thr Glu Glu Val Gin T rp Thr Glu Met Al a Glu 

1 0 2 5 1030 1035 1 04 0 

 
 

go o ga g tac gag gag aac aag at c at t ct g ago cag gag cag gag ggc tgc tac t ac ca g 3 1 8 0 

Al a Glu Tyr Glu Glu As n Lys I l e I l e Leu Se r Gin Glu Gin Glu Gl y Cys Tyr T yr Gin 
 

 

1 0 4 5 1 050 1055 10 60  

gag ggc aag ccc ct g gag goo acc gt g at c aag ago cag gac aac cag t gg ago tac aag 3 2 4 0 

Glu Gl y Lys Pro Leu Glu Al a Thr Val I l e Lys S e r Gin Asp Asn Gin Trp S e r Tyr Lys 

1 0 6 5 107 0 107 5 1 08 0  

atc cac cag gag gac aag at c ct g aag gtg ggc aag t t c goo aag atc aag aac acc cac 3 3 0 0 

I l e Hi s Gin Glu Asp Lys I l e Leu Lys Va l Gl y Lys Phe Al a Lys I l e Lys Asn Thr Hi s 

1 0 8 5 10 9 0 1 0 95 1100 

a cc aac ggc gt g agg ctg ct g gcc cac gt g at c cag aag atc ggc aag gag gcc at c gt g 3 3 6 0 

Thr Asn Gl y Val Arg Leu Leu Al a Hi s Val I l e Gin Lys I l e Gl y Lys Glu Al a I l e Va l 

1 1 0 5 1 1 1 0 1 1 15 1 12 0 

a t c t gg ggc cag gt g coo a ag tt c cac ct g ccc gt g gag aag gac gtg t gg gag cag tgg 3 4 2 0 

I l e T rp Gl y Gin Val Pro Lys Phe Hi s Leu Pro Val Glu Lys Asp Val T rp Glu Gin T rp 

1 1 2 5 1 13 0 1135 1 14 0 

t gg acc gac t ac t gg cag gt g aca t gg atc coo gag tgg gac tt c at c ago acc cct cct 3 4 8 0 

T rp Thr Asp T yr T rp Gin Val Thr Trp I l e Pro Glu T rp Asp Phe I l e S e r Thr Pro Pro 

1 1 4 5 1 1 50 1 155 1 1 6 0 

c t g gt g agg ct g gtg ttc aat ct g gt g aag gac coo atc gag ggc gag gag acc t ac t ac 3 5 4 0 

Leu Val Arg Leu Va l Phe As n Leu Va l Lys Asp Pro I l e Glu Gly Glu Glu Thr Tyr Tyr 

1165 1170 1175 1180 
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acc gac ggc agc t gc aac aag cag agc a ag gag ggc aag gcc ggc tac atc acc gac agg 3 6 0 0 

Thr Asp Gl y S er Cys As n Lys Gi n S e r Lys Glu Gl y Lys Al a Gl y Tyr I le Thr Asp Arg 

1 1 8 5 1 1 9 0 1 1 95 12 00 

ggc aag gac aag gt g aag gt g ct g gag cag acc acc aac cag cag gcc gag ct g gag gcc 3 6 6 0 

Gl y Lys Asp Lys Val Lys Val Leu Glu Gin Thr Thr As n Gin Gin Al a Glu Leu Glu Al a 

1 2 0 5 12 1 0 12 15 122 0 

t t c ct g at g gcc ctg acc gac agc ggc c c c aag gcc aac at c at c gt g gac ago cag tat 3 7 2 0 

Phe Leu Met Al a Leu Thr Asp S e r Gl y Pro Lys Al a Asn I l e I l e Va l Asp Se r Gin Tyr 

1 2 2 5 1230 1235 124 0 

gt g at g ggc at c at c acc ggc t gc ccc acc gag ago gag ago agg ctg gt g aac cag at c 3 7 8 0 

Va l Met Gl y I l e I l e Thr Gl y Cys Pro Thr Glu S e r Glu S e r Arg Leu Val As n Gin I l e 

1 2 4 5 12 5 0 12 55 12 60 
 

  
a t c gag gag atg att aag aag ago gag att t ac gtg goo tgg gtg ccc goo cac aag ggc 3 8 4 0  

I l e Glu Glu Met I l e Lys Lys Se t Glu I l e T yr Va l Al a T rp Va l Pro Al a Hi s Lys Gl y  

1 2 6 5 127 0 127 5 12 8 0 
 

a t c ggc ggc aac cag gag atc gac cac ctg gt g ago cag ggc at c agg cag gt g ctg agg 3 9 0 0 

I l e Gl y Gl y Asn Gin Glu I l e Asp Hi s Leu Val S e r Gin Gl y I l e Arg Gin Val Leu Arg 
 

1 2 8 5 12 90 12 95 13 00 
 

aag agg at c acc gtg ct g gac atc ggc gac goo t ac tt c ago atc cct ctg gac gag gag 3 9 6 0 
 

Lys Arg I l e Thr Va l Leu Asp I l e Gl y Asp Ala Tyr Phe Se r I l e Pro Leu Asp Glu Glu 

1 3 0 5 131 0 1315 132 0 

 

t t c agg cag t ac acc goo tt c acc ct g ccc ago gt g aac aac goo gag ccc ggc aag agg 4 0 2 0 

Phe Arg Gin Tyr Thr Al a Phe Thr Leu Pro Se t Va l Asn As n Al a Glu Pro Gl y Lys Arg  

1 3 2 5 1 3 3 0 1335 13 4 0 

 
t a c at c tac aag gtg ctg coo cag ggc t gg aag ggc a go ccc goo at c ttc cag tac a cc 4 0 8 0  

T yr I le Tyr Lys Va l Leu Pro Gin Gl y T rp Lys Gl y Se t Pro Al a I l e Phe Gin Tyr Thr  

1 3 4 5 1350 1355 13 60 

atg agg cac gt g ctg gag ccc tt c agg aag goo aac coo gac gt g acc ct g gt g cag tac 4 1 4 0  

Me t Arg Hi s Val Leu Glu Pro Phe Arg Lys Al a As n Pro Asp Val Thr Leu Va l Gin Tyr 
 

1 3 6 5 137 0 137 5 138 0 
 

at g gac gac atc ct g at c goo t oo gac agg acc gac ct g gag cac gac agg gt g gt g ct c 4 2 0 0  
 

Me t Asp Asp I le Leu I l e Al a S e t Asp Arg Thr Asp Leu Glu Hi s Asp Arg Val Val Leu 

1 3 8 5 13 9 0 13 95 1 4 0 0 
 

 

 

 

,  

cag ago aag gag ct g t ag 4 2 1 8 

G in Se t Lys Glu Leu . 

1405 

<210> 24 

<211> 7180 

<212> ADN 

<213> Secuencia artificial quimerica 

<220> 

<221> Secuencia flanqueante izquierda de TK 

<222> 1..499 

<223> TK-L 

<220> 

<221> Secuencia complementaria a secuencia codificante 

<222> 519..2033 

<223> Secuencia complementaria a la secuencia codificante 

de la proteina 89.6P-gp120 
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<2 2 0 > 

< 2 2 1 > S e cuenc i a compl ement a ri a de promot or 

< 2 2 2 > 2 0 8 1 . . 2 1 1 9 

< 2 2 3 > S e cuenci a complement a r i a de l promot o r pE / L pa ra 8 9 . 6 P- gp 1 2 0 

< 2 2 0 > 

< 2 2 1 > P romot or 

< 2 2 2 > 2 1 4 4 . . 2 1 8 3 

< 2 2 3 > Promot or pE / L para S IVgpn 

< 2 2 0 > 

< 2 2 1 > S e cuenci a codi fi cant e 

< 2 2 2 > 2 2 2 7 . . 6 4 4 4 

< 2 2 3 > S e cuenci a codi f i cant e de la pr ot e ina S IVgpn 
 

 
 

< 2 2 0 > 
 

 
< 2 2 1 > S e cuenc i a fl anque ant e dere cha de TK  

 

< 2 2 2 > 6 4 8 8 . . 7 1 7 9 

< 2 2 3 > TK- R 

< 2 2 0 > 
 

<223> Secuencia del inserto presente en el genoma de los vectores MVA-89.6P-  

SIVgpn y NYVAC-89.6P-SIVgpn 

< 4 0 0 > 2 4 

aagct t t t gc ga t caat aaa t gga t ca caa ccagt at ct c t t a a cga t gt t ct t cgcaga 6 0 

t gat gat t ca t t t t t t aagt a t t t ggct ag t ca a gat gat ga a t ct t ca t t a t ct ga t at 1 2 0 
 

 

a t t gcaaat c a ct caat at c t a ga ct t t ct gt t a t t at t a t t gat cca at ca a a a a a t aa 1 8 0 
 

at t a gaagcc g t gggt cat t gt t at gaat c t ct t t cagag gaat a caga c a at t ga ca a a 2 4 0  

at t ca caga c t ct ca a gat t t t aaaaaa ct gt t t a a ca a g gt c cct at t g t t a ca gat gg 3 0 0 
 

a a gggt caa a ct t a a t a a ag gat at t t gt t cga ct t t gt g at t agt t t ga t gcgat t ca a 3 6 0  

aa aaga a t cc t ct ct agct a c ca ccgca at a gat c c t a t t a ga t a cat a g at c ct c gt cg 4 2 0 
 

 

cgat at cgca t t t t ct a a cg t gat gga t at a t t aaagt cg a a t aa agt ga a ca at aat t a 4 8 0 

a t t ct t t at t gt cat cat gg gt a cca a ggc gcggat cct t a ct a c ct ct t c t c c ct ct gc 5 4 0 

a cggt cc t c c t ct t ggc cct ggt gggggcc a cgccgat gg gct cgat cct ca c ca c ct t g 6 0 0 
 

 

 

t a ct t gt a ca gct cgct c ct cca gt t gt cc ct cat gt cgc cgccgccggg cct ga a gat c 6 6 0 
 

 

t cggt ct cgg t ct cggt gct g t t gccgc cg t cgcgagt ca gca gca ggcc ggt ga t gt t g 7 2 0 
 

 

 

ct gct gca cc t ga t ct ggcc ggt gat ggga ggggcgt aca t ggcct t gc c ca c ct t ct g c 7 8 0 

c a ca t gt t ga t ga t ct gct t gat c ct gca c t gcagggt ga t gat gt cgt t gc c ct cggt g 8 4 0 
1 

 

c cgt t ggt gc 

a a gaa ct cgc 

cgccggcca c 

cgc cgca gt t 

gt t c caggt g 

gaagct gt gc 

c t gt t ga a ca 

a t ca cgat ct 

gct gggcggt 

cggggt cgcc 

gt t gca gt a g 

g c cgct gct c 

9 0 0 

9 6 0 

 
 

 
 

t ggt t gaa gg cgat ggt ct t gt t cct ga a c t t ct c cct ca gct t ga t ga c gat ct gct gc 1 0 2 0 

a gggt gt t gt t cca ct t ggc c ct gct gat g t t gcagt ggg c ct gcct ga t g t cg c cgat g 1 0 8 0 

a t gt t cct cc t ggcgt agaa ggccct gccg gggccgat gc t ca gcct ct c cct ggt gt t g 1 1 4 0 

t t gt t gggcc t ggt gcagt t a a t ca cca cg ct ct cgt t ca gct gca cgat gat ggt ct t c 1 2 0 0 

a cgt t gt cgg t ga a gt cct c gct cct gat c a cga t gt c ct c t t cggccag gct gccgt t c 1 2 6 0 

agcagca gct gggt a gaca c ca cgggcct g at gccgt ggg t gca ct gca c ggt gct ca cg 1 3 2 0 

t t ggt gca gg ggccgct gc c gt t gaaggt c t t gt t gt t gc a ct t caggat ggcgaagc cg 1 3 8 0 

gcgggca cgc agt a gt gga t ggggat gggc t ggaagct ca c t t t agggca ggc ct gggt a 1 4 4 0 

a t ca cgct gg t gt t gca gct aat cagcct g t a ct t ggt gt t g ct ggt gt t ct t ca cgggc 1 5 0 0 

a cca cgt c ca gc ct gt t ga a cagggcgt a c t cct t ct t ca cct t gt t cct gat ggaggt g 1 5 6 0 

gt ga t gt aga a gct gcagt t c t t ga t ct cg ccct c ct cca t ca t gcccca gct gct gct g 1 6 2 0 

gt ca ggt t gg t ggt gt t ct t ggt ga t gt t c a ggt t ggt gc a gt t ca gggt cacgca ca gg 1 6 8 0 

ggggt ca gct t cacgcaggg c t t ca ggct c t cgt cc ca ca ggct gat gat g t cct cgt gc 1 7 4 0 

a t ct ggt cca cca t gt t gt t c t t cca cat a t t ga a gt t ct cggt ca cgt t gccca gca c c 1 8 0 0 

a c ct cct ggg ggt t ggggt c ggt gggca cg caggcgt ggg t ggccca ca c gt t gt gcac c 1 8 6 0 

t cggt gt cgt aggct t t ggc gt c gct ggcg caga a caggg t ggt ggt ggc c t ccct cca c 1 9 2 0 

a cgggca cgc cgt a gt a ca c ggt c a cc ca c agct t ct cgg t c gct agca c gga a gcga c c 1 9 8 0 

agcat c c c ca g ca ggt a caa ggt ggc ca gc ggt t gcaga g a c c ccat ggg cat gct ggcg 2 0 4 0 

gcgaa t t ggg t a c ca ggcct a gat ct gt cg a ct t cgagct t at t t at at t c ca a a a a a a a 2 1 0 0 

a a a a t aaaat t t ca at t t t t a agct cgcgc caaat t t agc t t aaaaat t g aaat t t t a t t 2 1 6 0 
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t t t t t t t t t t gga a t a t a a a t a agc t cgaa g t cga caga t c t a ggcct gg t a cc caa t t c 2 2 2 0 

gc caggat gc gcgt ga gga a c a gcgt gct g a gcggcaaga aggccga cga gct ggaga a g 2 2 8 0 

a t caggct ga ggccca a cgg c a agaagaag t a t a t gct ga agca cgt ggt gt gggc cgcc 2 3 4 0 

a a cga gct gg a caggt t cgg cct ggc cgag agcct gct gg aga a caagga gggct gc ca g 2 4 0 0 

a aga t cct ga gcgt gct ggc ccccct ggt g c cca ccggca gcgagaacct gaa gagc ct g 2 4 6 0 

t a caa ca c cg t gt gcgt gat ct ggt gcat c ca cgccgagg aga aggt ga a gcacaccgag 2 5 2 0 

gaggccaagc agat cgt gca ga ggca cct g gt ggt ggaga ccggcacca c cga ga ccat g 2 5 8 0 

cc ca a ga c ca gcaggccca c cgcccccagc t c cggccgcg gcggcaa ct a ccccgt gc a g 2 6 4 0 

cagat cggcg gcaa ct a cgt gca cct gccc c t ga gcccca gga c cct ga a cgcct gggt g 2 7 0 0 

a agct gat cg aggaga agaa gt t cggcgcc gaggt ggt gc ccggct t cca ggcc ct ga gc 2 7 6 0 

gagggct gca c c c ct t a cga cat ca a cca g a t gct ga act gcgt gggcga c cac caggcc 2 8 2 0 

gccat gcaga t cat caggga cat ca t ca a c gagga ggccg ccgact ggga c ct gca gca c 2 8 8 0 

cct cagc c cg c c cct c a gca gggcca gct g a ggga gccca gcggca gc ga c a t cgccggc 2 9 4 0 

a cca caagca gcgt gga cga gcagat cca g t ggat gt a ca ggcagcaga a ccct a t cc c c 3 0 0 0   
 

gt gggcaaca t ct acaggag gt ggat cca g c t gggcct cc a gaagt gcgt ga gga t gt a c 3 0 6 0   

a a cc c caca a a cat c ct gga cgt ga a gca g gga c ca a a gg agccct t cca g t cat a t gt g 3 1 2 0   

ga caggt t ct acaagagcct gagggccga g c a ga ccga cg c cgccgt gaa g aa ct gga t g 3 1 8 0 

a cc caga c cc t gct gat c ca gaa cgcca a c cccga ct gca agct ggt gct gaagggcct g 3 2 4 0 

ggcgt ga a cc ccaccct gga ggagat gct g a ccgc ct gcc agggcgt ggg cggccccggc 3 3 0 0 

ca ga aggct a ggct gat ggc cgaggct ct g a a ggaggccc t ggccc c cgt gc c cat ccc c 3 3 6 0  

t t cgc cgccg ccca g cagag ggga c ccagg a a gc c cat ca agt gct gga a ct gcggca ag 3 4 2 0  

 

 

 

gagggcca ca gcgccaggca gt gcagggcc ccca ggaggc agggct gct g gaagt gcgg c 3 4 8 0   

aagat gga c c a cgt gat ggc caagt gc ccc ga ca ggcagg ccggt t t t ag gcct t ggt cc 3 5 4 0 

a t ggggaaag aagccc cgca a t t t c c c c at ggct caagt g cat caggggc t ga t gc c a ac 3 6 0 0 

t gct cc c c ca gagga ccca g c t gt ggat ct gct a aagaa c t a cat gca gt t gggcaagca 3 6 6 0 

gcagagagaa aagca ga ga g aaagcagaga ga a gc ct t a c aaggaggt ga c agaggat t t 3 7 2 0   

gct gca c ct c a at t c t ct ct t t ggaggaga c ca gt agt ga c cgc c caca t cgagggccag 3 7 8 0 
  

cc cgt gga gg t gct gct ga a c a c cggcgcc ga cga cagca t cgt ga ccgg cat c gagct g 3 8 4 0 

gga c cc ca ct a c a cc ccca a gat cgt gggc ggca t cggcg gct t cat ca a ca caaa gga g 3 9 0 0 

t a caagaa cg t ggaga t cga ggt gct gggc aa ga ggat ca agggca cca t c at ga c cggc 3 9 6 0  

ga ca c cc c ca t caa ca t ct t cggcaggaa c c t gct ga c cg c c ct gggca t gagcct ga a c 4 0 2 0 
  

t t c c c cat cg ccaaggt gga gc ccgt gaag gt ggcc ct ga agc ccggca a gga cggc c cc 4 0 8 0 

a agct gaagc agt ggcct ct ga gcaaggag aa ga t cgt gg c c ct ga ggga a a t ct gcga g 4 1 4 0 
  

a agat ggaga agga cggcca gct ggaggag gc ccct cc ca ccaa cccct a c a a caccc c c 4 2 0 0 

ac ct t cgc ca t caaga a ga a ggacaagaa c aagt ggagga t gct gat cga c t t ca gggag 4 2 6 0  

 

 

 

ct gaa ca ggg t ga ca ca gga c t t ca ccgag gt gca gct gg gcat ccct ca ccccgccggc 4 3 2 0 
  

  
ct gg c ca a ga a ggaga a ggg cggcct ggag ggcat ct a ct a cagcgccag ga ggca cagg 4 3 8 0   

at cct gga ca t gt ac ct gga g a aggaggag ggcat cat c c ccgact ggca gga ct a ca c c 4 4 4 0 

a gcggc c c cg gcat c a gat a ccccaaga cc t t cggct ggc t gt gga a gct ggt gcccgt g 4 5 0 0 
 

a a cgt ga gcg a cgaggccca gga gga cgag aggca ct ac c t gat gca gc c cgccca ga cc 4 5 6 0 

a gca agt ggg a cga cccct g gggcga ggt g c t ggcct gga a gt t t ga c cc c a ccct ggcc 4 6 2 0 

t a ca cct a cg aggc ct a cgc c a ga t a cccc gagga gct gg a ggc ca gcca ggcct gc cag 4 6 8 0 

agga agaggc t ggagga ggg c a t gggcggc gc cat cagca t gagga ggag c a a gcccg cc 4 7 4 0 

ggcga cct ga ggcaga a gct gct gagggcc aggggcga ga cct acggca g gct gct gggc 4 8 0 0 

gaggt ggagg a cggca gca g cca gagcct g ggcggc ct gg gcaagggcct ga gca gca gg 4 8 6 0 

agct gcgagg gc caga a gt a c a a cca gggc cagt a cat ga aca ccccct g ga ggaa cc c c 4 9 2 0 

g c cga ggaga aggagaagct ggcct acagg aagca ga aca t gga cga cat cga cga ggag 4 9 8 0 

ga cga cga c c t ggt gggcgt ga gcgt gagg c c ca a ggt gc cc ct ga gggc c at ga cct a c 5 0 4 0 

aagct ggcga t cga cat ga g cca ct t cat c c t ga a ca gca t cggct t cag c a cccccgag 5 1 0 0 

gaga a gt t c c agaagga ccc t ccct t ccag t ggat gggct acgagct gt g gccca ccaag 5 1 6 0 

t gga a gct c c a gaaga t cga gct gcccca g aggga gacct gga ccgt ga a cga ca t ccag 5 2 2 0 

aagct ggt gg gcgt gct ga a ct gggccgcc cagat t t ac c ccggcat ca a ga cca a gca c 5 2 8 0 

ct gt gcaggc t gat ccgcgg c a a gat gaca c t ga ccga gg a ggt gca gt g ga ccga gat g 5 3 4 0 

gccga ggc cg a gt a cga gga gaa caa gat c a t t ct gagc c aggagca gga gggct gct a c 5 4 0 0 

t a c ca ggagg gc aagcccct gga ggcca cc gt gat caaga g c cagga ca a cca gt gga gc 5 4 6 0 

t a ca agat cc a ccaggagga caa gat cct g aaggt gggca agt t cgcca a gat caaga a c 5 5 2 0 

a c c ca ca c ca a cggc gt ga g gct gct gg cc ca cgt gat c c agaaga t cgg c a a ggaggcc 5 5 8 0 

at cgt gat ct ggggcca ggt gcccaagt t c ca cct gc c cg t ggagaa gga cgt gt gggag 5 6 4 0 

cagt ggt gga c cga ct act g gcaggt ga ca t gga t c c c cg agt ggga ct t c a t cag ca cc 5 7 0 0 

c ct c ct ct gg t gaggct ggt g t t caa t ct g gt ga a gga cc c cat cga ggg cgaggaga cc 5 7 6 0 
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t a ct a ca c c g a cggcagct g caa ca a gc ag a gca aggagg gcaa ggccgg c t a ca t ca c c 5 8 2 0 

g a caggggca agga caaggt ga a ggt gct g gagcaga c ca ccaa cca gca ggccga gct g 5 8 8 0 

ga ggcct t cc t gat ggc c ct ga ccga cagc ggc c c caagg cca a cat cat cgt gga ca gc 5 9 4 0 

c agt at gt ga t gggcat ca t ca ccggct gc cc ca c cgaga gcgaga gcag gct ggt ga a c 6 0 0 0 

c agat cat cg aggagat gat t aa ga a gagc ga gat t t a cg t ggcct gggt gcccgccca c 6 0 6 0 

aagggcat cg gcggcaa c ca ggagat cga c ca c ct ggt ga gccagggca t ca ggca ggt g 6 1 2 0 

ct gaggaaga ggat ca ccgt gct gga cat c gg cga cgc ct a ct t ca gca t ccct ct gga c 6 1 8 0 

gaggagt t ca ggcagt a ca c cgcct t c a c c c t gcccagcg t gaa ca a cgc cga gcccggc 6 2 4 0 

aagaggt a ca t ct a caaggt gct gccccag ggct ggaagg gcagccccgc ca t ct t cca g 6 3 0 0 

t a ca ccat ga ggca cgt gct gga gccct t c a gga aggc ca a cc ccga cgt ga ccct ggt g 6 3 6 0 

c agt a cat gg a cga cat cct gat cgcct cc ga ca gga c cg a cct gga gca cga ca gggt g 6 4 2 0 

gt gct c caga gcaaggagct gt a gct cgag ggggat cca c t agt t ct a ga gcggccgc c c 6 4 8 0 

t aat t aa ct a at at t at at t t t t t a t ct a a aaa a ct aaaa a t aaa ca t t g a t t a aat t t t 6 5 4 0 

aat at aat a c t t aaaa at gg a t gt t gt gt c gt t a gat aaa ccgt t t a t gt a t t t t gagga 6 6 0 0 

aat t gat a a t gagt t agat t a cga acca ga a agt gcaaat gaggt cgca a a aaa act gc c 6 6 6 0  

gt at caa gga cagt t a a a a c t a t t act a gg aga at t at t t t t t ct t a gt a a gt t a cagcg 6 7 2 0  

a c a cggt at a t t agat ggt g cca ccgt a gt g t at at agga t cggct cct g g t a ca cat a t 6 7 8 0  

a cgt t at t t g agagat ca t t t ct a t a at t t a gga at gat t a t ca a a t gga t gct aat t ga 6 8 4 0 

cgga cgc cat cat gat c ct a t t ct a aat gg a t t gcgt gat gt ga ct ct ag t gact cggt t 6 9 0 0 

cgt t gat ga g gaat at ct a c ga t cca t ca a aaa a caa ct g cat cct t ct a a ga t t at t t t 6 9 6 0 

aat t t ct gat gt aagat cca a a cgagga gg aaat gaa c ct a gt a cggcgg a t t t act aag 7 0 2 0  

t aat t acgct ct a caaa at g t ca t gat t a g t at t t t aaa c cccgt ggca t c t a gt ct t aa 7 0 8 0 

a t gga gat gc c cgt t t cca g a t caat ggat caa gga ct t t t at at ccca c a cggt aat aa 7 1 4 0 

aat gt t a caa c ct t t t gct c c t t ca t a t t c aggggaat t c 7 1 8 0 

<210> 25 

<211> 27 

<212> ADN 

<213> Secuencia artificial 

<220> 

<221> cebador 

<223> E/L 

<400> 25 

tatttttttt ttttggaata taaatag 27  
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REIVINDICACIONES 

1. Un vector recombinante derivado del virus MVA capaz de expresar simultaneamente una forma de la 

proteina Env del VIH-1 que carece de la parte correspondiente a la proteina gp41 en su totalidad y una proteina de 

5 fusi6n que contiene secuencias de las proteinas Gag, Pol y Nef del VIH-1, estando la secuencia de nucleOtidos 

correspondiente a la proteina Env y la secuencia de nucleOtidos correspondiente a la proteina de fusi6n Gag-Pol-Nef 

bajo el control de promotores identicos e insertadas ambas secuencias en el mismo lugar de inserci6n del vector, el 

locus de timidina quinasa, de manera que el vector recombinante carece del gen de la timidina quinasa. 

10 2. Un vector recombinante derivado del virus MVA segun la reivindicacion 1, en el que tanto la secuencia de 

nucleOtidos correspondiente a la proteina Env como las secuencias utilizadas para generar la secuencia de 

nucleotidos de la proteina de fusiOn Gag-Pol-Nef se generan a partir de las secuencias de proteinas Env, Gag, Pol y 

Nef de aislados naturales. 

15 3. Un vector recombinante derivado del virus MVA segun la reivindicaciOn 2, en el que la secuencia de 

nucleotidos de la proteina Env se ha generado realizando modificaciones en la secuencia correspondiente, 

destinadas a eliminar la expresi6n de la proteina gp41, mediante deleciOn de toda la secuencia del gen env que en 

la secuencia natural de dicho gen aparece tras el Ultimo triplete correspondiente a la proteina gp120. 

20 4. Un vector recombinante derivado del virus MVA segOn una cualquiera de las reivindicaciones 2 y 3, en el 

que la secuencia de nucleotidos que codifica la proteina de fusiOn Gag-Pol-Nef no se proteoliza por acciOn de la 

proteasa del VIH. 

5. Un vector recombinante derivado del virus MVA segin una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 4, en el 
25 que los promotores que controlan las secuencias de la proteina Env y la proteina de fusi6n Gag-Pol-Nef son 

promotores identicos que permiten la expresiOn de la proteina de fusiOn Gag-Pol-Nef y de la proteina Env carente de 
la parte correspondiente a la proteina gp41 en su totalidad tanto en etapas tempranas como tardias del ciclo 
infectivo del virus MVA. 

 

30 6. Un vector recombinante derivado del virus MVA segun la reivindicaciOn 5, en el que los promotores que 

controlan la secuencia de la proteina Env y la secuencia de la proteina de fusi6n Gag-Pol-Nef son promotores 

sinteticos pE/L. 

7. Un vector reconnbinante segLin las reivindicaciones 1 a 6, en el que la secuencia de nucleOtidos 
35 correspondiente a la proteina Env se ha generado eliminando toda la secuencia del gen env que en la secuencia 

natural de dicho gen aparece tras el Ultimo triplete de la proteina gp120, la secuencia de nucleOtidos que codifica la 

proteina de fusiOn Gag-Pol-Nef da lugar a una poliproteina que no se proteoliza por accion de la proteasa del VIH y 
los promotores que controlan las secuencias correspondientes a la proteina Env y la proteina Gag-Pol-Nef son 

pronnotores sinteticos pE/L. 

40 

8. Un vector recombinante segOn la reivindicacion 7, en el que tanto la secuencia de nucleOtidos 

correspondiente a la proteina Env como las secuencias utilizadas para generar la secuencia de nucleotidos 

correspondiente a la proteina de fusi6n Gag-Pol-Nef han sido obtenidas de aislados naturales del clade B. 

45 9. Un vector recombinante segt:in la reivindicacion 8, en el que la secuencia de nucle6tidos correspondiente 

a la proteina Env da lugar a una proteina que reproduce la secuencia de la proteina gp120 del aislado BX08, 

representada por SEQ ID NO:15. 

10. Un vector recombinante segijn la reivindicaciOn 8, en el que las secuencias utilizadas para generar la 
50 secuencia de nucleotidos de la proteina de fusiOn Gag-Pol-Nef han sido obtenidas del aislado IIIB, estando la 

secuencia de nucleOtidos de dicha proteina de fusi6n representada por SEQ ID NO:16. 

11. Un vector recombinante sew:in las reivindicaciones 9 y 10, en el que la secuencia de nucleOtidos 
correspondiente a la proteina Env da lugar a una proteina que reproduce la secuencia de la proteina gp120 del 

55 aislado BX08 y las secuencias utilizadas para generar la secuencia de nucleotidos correspondiente a la proteina de 

fusion Gag-Pol-Nef han sido obtenidas del aislado IIIB, estando representadas dichas secuencias, respectivamente, 

por SEQ ID NO:15 y SEQ ID NO:16. 

12. Un vector recombinante segun la reivindicacion 7, en el que tanto la secuencia de nucleOtidos 

60 correspondiente a la proteina Env como las secuencias utilizadas para generar la secuencia de nucleOtidos 

correspondiente a la proteina de fusion Gag-Pol-Nef han sido obtenidas de aislados naturales del clade C. 

13. Un vector recombinante segOn la reivindicacion 12, en el que la secuencia de nucleotidos 

correspondiente a la proteina Env da lugar a una proteina que reproduce la secuencia de la proteina gp120 del 
65 aislado CN54, representada por SEQ ID NO:17. 
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14. Un vector recombinante segiin la reivindicaciOn 12, en el que las secuencias utilizadas para generar la 

secuencia de nucleotidos correspondiente a la proteina de fusiOn Gag-Pol-Nef han sido obtenidas del aislado CN54, 

estando la secuencia de nucleotidos de la proteina de fusi6n representada por SEQ ID NO:18. 

5 15. Un vector recombinante segun las reivindicaciones 13 y 14, en el que la secuencia de nucle6tidos 

correspondiente a la proteina Env da lugar a una proteina que reproduce la secuencia de la proteina gp120 del 

aislado CN54 y las secuencias utilizadas para generar la secuencia de nucleOtidos de la proteina de fusi6n Gag-Pol-

Nef se han obtenido tambien del aislado CN54, estando representadas dichas secuencias, respectivamente, por 

SEQ ID NO:17 y SEQ ID NO:18. 

10 

16. Una composiciOn que contiene, al menos, un vector recombinante segon una cualquiera de las 

reivindicaciones 1 a 15. 

17. Una composici6n que contiene, al menos, un vector recombinante segim la reivindicacion 16 destinada 

15 a ser administrada a un individuo con el propOsito de provocar o reforzar una respuesta inmune que ayude a 

prevenir o a tratar una infecci6n provocada por el virus VIH. 
 

20 

18. Una composici6n segUn una cualquiera de las reivindicaciones 16 y 17, que contiene at menos un 

vector recombinante segun una cualquiera de las reivindicaciones 8 a 11. 

19. Una composici6n segun la reivindicacion 18, que contiene, al menos, un vector reconnbinante segun la 

reivindicacion 11. 

20. Una composici6n segun la reivindicacion 19, destinada a ser administrada a un individuo con el 

25 prop6sito de provocar o reforzar una respuesta inmune que ayuda a prevenir o tratar una infecci6n provocada por el 

virus VIH como parte de un protocolo de inmunizaci6n en el que se administra una primera dosis de vacunacion para 

desencadenar la respuesta inmune y una o mas dosis posteriores para reforzar la respuesta inmune inicial. 

21. Una composici6n segun la reivindicaciOn 20, destinada a ser administrada como la primera dosis de 

30 vacunaciOn con la que se desencadena la respuesta inmune. 

35 

 

 

 

22. Una composicion segUn la reivindicaciOn 20, destinada a ser administrada tras la primera dosis de 

vacunaciOn como una o mas de las dosis posteriores de vacunaciOn que tienen el prop6sito de reforzar la respuesta  

inmune inicial. •  

23. Una composici6n segiin la reivindicaciOn 20, destinada a ser administrada tanto en la primera dosis de 

vacunaciOn que tiene el propOsito de desencadenar la respuesta inmune como en una o mas de las dosis 

posteriores de vacunacion que tienen el prop6sito de reforzar la respuesta inmune inicial. 

40 24. Una composiciOn segOn una cualquiera de las reivindicaciones 16 y 17, que contiene, at menos, un 

vector recombinante segim una cualquiera de las reivindicaciones 12 a 15. 

45 

50 

25. Una composici6n segun la reivindicaciOn 24, que contiene, al menos, un vector recombinante segan la 

reivindicaciOn 15. 

26. Una composici6n segun la reivindicaciOn 25, destinada a ser administrada a un individuo con el 

prop6sito de provocar o reforzar una respuesta inmune que ayuda a prevenir o tratar una infecciOn provocada por el 

virus VIH como parte de un protocolo de inmunizacion en el que se administra una primera dosis de vacunacion para 

desencadenar la respuesta innnune y una o mas dosis posteriores para reforzar la respuesta inmune inicial. 

27. Una composici6n segUn la reivindicaciOn 26, destinada a ser administrada como la primera dosis de 

vacunaciOn que tienen el propOsito de desencadenar la respuesta inmune. 

28. Una composiciOn segOn la reivindicacion 26, destinada a ser administrada como una o mas de las dosis 

55 posteriores de vacunaciOn que tienen el prop6sito es reforzar la respuesta inmune inicial. 

60 

29. Una composiciOn segOn la reivindicacion 26, destinada a ser administrada tanto como la primera dosis 

de vacunaciOn con la que se desencadena la respuesta inmune como en una o ma's de las dosis posteriores de 

vacunaciOn que tienen el proposito de reforzar la respuesta inmune inicial. 

30. Una composiciOn segOn una cualquiera de las reivindicaciones 16 y 17, que contiene al menos un 

vector recombinante segun una cualquiera de las reivindicaciones 8 a 11, y al menos un vector recombinante sew:in 

una cualquiera de las reivindicaciones 12 a 15. 

65 31. Una composici6n segim la reivindicacion 30, que contiene, al menos un vector recombinante segOn la 

reivindicaciOn 11 y al menos un vector reconnbinante segOn la reivindicacion 15. 
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32. Una composici6n segOn la reivindicaciOn 31, destinada a ser administrada a un individuo con el 
prop6sito de provocar o reforzar una respuesta inmune que ayuda a prevenir o tratar una infecci6n provocada por el 
virus VIH como parte de un protocolo de inmunizacion en el que se administra una primera dosis de vacunacion para 

5 desencadenar la respuesta inmune y una o mas dosis posteriores para reforzar la respuesta inmune inicial. 

33. Una composiciOn segUn la reivindicaciOn 32, destinada a ser administrada como la primera dosis de 
vacunacion que tiene el prop6sito de desencadenar la respuesta inmune. 

10 34. Una composici6n segun la reivindicaciOn 32, destinada a ser administrada tras la primera dosis de 
vacunaciOn como una o nnas de las dosis posteriores de vacunacion que tienen el prop6sito de reforzar la respuesta 
inmune inicial. 

35. Una composici6n segOn la reivindicacion 32, destinada a ser administrada tanto en la primera dosis de 
15 vacunaciOn cuyo propOsito es desencadenar la respuesta inmune como en una o mas de las dosis posteriores de 

vacunaciOn que tienen el prop6sito de reforzar la respuesta inmune inicial. 

36. Uso de un vector recombinante derivado del virus MVA segOn una cualquiera de las reivindicaciones 1 
a 15 para la fabricaciOn de un medicamento destinado a ser utilizado como vacuna para ayudar a prevenir o a tratar 

20 una infecciOn provocada por el virus VIH. 

37. Uso segiin la reivindicaciOn 36, en el que medicamento esta disetiado para ser la Crnica vacuna que se 
suministre a un individuo para ayudar a prevenir o a tratar una infecciOn provocada por el virus VIH. 

25 38. Uso segun la reivindicaciOn 37, en el que el medicamento contiene al menos un vector segim una 
cualquiera de las reivindicaciones 8 a 11 y/o al menos un vector segOn una cualquiera de las reivindicaciones 12 a 
15. 

39. Uso segOn la reivindicaciOn 36, en el que el medicamento est5 disetiado para ser administrado como al 
30 menos una de las dosis que forman parte de un protocolo de inmunizaci6n en el que se administra una primera dosis 

de vacunacion para desencadenar la respuesta inmune y una segunda o mas dosis posteriores para reforzar la 
respuesta inmune inicial. 

40. Uso segirn la reivindicacion 39, en el que el medicamento esta disetiado para ser administrado como 
35 parte de, o constituyendo la primera dosis de vacunaciOn cuyo proposito es desencadenar la respuesta inmune 

inicial. 

41. Uso segOn la reivindicaciOn 40, en el que el medicamento diseriado para ser administrado como parte 
de, o constituyendo la primera dosis de vacunaciOn cuyo prop6sito es desencadenar la respuesta inmune inicial, 

40 contiene al menos un vector segun una cualquiera de las reivindicaciones 8 a 11 y/o al menos un vector segun una 
cualquiera de las reivindicaciones 12 a 15. 

42. Uso segun la reivindicaciOn 41, en el que el medicamento disetiado para ser administrado como parte 
de, o constituyendo la primera dosis de vacunacion -cuyo prop6sito es desencadenar la respuesta inmune inicial-

45 contiene al menos un vector segun la reivindicacion 11, y/o al menos un vector segCin la reivindicacion 15, y en el 
que el medicamento diseriado para ser administrado como parte de, o constituyendo la segunda y/o dosis 
posteriores destinadas a reforzar la respuesta inmune inicial, previamente desencadenada, contiene al nnenos un 
vector recombinante derivado del virus NYVAC. 

50 43. Uso segtin la reivindicacion 42, en el que el medicamento diseriado para ser administrado como parte 
de o constituyendo la primera dosis de vacunaciOn cuyo propOsito es desencadenar la respuesta inmune inicial, 
contiene al menos un vector segun la reivindicaciOn 11, y en el que el medicannento diseriado para ser administrado 
como parte de, o constituyendo la segunda y/o dosis posteriores destinadas a reforzar la respuesta inmune inicial, 
previamente desencadenada, contiene al menos el vector recombinante NYVAC-B. 

55 

44. Uso segiin la reivindicacion 42, en el que el medicamento disetiado para ser administrado como parte 
de, o constituyendo la primera dosis de vacunaciOn cuyo propOsito es desencadenar la respuesta inmune inicial, 
contiene al menos un vector segun la reivindicaciOn 15, y en el que el medicamento diseriado para ser adnninistrado 
como parte de, o constituyendo la segunda y/o dosis posteriores destinadas a reforzar la respuesta inmune inicial, 

60 previamente desencadenada, contiene al menos el vector recombinante NYVAC-C. 

45. Uso segirn la reivindicaciOn 41, en el que tanto el medicamento disetiado para ser administrado como 
parte de, o constituyendo la primera dosis de vacunacion -cuyo proposito es desencadenar la respuesta inmune 
inicial-, como el medicamento disefiado para ser administrado como parte de, o constituyendo la segunda y/o dosis 

65 posteriores -destinadas a reforzar la respuesta inmune inicial, previamente desencadenada, contienen al menos un 
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vector seyin una cualquiera de las reivindicaciones 8 a 11, y/o al menos un vector segOn una cualquiera de las 
reivindicaciones 12 a 15. 

46. Uso segOn la reivindicacion 45, en el que tanto el medicamento disefiado para ser administrado como 
5 parte de o constituyendo la primera dosis de vacunaciOn que desencadena la respuesta inmune inicial como el 

medicamento disefiado para ser administrado como parte de o constituyendo la segunda y/o dosis posteriores 
destinadas a reforzar la respuesta inmune inicial previamente desencadenada contienen al menos un vector segOn 
la reivindicacion 12. 

10 47. Uso segiin la reivindicaciOn 46 en el que tanto el medicamento disefiado para ser administrado como 
parte de o constituyendo la primera dosis de vacunaciOn —cuyo prop6sito es desencadenar la respuesta inmune 
inicial- como el medicament° disefiado para ser administrado como parte de, o constituyendo la segunda y/o dosis 
posteriores -destinadas a reforzar la respuesta inmune inicial, previamente desencadenada- contienen al menos un 
vector segiin la reivindicaciOn 15. 

15 

48. Uso segun la reivindicaciOn 39, en el que el medicamento esta disefiado para ser administrado como 
pane de, o constituyendo la segunda y/o dosis posteriores cuyo propOsito es reforzar la respuesta inmune inicial, 
previamente desencadenada. 

20 49. Uso segun la reivindicacion 48, en el que el medicamento disefiado para ser administrado como parte 
de, o constituyendo la segunda y/o dosis posteriores —cuyo prop6sito es reforzar la respuesta inmune inicial, 
previamente desencadenada- contiene al menos un vector segun una cualquiera de las reivindicaciones 8 a 11 y/o al 
menos un vector segun una cualquiera de las reivindicaciones 12 a 15. 

 

 

 

 

 

25 50. Uso sew:in la reivindicacion 49, en el que el medicamento disefiado para ser administrado como parte 
de, o constituyendo la segunda y/o dosis posteriores -cuyo prop6sito es reforzar la respuesta inmune inicial, 
previamente desencadenada- contiene al menos un vector segun una cualquiera de las reivindicaciones 8 a 11, y/o  
al menos un vector segun una cualquiera de las reivindicaciones 12 a 15, y en el que el medicament° diseliado para  
ser administrado como parte de o constituyendo la primera dosis de vacunacion -cuyo prop6sito es desencadenar la 

30 respuesta inmune inicial- contiene al menos un vector recombinante derivado del virus NYVAC. 

51. Uso segbn la reivindicacion 50, en el que el medicamento disefiado para ser administrado como parte  
de, o constituyendo la segunda y/o dosis posteriores -destinadas a reforzar la respuesta inmune inicial, previamente  
desencadenada-, contiene al menos un vector segiln la reivindicaciOn 11 y en el que el medicamento disefiado para

 

35 ser administrado como parte de, o constituyendo la primera dosis de vacunaciOn -cuyo prop6sito es desencadenar la 
respuesta inmune inicial- contiene al menos el vector recombinante NYVAC-B. .  

52. Uso segtin la reivindicacion 50, en el que el medicamento disefiado para ser administrado como parte  
de, o constituyendo la segunda y/o dosis posteriores -destinadas a reforzar la respuesta inmune inicial, previamente  

40 desencadenada-, contiene al menos un vector segOn la reivindicaciOn 15, y en el que el medicamento disefiado para  
ser administrado como parte de, o constituyendo la primera dosis de vacunaciOn -cuyo propOsito es desencadenar la 
respuesta inmune inicial- contiene al menos el vector recombinante NYVAC-C. 

53. Uso segun la reivindicaciOn 49, en el que el medicamento disefiado para ser administrado como parte 
45 de, o constituyendo la segunda y/o dosis posteriores -destinadas a reforzar la respuesta inmune inicial, previamente 

desencadenada- contiene al menos un vector segun una cualquiera de las reivindicaciones 8 a 11, y/o al menos un 
vector seyin cualquiera de las reivindicaciones 12 a 15, y en el que el medicamento disefiado para ser administrado 
como parte de, o constituyendo la primera dosis de vacunacion -cuyo prop6sito es desencadenar la respuesta 
inmune inicial- contiene al menos un plasmido recombinante que contiene secuencias codificantes de antigenos del 

50 VIH-1. 

54. Uso seyin la reivindicacion 53, en el que el medicamento disefiado para ser administrado como parte 
de, o constituyendo la segunda y/o dosis posteriores -destinadas a reforzar la respuesta inmune inicial, previannente 
desencadenada- contiene al menos un vector segun cualquiera de las reivindicaciones 8 a 11, y/o al menos un 

55 vector seyin cualquiera de las reivindicaciones 12 a 15, y en el que el medicamento disefiado para ser administrado 
como parte de, o constituyendo la primera dosis de vacunaciOn -cuyo prop6sito es desencadenar la respuesta 
inmune inicial- contiene al menos un plasmido recombinante que contiene secuencias codificantes de antigenos del 
VIH-1 que estan presentes tambien en al menos uno de los vectores segun cualquiera de las reivindicaciones 8 a 
11, o segiTh una cualquiera de las reivindicaciones 12 a 15 que forman parte o constituyen la segunda dosis y/o 

60 dosis posteriores de vacunaciOn. 

55. Uso segOn la reivindicaciOn 54, en el que el medicamento disefiado para ser administrado como parte 
de, o constituyendo la segunda y/o dosis posteriores -destinadas a reforzar la respuesta inmune inicial, previamente 
desencadenada- contiene al menos un vector segun la reivindicaciOn 11, y en el que el medicamento disefiado para 

65 ser administrado como parte de, o constituyendo la primera dosis de vacunaciOn -cuyo propOsito es desencadenar la 
respuesta inmune inicial- contiene al menos el plasmido recombinante DNA-B. 
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56. Uso segun la reivindicaciOn 54, en el que el medicamento disefiado para ser administrado como parte 
de, o constituyendo la segunda y/o dosis posteriores -destinadas a reforzar la respuesta inmune inicial, previamente 
desencadenada- contiene at menos un vector segun la reivindicaciOn 15 y en el que el medicamento diseriado para 

5 ser administrado como parte de, o constituyendo la prinnera dosis de vacunaciOn -cuyo proposito es desencadenar la 
respuesta inmune inicial- contiene al menos el plasmido recombinante DNA-C. 

57. Un vector recombinante derivado del virus MVA capaz de expresar simultaneamente una forma de la 
proteina Env del VIH-1 que carece de la parte correspondiente a la proteina gp41 en su totalidad y una proteina de 

10 fusiOn que contiene secuencias de las proteinas Gag, Pol y Net del virus de la inmunodeficiencia de simio, Sly, en el 
que las secuencias de nucleOtidos de la proteina Env y de la proteina de fusi6n Gag-Pol-Nef estan controladas por 
promotores identicos y en el que ambas secuencias estan insertadas en el mismo lugar de inserci6n del vector, el 
locus de timidina quinasa, de manera que el vector recombinante carece del gen de la timidina quinasa. 

15 58. Un vector recombinante segun la reivindicaciOn 57, en el que tanto la secuencia de nucleOtidos 
correspondiente a la proteina Env como las secuencias utilizadas para generar la secuencia de nucleotidos de la 
proteina de fusiOn Gag-Pol-Nef se generan a partir de las secuencias de proteinas Env, Gag, Pol y Nef de virus 
quimericos de la inmunodeficiencia de simio y humano, SHIV. 

20 59. Un vector recombinante derivado del virus MVA segun la reivindicaciOn 58, en el que la secuencia de 
nucleOtidos de la proteina Env se ha generado realizando modificaciones en la secuencia correspondiente, 
destinadas a eliminar la expresion de la proteina gp41, mediante deleciOn de toda la secuencia del gen env que en 
la secuencia natural de dicho gen aparece tras el Ultimo triplete correspondiente a la proteina gp120. 

25 60. Un vector recombinante derivado del virus MVA seg0n cualquiera de las reivindicaciones 58 y 59, en el 
que la secuencia de nucleOtidos que codifica la proteina de fusiOn Gag-Pol-Nef no se proteoliza por acci6n de la 
proteasa retroviral. 

61. Un vector recombinante derivado del virus MVA segun una cualquiera de las reivindicaciones 57 a 60, 
30 en el que los promotores que controlan las secuencias de la proteina Env y la proteina de fusi6n Gag-Pol-Nef son 

promotores identicos que permiten la expresi6n de la proteina de fusiOn Gag-Pol-Nef y de la proteina Env carente de 
la parte correspondiente a la proteina gp41 en su totalidad, tanto en etapas tempranas como tardias del ciclo 
infectivo del virus MVA. 

35 62. Un vector recombinante derivado del virus MVA seyin la reivindicacion 61, en el que los promotores 
que controlan las secuencias de la proteina Env y de la proteina de fusi6n Gag-Pol-Nef son promotores sinteticos 
pE/L. 

63. Un vector recombinante segun las reivindicaciones 57 a 62, en el que la secuencia de nucleOtidos 
40 correspondiente a la proteina Env se ha generado eliminando toda la secuencia del gen env que en la secuencia 

natural de dicho gen aparece tras el Ultimo triplete correspondiente a la proteina gp120, la secuencia de nucleOtidos 
que codifica la proteina de fusi6n Gag-Pol-Nef da lugar a una poliproteina que no se proteoliza por acciOn de la 
proteasa del HIV y los promotores bajo cuyo control estan las secuencias correspondientes a la proteina Env y a la 
proteina Gag-Pol-Nef son promotores sinteticos pE/L. 

64. Un vector recombinante segOn la reivindicaciOn 63, en el que tanto la secuencia de nucleOtidos 
correspondiente a la proteina Env como las secuencias utilizadas para generar la secuencia de nucleOtidos 
correspondiente a la proteina de fusi6n Gag-Pol-Nef han sido obtenidas del virus quimerico SHIV89.6P. 

45 

50 65. Un vector recombinante sew:in la reivindicaciOn 64, en el que la secuencia de nucleOtidos de la proteina 
Env esta representada por SEQ ID NO:22. 

55 

66. Un vector recombinante segun la reivindicacion 64, en el que la secuencia de nucleotidos de la proteina 
de fusiOn Gag-Pol-Nef esta representada por SEQ ID NO:23. 

67. Un vector recombinante segUn las reivindicaciones 65 y 66 que comprende un insert° cuya secuencia 
esta representada por SEQ ID NO:24. 

68. Una composici6n que comprende al menos un vector recombinante seyin una cualquiera de las 
60 reivindicaciones 57 a 67. 

69. Una composici6n sew:in la reivindicacion 68, que connprende adicionalmente al menos un excipiente 
farmaceuticamente aceptable. 

65 70. Uso de un vector recombinante segun una cualquiera de las reivindicaciones 57 a 67, o de una 
composicion seg0n una cualquiera de las reivindicaciones 68 o 69, para evaluar la capacidad para conferir 
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protecciOn frente a la infecci6n por el VIH de un vector segun una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 15 que 

presenta la misma estructura de organizaci6n genica, sitio de inserci6n y pronnotores que el vector segiin una 

cualquiera de las reivindicaciones 57 a 67, evaluando tal capacidad para conferir protecciOn sometiendo a un 

primate no humano a un protocolo de desencadenamiento/refuerzo de la respuesta inmune en el que el vector de 

5 una cualquiera de las reivindicaciones 57 a 67 se administra al primate, inoculando posteriormente al primate un 

virus capaz de infectarlo y de causar sintomas similares a los del SIDA y evaluando en el primate la capacidad que 

tiene la respuesta inmune generada para controlar la infecciOn determinando una magnitud seleccionada entre el 

numero de particulas virales presentes en el plasma de muestras de sangre extraidas del primate, el porcentaje de 

celulas CD4+ y/o CD8+ en el total de las celulas mononucleares de sangre periferica (PBMC), la tasa de 

10 supervivencia de los primates infectados o combinaciones de las mismas. 

15 

71. Uso segun la reivindicaciOn 70, en el que se determina el numero de particulas virales presentes en el 

plasma de las muestras de sangre extraidas del primate no humano deternninando el numero de copias de ARN viral 

presentes en el plasma. 

macaco. 

72. Uso segiin una cualquiera de las reivindicaciones 70 6 71, en el que el primate no humano es un 

73. Uso segun la reivindicaciOn 72, en el que el virus capaz de infectar al macaco y de causar sintomas 

20 similares a los del SIDA es una forma patOgena del virus de la inmunodeficiencia de simio y hunnana (SHIV). 

74. Uso segCin la reivindicaciOn 73, en el que la forma patOgena del virus de la inmunodeficiencia de simio y 

humana inoculada es el SHIV89.6P. 

25 75. Uso segiin las reivindicaciones 73 6 74, en el que el namero de copias de ARN viral presentes en el 

plasma del macacos se determina transcurridos al menos 10 dias desde el monnento de la inoculaciOn del virus 

SHIV. 

30 

76. Uso segan la reivindicaciOn 74, en el que el SHIV89.6P se inocula por via intravenosa. 

77. Uso segun la reivindicaciOn 76, en el que el vector de una cualquiera de las reivindicaciones 57 a 67 

adnninistrado a los macacos previamente a la inoculaciOn del SHIV89.6P es un vector de la reivindicaciOn 67. 

78. Uso segiin la reivindicaciOn 77, en el que el vector segan una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 15 

35 que presenta la misma estructura de organizacion genica, sitio de inserciOn y promotores que el vector de la 

reivindicaciOn 67 es el vector MVA-B y/o el vector MVA-C. 

40 

79. Uso segun la reivindicaciOn 78, en el que el vector de la reivindicaciOn 67 se adnninistra a los macacos 

en una o mas dosis de potenciaci6n de la respuesta inmune. 

80. Uso segan la reivindicaciOn 79, en el que el vector de la reivindicaciOn 67 se administra a los nnacacos 

en la tercera dosis de vacunaciOn. 

81. Uso segun la reivindicacion 80, en el que el vector de la reivindicaciOn 67 se adnninistra a los macacos 

45 adicionalmente en una cuarta dosis de vacunacion. 

82. Uso segCin una cualquiera de las reivindicaciones 80 u 81, en el que el vector de la reivindicaciOn 67 

esta ausente de la primera y/o de la segunda dosis de vacunacion administradas a los macacos. 

50 83. Uso segan la reivindicaciOn 82, en el que el vector de la reivindicacion 67 esta ausente de la primera y/o 

de la segunda dosis de vacunaciOn administradas a los macacos. 

55 

84. Uso segan la reivindicaciOn 83, en el que la primera y la segunda dosis de vacunaciOn comprenden un 

vector de ADN desnudo a partir del cual pueden expresarse en los macacos antigenos del SHIV89.6P 

85. Uso segiin la reivindicacion 79, en el que el vector de la reivindicaciOn 67 se administra por via 

intramuscular. 

86. Uso de un vector recombinante derivado del virus NYVAC que presenta la misma estructura de 

60 organizaciOn genica, sitio de inserci6n y promotores que un vector derivado de MVA segun una cualquiera de las 

reivindicaciones 57 a 67 como control en un procedimiento en el que se evalCia la eficacia como vacuna de un vector 

derivado del virus MVA segan una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 15 mediante el uso del vector segan una 

cualquiera de las reivindicaciones 57 a 67 que presenta la misma estrumura de organizaci6n genica, sitio de 

inserci6n y pronnotores que el vector derivado de MVA segun una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 15. 

65 

84 

 



5 

87. Uso segOn la reivindicaciOn 86, en el que el vector recombinante derivado del virus NYVAC comprende 

un insert° cuya secuencia este representada por SEQ ID NO:24 y el vector recombinante derivado de MVA que se 

utilize en el procedimiento en el que se evalOa la eficacia como vacuna de otro vector recombinante derivado del 

virus MVA segOn una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 15 es un vector recombinante de la reivindicaciOn 11. 

88. Uso segOn la reivindicaciOn 87, en el que se evalOa la eficacia como vacuna del vector MVA-B y/o del 

vector MVA-C. 

89. Un plasmido que posee un inserto con la secuencia codificante de una forma de la proteina Env del 

10 VIH-1 que carece de la parte correspondiente a la proteina gp41 en su totalidad y la secuencia codificante de una 

proteina de fusiOn que contiene secuencias de las proteinas Gag, Pol y Nef del Sly, insert° en el cual la secuencia 

codificante de la proteina Env y la secuencia codificante de la proteina de fusi6n Gag-Pol-Nef ester' bajo el control 

de promotores identicos localizados en direcciones opuestas y en la zona mas interna del insert°, caracterizado por 

que el insert° este flanqueado, en uno de sus extremos, por una primera secuencia flanqueante del locus de timidina 

15 quinasa y, en el otro extern°, por una segunda secuencia flanqueante mas corta comprendida en la secuencia que 

flanquea el extremo opuesto del locus de timidina quinasa, presentando adicionalmente el plasmido una tercera 

secuencia que corresponde a la secuencia que flanquea el extremo del locus de timidina quinasa oppuesto a la 

primera secuencia flanqueante y que es mas larga y que comprende la segunda secuencia flanqueante mas coda, y 

un gen marcador situado entre la segunda secuencia flanqueante mas coda y la tercera secuencia. 

20 

25 

90. Plasmido segun la reivindicaciOn 89, en el que la secuencia codificante de la proteina Env del VIH-1 es 

la representada por SEQ ID NO:22, la secuencia codificante de la proteina de fusiOn Gag-Pol-Nef es la representada 

por SEQ ID NO:23, los promotores identicos que controlan dichas secuencias codificantes son promotores sinteticos 

pE/L y el gen marcador es LAC-Z. 
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