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DESCRIPCION

Vectores recombinantes basados en el virus modificado de Ankara (MVA) como vacunas preventivas y terapéuticas
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), disefiados para utilizarse como vacunas preventivas y terapéuticas contra el SIDA. Mas
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 quimérica resultante de la
fusion de Gag, Pol y Nef. La invencién se refiere también a virus recombinantes basados en el virus Vaccinia
Modificado de Ankara (MVA) que expresan antigenos del virus quimérico de la inmunodeficiencia de simio y humano
(SHIV), validos para ser utilizados para la inmunizacién de simios y poder comprobar el grado de proteccion que los
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 homdlogos primeramente mencionados, los virus
derivados de MVA que expresan antigenos del VIH-1, como vacunas eficaces para proteger a seres humanos contra
el virus de la inmunodeficiencia humana.

Estado de la Técnica

Los datos de la OMS indican que en el afio 2004 la enfermedad del SIDA habia causado mas de 23 millones de
fallecimientos, con mas de 40 millones de personas infectadas y con unas predicciones de sobrepasar los 60
millones de infectados para el afio 2012. Las diferencias geogréficas y econémicas 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 jévenes adultos y con un incremento
progresivo entre las mujeres. De entre los paises desarrollados, Espafia continda siendo el pais con mayor nimero
de personas infectadas de la Union 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 transmisién del virus, existe
consenso en la comunidad internacional de la urgente necesidad en desarrollar vacunas profilacticas y terapéuticas
contra el SIDA que ayuden a solucionar el problema.

El desarrollo del SIDA representa los tltimos estadios de la infeccién causada por el retrovirus conocido como virus
de la inmunodeficiencia humana (VIH). El VIH es un retrovirus que pertenece al genero Lentivirus, con un genoma
de 9,8 ¥b. El viridn contiene dos copias de ARN de banda sencilla y de polaridad positiva. En los primeros estadios
de la infeccion, el ARN genémico, por medio de la transcriptasa en reverso o retrotranscriptasa (RT) que llega a la
célula asociada al ARN viral, se convierte en ADN lineal de doble banda. Este ADN se transporta al nucleo, donde
se integra en la célula 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
traduccién de dichos genes son los siguientes:

» El producto de la traduccion del gen Gag es la poliproteina precursora gag-p55 que se procesa dando lugar
a la proteina matriz p17, la proteina de la capsida p24 y las proteinas de la nucleocapsida p6 y p7.

e 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
la sintesis del ADN, mientras que la integrasa esta involucrada en el proceso del integracion del provirus,
actuando como endonucleasa.

« 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
por uniones no covalentes en la superficie del virion. En la glicoproteina gp120 se localizan los sitios de
unidn a los receptores celulares, el receptor CD4 y los correceptores CXCR4 (llamado X4) y CCRS5 (llamado
C5). Es a esta proteina a la que se debe mayoritariamente la variabilidad genética del virus VIH y su
capacidad para escapar a la respuesta inmune tanto humoral como celular, por ser la que estd mas
expuesta en la superficie del virus. Por su parte, la glicoproteina gp41 o transmembrana actia como anclaje
a la membrana lipidica. Tiene en su extremo amino terminal una zona hidréfoba altamente conservada,
requerida para la fusion de la membrana virica y la membrana plasmatica celular durante el proceso de
entrada del virus en la célula hospedadora.

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

solapante. Los genes Tat y Rev son necesarios para la replicacion virica en todas las células 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 degradaciéon de
moléculas de CD4 en los lisosomas. El gen Vif codifica una proteina necesaria para la propagacion del
virus en linfocitos de sangre periférica, macréfagos 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 célula infectada de la gp160 y CD4 por
degradacion de la molécula 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
localizan importantes regiones reguladoras que juegan un papel primordial durante el proceso de retrotranscripcion.

Se han identificado dos clases del virus: VIH-1 y VIH-2, de las que la segunda, VIH-2, parece ser menos patégena
que la primera y se localiza 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
tres subtipos del VIH-1, denominados M, N y O, aunque mas del 95% de todos los aislados del VIH a nivel global en
la poblacién, pertenecen al subtipo M. En funcién de las diferencias en la secuencia de nucleétidos, 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 alude generalmente como clades y que se denominan con las letras A, B, C, D,F, G, Hy J.
Los clades B y C representan aproximadamente el 80% de las infecciones a nivel mundial, siendo el clade B el mas
representativo en Europa y América 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.

Una posibilidad para el disefio de tales vacunas consiste en la generacién de moléculas de ADN recombinante que
contengan secuencias capaces de expresar proteinas del VIH, o fragmentos o formas de fusion de las mismas de
forma que, al ser administradas a un individuo, se sintetizan dichas proteinas, fragmentos o formas de fusién de las
mismas y se genera una respuesta inmune contra ella. Dichas moléculas 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
replicacion del virus en las células 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 célula diana.
En esos casos, el ADN recombinante puede administrarse en forma de particulas virales completas que facilitan la
transfeccion del ADN recombinante a la célula diana. De entre los virus que se estan utilizando como vectores, las
formas modificadas del virus Vaccinia estan entre los vectores virales mas tentativos para ser aplicados como
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 mutagénesis 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 embrién de pollo (CEF), lograndose una
pérdida del 15% del genoma viral parental (1, 2) que supone deleciones en genes de los que algunos de ellos estan
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 nombre en negrita en la Figura 1), existiendo
también 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 cursiva en la Figura 1). En el virus MVA, los genes estructurales del
virus han permanecido 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 células CEF y en células de rindn de Hamster (BHK), mientras que en lineas celulares
humanas, incluyendo las células HelLa, tiene un ciclo abortivo (6, 7). Aunque la replicacion viral depende del tipo
celular, el bloqueo del programa de morfogénesis en las células no permisivas ocurre en los pasos posteriores a la
formacion de formas virales inmaduras (IV), sin haber alteraciones de la expresiéon de genes virales tempranos y
tardios (8, 9). En células en cultivo, los recombinantes de MVA producen niveles similares o mayores de proteina
heterdloga que los vectores derivados de la cepa silvestre del virus Vaccinia WR (Western Reserve) (9-11), lo que le
hace interesante como sistema de expresion. En mamiferos, recombinantes de MVA han demostrado inducir una
inmunidad protectora frente a un amplio espectro de patégenos (6, 12-16), mostrando las siguientes ventajas como
vector de expresidon de antigenos heterélogos:

- Alto nivel de seguridad, demostrada cuando se us6 en mas de 120000 individuos durante la campana de
erradicacién de la viruela en Alemania.

- Avirulento en una amplia variedad de animales en condiciones inmunosupresoras.

- Poca o nula reaccién sistémica 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 génico
exdgeno.

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

Dada su seguridad y capacidad de producir proteccion, puede ser de gran utilidad en la generacion 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 llevar a cabo ensayos clinicos de la posible eficacia como vacunas de vectores derivados del MVA, es
necesario obtener informacion previa sobre su comportamiento inmunogénico y su capacidad de conferir proteccion
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 experimentacién con otras enfermedades, como pueden ser los
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 informacién previa sobre el comportamiento inmunolégico 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 ratén transgénico que expresa el antigeno de histocompatibilidad humano MHC de clase |
(HLA-A2) permite demostrar si la vacunacién confiere presentacién antigénica 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 transgénicos 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 ratén.

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 infeccion de chimpancés 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 inmunodeficiencia de simios (o SIV, a partir de su nombre en inglés, simian
immunodeficiency virus) es un modelo mucho mas Util. Se trata de un lentivirus que infecta de forma natural diversos
tipos de primates. Se han descrito cinco subgrupos del mismo. La forma aislada de macacos Rhesus (Macaca
mulafta), 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 unién a factores transcripcionales.
Presenta tres marcos de lectura abierta para proteinas estructurales: gag, pol y env; marcos de lectura abierta para
genes reguladores: nef, tat y rev, y los llamados genes accesorios: vif, vpr y vpx. Los miembros del subgrupo
SlVmac comparten un alto grado de homologia genética con el VIH-2.

Existen puntos comunes entre los virus SIV y VIH, entre los que se encuentran el tropismo celular, la organizacion
genomica, las caracteristicas ultraestructurales, el modo de transmision, la respuesta del hospedador a la infeccién 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 disefio de nuevas vacunas para ensayos en humanos.

La infeccién por SIV se caracteriza por un maximo de viremia en las dos primeras semanas, seguido por una
disminucion de los niveles virales hasta un punto que es variable y del cual dependera la progresion de la
enfermedad. El periodo de incubacién viral es menor que en la infeccién por VIH. La variabilidad en la progresion de
la enfermedad depende de la heterogeneidad genética de los macacos usados en los estudios, asi como del virus
empleado en el desafio y la ruta de exposicion (intravenosa, mucosa o perinatal). Ante la infeccién por SIV, la
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
ambos modelos. Otra desventaja es que el virus SIV usa sélo el correceptor CCR5 para entrar en la célula, mientras
que el VIH usa, ademas, otros correceptores como CXCR4, CCR2 o CCRS3. Por esta y ofras 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 SIV. Este virus
se denomind SHIV (del inglés Simian-Human Immunodeficiency Virus) (25). Este hibrido contenia los genes env y
tat del VIH y el resto del material genético del SIV. El SHIV fue capaz de infectar macacos Rhesus, aunque no era
capaz de reproducir los sintomas caracteristicos del SIDA en los animales inoculados con él.

Con este primer hibrido, se dispuso de un modelo de infeccién en macacos (til para estudios de proteccion contra la
infeccion, si bien este modelo adn no permitia concluir si los candidatos a vacunas eran capaces de proteger contra
la enfermedad. Unos afios mas tarde, a través de pasos sucesivos por macacos y en cultivo, se lograron aislar
varias variantes agresivas del SHIV capaces no sélo 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 afio tras la inoculacion. De entre estas variantes del SHIV, una de
las mas comunmente utilizadas es la denominada SHIV89.6P, 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 enfermedad y la muerte conferida por posibles vacunas en desarrollo.
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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 inmunizacién en los que se emplean dos o mas dosis de vacunacién separadas en el tiempo,
suministrandose al menos en la primera dosis un vector diferente al de las siguientes dosis, aunque los antigenos
expresados a partir de cada uno de los vectores pueden ser los mismos. Para hacer referencia 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 expresion de un antigeno y una o mas dosis de potenciacion o refuerzo de la respuesta
inmune generada que contienen un vector diferente, pero que da lugar generalmente a la expresion del mismo
antigeno, se emplea a menudo en espafiol su denominacion en inglés prime/boost. Estos protocolos se consideran
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, recurriéndose sélo a la utilizacion
de componentes del mismo; por otra parte, el uso de vectores de expresion capaces de introducirse en las células
en lugar de recurrir a la administracién directa de las proteinas que expresan posibilita que las proteinas que deben
actuar como antigenos se encuentren presentes en el citoplasma de las células hospedadoras para que se produzca
su procesamiento mediante la ruta de presentacion de antigenos del MHC de clase |, lo que es necesario para
desencadenar una respuesta inmune de células T, particularmente respuestas citotoxicas inmunes asociadas con
linfocitos T CD8". Por dltimo, el uso de vectores diferentes en cada una de las dosis disminuye la probabilidad de
que el vector de vacunaciéon como tal sea eliminado rapidamente por el sistema inmune del hospedador, evitandose
la potenciacion de la respuesta inmune dirigida contra las partes constituyentes del vector que no proceden del
microorganismo 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 induccién y potenciacion de la respuesta
inmune con vectores diferentes, en especial cuando el recombinante derivado del MVA se administra en la segunda
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 Inmunodeficiencia de Simio). La respuesta de células T citotoxicas y de memoria
generada demuestra el potencial de los recombinantes de MVA como vacunas frente al virus VIH (17).

Por ello, se han disefiado distintos vectores recombinantes, basados en el MVA, capaces de expresar diversos
antigenos del VIH. Intentando 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 Pol (rMVA), considerando como una opcion adicional la posibilidad
de que el antigeno inmunizante incluya también secuencias de vif, vpr, tat, rev, vpu o nef, aunque sin discutir que la
expresion de alguna de esas secuencias tenga gran importancia de cara a la posible respuesta de proteccion
generada, ni utilizando esa opcion en las realizaciones de la invencion. Aunque en dichas solicitudes de patentes
internacionales se menciona que las secuencias de vif, vpr, tat, rev, vpu o nef, asi como las correspondientes a env,
gag y pol, pueden en general codificar s6lo 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
env carezca de parte o de la totalidad de los nucledtidos 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 técnica no describe especificamente la posibilidad de que la parte codificante correspondiente a la
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, tal 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
acumulacién en la membrana de las células que la expresan, lo que se trata como un efecto positivo buscado.
También se trata como un efecto positivo deseado la formacién de particulas similares a virus VIH en las que estan
presentes proteinas Gag y Env y que se pueden detectar, entre otras localizaciones, en el exterior de las células en
las que las correspondientes proteinas se han expresado. Respecto al lugar de insercién de las secuencias
expresadas, no se menciona que este hecho tenga una importancia especial salvo para manifestar como positivo el
hecho de que la eleccion del sitio de la delecion [l como uno de los lugares en los que se insertan secuencias
permite que el recombinante MVA siga siendo TK". Ello implica que el vector recombinante MVA descrito en dicho
estado de la técnica 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 insercién para incluir en el vector las
secuencias que codifican los antigenos que se desean expresar, no describiéndose pruebas para demostrar la
estabilidad de dichos vectores.

La solicitud de patente WO 2004/035006 describe también vectores derivados de MVA que contienen secuencias
codificantes de varias proteinas de VIH que se expresan en forma de proteinas de fusién, concretamente una fusién
Gag-Pol y una fusion 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 solucién propuesta es que al menos una de las secuencias codificantes de proteinas del VIH esté unida a
una secuencia lider heterologa, siendo la del tPA la secuencia que se elige para las realizaciones correspondientes
a vectores derivados del MVA y promoviéndose de esta manera la secrecion de las proteinas sintetizadas. En lo que
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se refiere a la insercion de las secuencias, ademas, se muestra preferencia por el sitio de la delecion I, utilizandose
de nuevo en un mismo vector un segundo lugar de insercion de secuencias adicionales, el de la delecion Il, 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. Ademas, la uUnica forma considerada para la
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 exdgenos cuyo sitio de insercion es el locus de timidina
quinasa. Los genes exogenos estan insertados en el gen de la timidina quinasa, que esta 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 insercién de un gen adicional TK (el gen de timidina quinasa del virus de la
viruela aviar) para superar estos inconvenientes.

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 fusion Gag-Pol-Nef. Tanto la secuencia
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 utilizar un Unico sitio de insercion con respecto a otros vectores derivados también del
MVA que contienen varias secuencias codificantes de proteinas del VIH, dado que estos Gltimos, al llevar insertas
cada una de las secuencias en un lugar diferente de insercion, pierden con facilidad los insertos presentes en ellos.
Ademas, la utilizacion especifica del locus de la timidina quinasa como lugar de insercion 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 después
de su sintesis en el citoplasma de la célula infectada, facilitindose 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 al menos cuatro antigenos: Env, Gag, Pol y Nef, por
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 genética 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
correspondientes a los genes estructurales gag, pol y env, pues se expresa en etapas tempranas del ciclo del VIH y
la generacion 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 asociacion 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 fusion que mantuviera
todos los epitopos con capacidad para generar respuesta celular, posibilitando una mayor presentacion antigénica
que otros vectores que expresan fusiones que corresponden sélo a las proteinas Gag y Pol, pero generandose una
proteina de fusion que no se proteoliza por accion de la proteasa viral, no da lugar a la formacion de particulas
virales y que, al contrario de lo que sucedia con las proteinas expresadas en otros vectores de la técnica anterior, se
acumula en el citoplasma en forma de una poliproteina estable. El uso de un promotor sintético idéntico para dirigir
la expresion tanto de la proteina gp120 como de la fusion Gag-Pol-Nef, - un promotor eligido para que permita la
expresion de las correspondientes proteinas tanto a tiempos tempranos como a tiempos tardios durante la
replicacion del MVA -, permite la expresion simultanea de las secuencias de la gp120 y de la proteina quimérica
Gag-Pol-Nef, su acumulacion a lo largo del ciclo de infeccion del MVA y el procesamiento antigénico de las mismas
a tiempos tempranos y tardios.

Un grupo de los vectores objeto de la invencion han sido disefiados especificamente para la vacunacion de seres
humanos. En estos vectores, tanto la secuencia de la proteina gp120 como la secuencia de la proteina de fusién
Gag-Pol-Nef se han generado a partir de secuencias del virus de la inmunodeficiencia humana VIH-1. La utilizacion
para la generacion de los vectores recombinantes de secuencias obtenidas especificamente de aislados naturales y
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 representativa 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 inmunizacién en los que se
suministran vectores codificantes de antigenos en varias 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
del virus MVA representan tanto una alternativa a construcciones similares derivadas del virus NYVAC como un
complemento Util para la utilizacion de cada uno de los mencionados vectores recombinantes en fases diferentes de
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protocolos de inmunizacién 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, ademas 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
celulares y modelos animales (induccion de diferentes patrones de expresion de genes humanos en células Hela,
menor induccion por parte del MVA de apoptosis que el vector NYVAC, induciendo éste tltimo mayor destruccion
celular y respuesta humoral contra si mismo (28)). Este comportamiento diferencial hace predecible que su
comportamiento sea diferente también tras haber sido administrados a seres humanos como vacunas de vectores
recombinantes generados a partir de cada uno de ellos.

Tal como se describe mas adelante en la seccién de Ejemplos de la presente memoria, los ensayos realizados en
ratones demuestran la capacidad inmunogénica 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 invencion con las que se
llevaron a cabo los ensayos, los vectores MVA-B y MVA-C. Sin embargo, para poder evaluar su capacidad para
conferir proteccion 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/potenciacion de la respuesta inmune y en los que se evalle posteriormente la
capacidad para controlar la infeccion que la respuesta inmune generada sea capaz de conferir tras “desafiar” la
misma mediante la inoculacién de un virus capaz de infectar a los macacos y de dar lugar en ellos a sintomas
similares a los del SIDA. Para este tipo de desafio seria adecuada una de las variantes patogénicas 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 exégenas al
virus MVA que derivan todas ellas de secuencias de proteinas propias del VIH-1. Requieren la generacién de
vectores especiales que cumplan varias condiciones:

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 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 SIV.

b) Presentar la misma estructura de organizacion génica, sitio de inserciéon 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
resultados el comportamiento esperable al utilizar en seres humanos los vectores con los que se los quiere
comparar. La presente invencion proporciona también 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 exégenas derivadas todas ellas de secuencias de proteinas del
VIH-1. Adicionalmente, se proporcionan también vectores recombinantes analogos construidos a partir de otro
derivado de poxvirus, el virus NYVAC, para poder comparar el efecto de ambos.

Descripcién de la invencion

La invencion proporciona nuevos vectores recombinantes derivados del virus MVA 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 fusion correspondiente a las proteinas Gag, Pol y Nef del virus VIH-1 que no se proteoliza por
accion de la proteasa del VIH, estando las secuencias de la proteina Env y de la proteina de fusién Gag-Pol-Nef bajo
el control de promotores idénticos e insertadas ambas en el mismo sitio de insercién del vector. Estos vectores
objeto de la invencion, en los que las secuencias codificantes de antigenos exogenos al MVA se derivan todas ellas
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 preventivas o terapéuticas 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 invencién con expresiones como “los
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 alude a dichos vectores como “los vectores en los que las
secuencias codificantes de antigenos exogenos al MVA se derivan todas ellas de secuencias propias del VIH-1".

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

La expresion de la proteina Env sintetizada a partir de los vectores de la presente invencion da lugar a proteinas
gp120 no asociadas a proteinas gp41 o fragmentos de la misma, facilitandose con ello su salida de la célula y su
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liberacion al medio, lo que a su vez hace mas probable la activacion de las células B y la produccion de anticuerpos
neutralizantes frente al VIH. En las realizaciones preferidas de los vectores de la presente invencion, la secuencia de
nucleétidos correspondiente a la proteina Env que forma parte de los vectores objeto de la invencion codifica una
proteina gp120 completa, habiéndose 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.

La proteina de fusion de Gag, Pol y Nef esta disefiada de tal manera que no da lugar a la formacién de particulas
similares a particulas virales. La forma utilizada para la construccion de las realizaciones de la invencién, que se
describen con detalle en la presente memoria, se acumula en el citoplasma de las células infectadas con los
vectores recombinantes objeto de la invencién en forma de poliproteina, sin experimentar el procesamiento
caracteristico del virus VIH provocado por la proteasa viral que daria lugar a su escisién en proteinas mas pequeias,
aunque posteriormente si va a experimentar el procesamiento celular que permite la presentacion de péptidos
antigénicos 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 fusién
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 propodsito de generar en ellos una respuesta inmune frente al VIH. En las
realizaciones preferidas de dichos vectores de la presente invencion, disefiados para la vacunacion de seres
humanos, la secuencia codificante de la proteina de fusion 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 fusién. Ademas, en la
secuencia codificante de la proteina de fusion, se provocan modificaciones respecto a las secuencias naturales, para
aumentar su inmunogenicidad y su seguridad. Las modificaciones por las que se tiene preferencia incluyen la
inactivacion por mutagénesis del sitio activo de la proteasa y la eliminacién mediante delecion del sitio activo de la
integrasa, la realizacion de deleciones en el gen nef y su insercién en la regién codificante de la RT, la traslocacién
del sitio activo de la RT al extremo C-terminal de la proteina de fusion y la fusién 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
alanina para prevenir la formacioén de particulas semejantes a virus. De entre ellas, se prefiere especificamente las
modificaciones realizadas para generar la secuencia correspondiente a la proteina de fusién descritas por
Didierlaurent A. et al. (18). Un esquema de los elementos que conforman una proteina de fusién Gag-Pol-Nef que
cumple todas estas caracteristicas se muestra en la zona inferior de la Figura 40, marcada como GagPolNef (gpn).

En las realizaciones preferidas de los vectores de la presente invencién disefiados para la vacunacion de seres
humanos, el promotor se escoge de manera que permita 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 virus MVA. El promotor sintético
temprano/tardio de poxvirus pE/L (19) es la opcion elegida para las realizaciones mas preferidas de la invencion,
aunque cualquier otro promotor de poxvirus podria utilizarse igualmente para la construccion de los vectores objeto
de la invencion.

En una realizacion particularmente preferida de los vectores objeto de la invencion disefiados para la vacunacién de
seres humanos, en los que las secuencias codificantes de antigenos exégenos al MVA se derivan todas ellas de
secuencias propias del VIH-1, tanto la secuencia correspondiente a la proteina Env como las secuencias utilizadas
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 ain 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 fusién Gag-Pol-Nef proceden
de aislados naturales pertenecientes a un mismo clade, preferentemente el clade B o el clade C, pero también se
consideran realizaciones de la invencion aquellas en las que la secuencia correspondiente a la proteina Env procede
de un aislado de un clade y las secuencias utilizadas para generar la secuencia que da lugar a la proteina de fusién
Gag-Pol-Nef proceden de un aislado de un clade diferente. Estan incluidas también 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 fusién, 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
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
clade, vectores idénticos 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 invencién. Se prefieren
aquellas composiciones que contengan vectores de la invencion generados a partir de un unico 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
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 invenciéon cuya construccion se describe en ejemplos de la presente memoria, la
secuencia correspondiente a la proteina Env se encuentra insertada en direccidon opuesta con respecto a la direccion
de la transcripcion de la proteina de fusidon 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 inserto.
Cada uno de los vectores de la presente invencion disefiados para la vacunacién de seres humanos cuya
construccion se describe se generaron a partir de aislados naturales correspondientes a clades diferentes. El
primero de ellos, el vector MVA-B, permite la expresion de una forma del gen env obtenida a partir del aislamiento
del VIH BX08, procedente de Europa, y una proteina de fusion Gag-Pol-Nef que resulta de la traduccién de una
secuencia polinucleotidica generada a partir de secuencias correspondientes a genes gag, pol y nef obtenidos del
aislado I11B, 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
proteina de fusion Gag-Pol-Nef que resulta de la traduccién 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 evaluacion de su
capacidad inmunogénica en ratones se describen mas tarde en este documento 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
més adecuado recurrir a animales evolutivamente mas proximos a los seres humanos, como pueden ser primates no
humanos tales como 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 patogénicas del virus SHIV como
SHIV89.6P cumplen las caracteristicas anteriores. Desafiar la respuesta inmunogénica producida por uno o mas
vectores de vacunacioén con una variante del virus SHIV implica que la inmunizacién no puede realizarse con los
vectores de la invencion anteriormente descritos, que estan disefiados para expresar proteinas derivadas de
secuencias propias del virus contra cuya infeccion se busca proteccion, - el VIH-1 -, pues no se reproducirian en el
ensayo las condiciones del proceso que sucederia en la infeccion de un ser humano. Por ello, la evaluacion de la
capacidad de control de la infeccion que puedean conferir los vectores de la presente invencién disefiados para la
vacunacion de seres humanos requiere la generacion de vectores especiales que cumplan varias condiciones:

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 corresporndientes a otros genes, como
puedan ser gag, pol o nef, procederan del virus SIV);

b) Presentar la misma estructura de organizacion génica, sitio de insercion y promotores que los vectores
disefiados para uso en humanos con los que se quieren comparar.

La invencion proporciona también vectores que cumplen estas caracteristicas, que son también un objeto de la
presente invencion. Asi, la invencién se refiere también a nuevos vectores recombinantes derivados del virus MVA
capaces de expresar simultineamente una forma de la proteina Env del VIH-1 que carece de la parte
correspondiente a la proteina gp41 y una proteina de fusion 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 idénticos e
insertadas ambas en el mismo sitio de insercion del vector. En estos vectores, por tanto, a diferencia de los vectores
objeto de la invencion disefiados para la vacunacién 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). Ello permite su utilizacién en
protocolos de inmunizacién de macacos y en el posterior desafio de la inmunidad creada con un virus SHIV
patdégeno en el que la secuencia del gen env deriva de la correspondiente secuencia de un aislado del VIH-1,
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 mismo 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 infeccién desencadenada por el
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 condicién de presentar la misma estructura de organizacion génica, sitio de insercion y
promotores que los vectores objeto de la invencion disefiados para la vacunacion de seres humanos 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 exégenos al MVA se derivan todas ellas de secuencias propias del VIH-1, la expresion de la proteina Env
sintetizada a partir de los vectores objeto de la invencion disefiados 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
célula y su liberacién al medio, lo que a su vez hace mas probable la activacién de las células B y la produccion de
anticuerpos neutralizantes frente al VIH. En las realizaciones preferidas de la presente invencion, la secuencia de
nucleétidos correspondiente a la proteina Env que forma parte de los vectores objeto de la invencién codifica una
proteina gp120 completa, habiéndose 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
que forma parte de los vectores objeto de la invencién 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.

En cuanto a la proteina de fusion de Gag, Pol y Nef, -también de forma analoga a la proteina homoéloga sintetizada a
partir de los vectores en los que la correspondiente secuencia codificante deriva de secuencias propias del VIH-1-,
estad disefiada de manera que no dé lugar a la formacién de particulas similares a particulas virales. La forma
utilizada para la construccion de las realizaciones de los vectores objeto de la presente invenciéon que se describen
con detalle en la presente memoria se acumula en el citoplasma de las células infectadas con los vectores
recombinantes objeto de la presente invenciéon en forma de poliproteina, sin experimentar el procesamiento
caracteristico del virus VIH provocado por la proteasa viral que daria lugar a su escision en proteinas mas pequefias,
aunque posteriormente si va a experimentar el procesamiento celular que permite la presentacion de péptidos
antigénicos de la proteina de fusién y la generacién de una respuesta inmune contra los mismos.

Tal como se ha comentado anteriormente, la utilidad principal de los vectores objeto de la presente invencidn que
comprenden secuencias derivadas del virus SIVmac es la de ser utilizados en protocolos de inmunizacién para
extraer datos sobre la posible utilidad como vacunas de vectores disefiados para ser administrados a seres
humanos, que deben tener la misma estructura de organizacion génica, promotores y sitio de insercién. Es por ello
que las realizaciones equivalentes a las realizaciones preferidas de los vectores objeto de la presente invencién
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 también 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 fusion 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
secuencias en él insertadas, aumentandose con ello la seguridad de los vectores.

En las realizaciones preferidas, la secuencia codificante de la proteina de fusién 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.
Ademas, 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 inactivacion por mutagénesis 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 insercion en la region
codificante de la RT, la traslocacion del sitio activo de la RT al extremo C-terminal de la proteina de fusién, y la
fusién de la secuencia del ge1 gag en fase de lectura con pol-nef, creando una desviacion de una fase de lectura e
introduciendo un cambio de ¢llicina a alanina para prevenir la formacion de particulas semejantes a virus. De entre
ellas, se prefiere especificaniente las modificaciones realizadas para generar la secuencia correspondiente a la
proteina de fusion descrita por 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
caracteristicas, aunque derivedas en este caso de secuencias propias del virus SIVmac, estan representadas por el
esquema que se muestra en |2 zona inferior de la Figura 40, marcada como GagPolNef (gpn).

En las realizaciones preferidas de la invencion, el promotor se escoge de manera que permitan la expresién de la
proteina Env y de la proteina de fusién Gag-Pol-Env tanto en etapas tempranas como tardias del ciclo infectivo del
virus MVA. El promotor sintét co temprano/tardio de poxvirus pE/L (19) es la opcion elegida para las realizaciones
més preferidas de la invencion, aunque cualquier otro promotor de poxvirus podria utilizarse igualmente para la
construccién de los vectores cbjeto de la presente invencion.

En los Ejemplos 1 y 19 se describe, respectivamente, la construccion de los vectores denominados MVA-B y MVA-
C, que suponen sendas realizaciones de los vectores objeto de la presente invencion, disefiados 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 |a 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 mas interna
del inserto.
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Para poder extraer datos sobre la posible proteccion que estos vectores conferirian a seres humanos vacunados con
ellos, en la presente memoria se describe la construccion de un vector, obtenido iguaimente a partir del virus MVA,
que posee, igualmente insertado en el locus de timidina quinasa, un inserto que comprende la secuencia codificante
de una proteina de fusién 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 sintético 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 sintético tempranof/tardio pE/L, estando los promotores correspondientes a cada una de las
secuencias correspondientes a proteinas del VIH insertados en orientaciones opuestas y en la zona mas interna del
inserto. A los vectores que cumplen estas caracteristicas se les ha denominado, de forma general vectores MVA-
SHIV.

Para realizar el desafio posterior a la administracion del vector MVA-SHIV cuya construccion se describe mas
adelente en la presente memoria, se ha elegido el virus quimérico de simio y humano SHIV89.6P. Por ello, para
poder realizar los experimentos de valoracion de la proteccion conferida por la inmunizaciéon con el vector en
condiciones optimas, se ha construido un vector MVA-SHIV cuyo genoma contiene un inserto 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
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,
vector MVA-gp120-HIV89.6p-SIVmac239-gag-pol-nef.

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 inmunogénica de los vectores objeto de la invencion
disefiados para realizar ensayos en macacos y, por afadidura, su capacidad para conferir proteccion frente a
infecciones causadas por el SHIV, se ha considerado adecuado disponer también 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 organizacion génica, sitio de insercion en el
genoma viral (el locus de timidina quinasa (TK)) y los mismos promotores sintéticos tempranos/tardios, situados en
igual disposicion que en el vector denvado de MVA con los que se desean comparar: los vectores NYVAC-B
(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 disefiado 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 inserto, idéntico al origen de las secuencias presentes en el inserto del
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 construccion 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 estan también comprendidos dentro del alcance de la
presente invencion. La presente invencion se refiere también a composiciones que contienen los vectores
recombinantes objeto de la invencién 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 fusion 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
misma estructura de organizacion de genes, promotores y sitio de insercion que se pretendan utilizar para la
vacunacién de seres humanos. La realizacién preferida de esa forma de utilizacion de los vectores de la invencion
consiste en administrarselos a simios, preferiblemente a macacos Rhesus (Macaca mulafta), para evaluar la
respuesta inmune producida y la capacidad protectora generada tras dicha administracion, sometiéndolos
posteriormente a un desafio con un SHIV patégeno. Asi se obtiene informacion relevante para valorar los resultados
y evaluar si indican que merece la pena llevar a cabo la siguiente bateria de ensayos clinicos en seres humanos con
los vectores homblogos previstos para la vacunacion de seres humanos, asi como informacion sobre el
procedimiento adecuado para realizar dichos ensayos.

Preferiblemente, el protocolo que se siga para la administracion de los vectores objeto de la invencién a macacos
respondera al esquema que se tenga previsto seguir para la vacunaciéon de seres humanos, o a un esquema del
cual se desee evaluar su grado de adecuacion.

Los ensayos de inmunogenicidad realizados con los vectores MVA-B y MVA-C, descritos posteriormente en la
seccion de Ejemplos de la presente memoria, asi como los ensayos sobre el grado de proteccion que ofrecen los
vectores frente a la infeccion 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 disefiados para la vacunacion de seres
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humanos como de la validez de los protocolos de inmunizacién utilizados. Por todo ello, son también un objeto de la
presente invencidn los métodos de vacunacién para prevenir o tratar una infeccién provocada por el VIH en los que
se administra al menos un vector recombinante de la invencién, 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
en su totalidad y una proteina de fusion que contiene secuencias de las proteinas Gag, Pol y Nef del VIH-1, es decir,
uno de los vectores objeto de la presente invencién disefiados para la fabricacion de medicamentos utiles como
vacunas preventivas o terapéuticas contra el SIDA.

Los métodos de vacunacion incluidos dentro del alcance de la invencién pueden comprender una o mas dosis de
vacunacion, siempre y cuando en una de ellas se administre al menos uno de los vectores de la invencién. Se
prefieren los métodos en los que se administra mas de una dosis de vacunacién 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
derivados de MVA parecen ser de mayor utilidad para conseguir una respuesta de proteccion frente a la infeccién
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 esté presente en la segunda dosis 0 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
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 vacunacién 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 opcién adecuada para ser utilizados en la primera
dosis de vacunacién como parte de un método de vacunacion objeto de la invencién cuando el vector de la
invenciéon administrado en la segunda y/o en una dosis sucesiva de vacunacioén es, respectivamente, el vector objeto
de la invencion que posteriormente se denomina MVA-B o el vector que posteriormente se denomina MVA-C, o bien
una composicion que comprende tanto el vector MVA-B como el vector MVA-C. También son realizaciones
preferidas del método de vacunacién 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 vacunacién esta presente el
vector MVA-B objeto de la presente invencién, 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 construccion de los vectores de la presente invencion y los ensayos en los que se evalua tanto su
capacidad inmunogénica 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 figuras

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
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 restriccién generados por la enzima Hindlll al digerir con ella el ADN
genomico de los virus MVA y NYVAC. RTI: regién terminal izquierda; RCC: regién central conservada; RTD: region
terminal derecha.

La Figura 2 muestra un esquema del proceso de construccion 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 oligonucleétidos utilizados
como cebadores, los tamafios estimados de los fragmentos que se generan en el curso de la PCR con las diferentes
combinaciones de oligonucledtidos, asi como su localizaciébn 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 oligonucledtidos TK-L y GPN7649; B: PCR cebada con los oligonucleétidos GPN8170 y E/L; C: PCR cebada con
los oligonucledtidos BX08556/TK-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 someter a electroforesis los productos resultantes de una
reaccion de PCR en la que se utilizaron como cebadores oligonucleétidos 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.

La Figura 5 muestra los resultados del andlisis por transferencia tipo Western de la expresion de los genes
heterdlogos gp120-BX08 (parte superior de la figura) y gagpolnef-lliB (parte inferior de la figura, en la que la proteina
gagpolnef-1lIB 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 células en las que se habia simulado la infeccion (calle 5).

La Figura 6 muestra los resultados correspondientes a las pruebas de estabilidad del vector MVA-B. La parte A
muestra los resultados de las inmunotinciones de células 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 células tenidas con cada anticuerpo. La parte B muestra la
deteccion de la expresion de las proteinas gagpolnef-1lIB (fotografia de la izquierda) y gp120-BX08 (fotografia de la
derecha) mediante transferencia tipo Western y deteccion con anticuerpos dirigidos contra dichas proteinas en
células infectadas con el virus recombinante NYVAC-B (NYVACB), células en las que se habia simulado la infeccion
(M) y stocks de virus correspondientes a los pases 7 a 10 (P7, P8, P9y P10).

La Figura 7 muestra la cinética de expresion de la proteina gp120-BX08 obtenida mediante el analisis con un
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 infeccion 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 sefial lograda al incubar las muestras con un anticuerpo anti-p-actina (-
act.) P: precipitado; S: sobrenadante; M: simulacion de infeccion.

La Figura 8 muestra la cinética de expresion de la proteina gagpolnef-1lIB 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 infeccién con un virus recombinante. Las calles 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
marcada con la letra "M" a una muestra en la que se simul6 la infeccion. La flecha indica la posicion de la proteina
gagpolnef-1lIB (abreviada como GPN).

El grafico mostraod en la Figura 9 representa la deteccion mediante ELISPOT de células T secretoras de IFN-y
generadas por la inmunizacién de ratones BALB/c con virus recombinantes a partir de los cuales pueden expresarse
las proteinas gp120-BX08 y gagpolnef-llIB. En ordenadas se indica el nimero de células T secretoras de IFN-y
detectadas por cada 10° esplenocitos, especificas para cada uno de los grupos de péptidos del clade B que se
indican en abscisas. Para cada uno de esos grupos de péptidos, la primera barra corresponde al valor detectado en
animales inmunizados con MVA-B y la segunda a animales inmunizados con NYVAC-B.

La Figura 10 muestra la produccion de citoquinas detectada en ratones BALB/c inmunizados con virus
recombinantes a partir de los cuales pueden expresarse las proteinas gp120-BX08 y gagpolnef-lliB. 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 (primera barra de cada uno de los grupos de
péptidos) o NYVAC-B (segunda barra de cada uno de los grupos de péptidos) frente a grupos especificos de
péptidos representativos del clade B.

La Figura 11 muestra graficos correspondientes a los niveles de distintos tipos de células T secretoras de IFN-y y
presentes en los esplenocitos de ratones BALB/c inoculados con MVA-B (primera barra de cada grupo de péptidos)
o NYVAC-B (segunda barra de cada grupo de péptidos) reestimulados por los grupos de péptidos representativos
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 IFN-y y el grafico inferior muestra el
porcentaje total de células T CD8+ y T CD4+ que secretan IFN-y, todos ellos detectados por cada 3 x 10°
esplenocitos.

La Figura 12 muestra un grafico que corresponde a la deteccion mediante ELISPOT de células 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-llIB, asi como los resultados correspondientes a los
controles, en todos los casos administrando los vectores siguiendo protocolos de induccion/potenciacion. En el eje Y
se indica el nimero de células T secretoras de IFN-y detectadas por cada 10° esplenocitos, especificas para cada
uno de los grupos de péptidos del clade B que se indican en el eje X. Para cada uno de esos péptidos, 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 animales inmunizados con DNA-B+DNA-B, la cuarta a animales
inmunizados con DNA & +MVA-WT vy la ultima a animales inmunizados con DNA & + NYVAC-WT. Los circulos (e)
bajo las barras indican diferencias significativas (p<0,005) de cada grupo de péptidos respecto al control negativo;
los asteriscos (*) indican diferencias significativas (p<0,05) entre los distintos grupos.
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La Figura 13 muestra la produccion de IFN-y, expresada en pg/ml, generada tras la reestimulacién, con los grupos
de péptidos indicados en el eje X, de esplenocitos extraidos de ratones BALB/c inmunizados mediante protocolos de
combinaciéon de induccién/potenciacién en los que se incluye el DNA-B en la primera dosis de iniciaciéon de la
respuesta excepto en la dltima muestra, que se inocula con ADN sin inserto (DNA-¢), inoculandose en la segunda
dosis de potenciacion 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 inoculé primeramente DNA-¢).

La Figura 14 muestra la produccién de quimioquinas, expresada en pg/ml y generada tras la reestimulacion con los
grupos de péptidos del clade B indicados en el eje X, de esplenocitos extraidos de ratones BALB/c inmunizados
mediante protocolos de combinacién de induccién/potenciacion en los que se incluye el DNA-B en la primera dosis
de iniciacion de la respuesta salvo en el control, que se inoculd con ADN sin inserto (DNA-¢), inoculandose en la
segunda dosis de potenciacion de la respuesta MVA-B (primera barra de cada grupo), NYVAC-B (segunda barra),
DNA-B de nuevo (tercera barra), y NYVAC-WT (cuarta barra, correspondiente al control inoculado primeramente con
DNA-¢). El grafico de la izquierda corresponde a la concentracién detectada de MIP-1 B y el de la derecha a la
concentracion detectada de RANTES.

La Figura 15 muestra graficos correspondientes a los niveles de distintos tipos de células T secretoras de IFN-y o
TNF-a presentes en esplenocitos reestimulados por los grupos de péptidos representativos del clade B indicados en
el eje X tras haber sido extraidos de ratones BALB/c inmunizados mediante protocolos combinados de
induccién/potenciacion en los que se incluye el DNA-B en la primera dosis de iniciacién de la respuesta -salvo en los
controles, que fueron inoculados con ADN sin inserto (DNA-¢)-, 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),
mientras que los controles inoculados con DNA-¢ recibieron en la segunda dosis MVA-WT (cuarta barra) o NYVAC-
WT (quinta barra). La parte superior corresponde a células productoras de IFN-y y la inferior a células productoras de
TNF-o. Los graficos de la izquierda corresponden a las células CD8", los graficos intermedios a las células CD4" y
los graficos de la derecha al total de células implicadas. En cada caso, el valor dado se refiere a nimero de células
secretoras de cada tipo (CD8", CD4", total) detectadas por cada 3 x 10° esplenocitos.

La Figura 16 muestra un grafico que corresponde a la detecciéon mediante ELISPOT de células T secretoras de IFN-
y especificas para cada uno de los grupos de péptidos del clade B indicados en el eje X, generadas por la
inmunizacién de ratones BALB/c mediante protocolos de induccién/potenciacién en los que se combinan vectores
derivados de Vaccinia a partir de los cuales pueden expresarse las proteinas gp120-BX08 y gagpolnef-liIB. En el eje
Y se indica el nimero de células T secretoras de IFN-y, especificas para cada uno de los grupos de péptidos del
clade B que se indican en el eje X, detectadas por cada 10° esplenocitos. Para cada uno de esos péptidos, la
primera barra corresponde al valor detectado en animales inmunizados con NYVAC-B+MVA-B, la segunda a
animales inmunizados con MVA-B+NYVAC-B y la tercera a animales inmunizados con MVA-WT+NYVAC-WT.

La Figura 17 muestra la produccion de IFN-y, expresada en pg/mi, generada tras la reestimulacion con los grupos
de péptidos del clade B indicados en el eje X, de esplenocitos extraidos de ratones BALB/c inmunizados mediante
protocolos de combinacién de induccién/potenciacion en los que se combinan vectores derivados de Vaccinia a
partir de los cuales pueden expresarse las proteinas gp120-BX08 y gagpolnef-1iiIB: NYVAC-B+MVA-B (primera
barra), MVA-B+NYVAC-B (segunda barra) y MVA-WT+NYVAC-WT (tercera barra).

La Figura 18 muestra un grafico que corresponde a la deteccion mediante ELISPOT de células T secretoras de IFN-
y especificas para cada uno de los grupos de péptidos del clade B indicados en el eje X, generadas por la
inmunizacién de ratones humanizados HHDIl mediante protocolos de induccién/potenciacion en los que se incluye el
DNA-B en la primera dosis de inducciéon de la respuesta, inoculandose en la segunda dosis de potenciacion de la
respuesta MVA-B (primera barra de cada grupo) o NYVAC-B (segunda barra). La tercera barra corresponde al
control de inoculacién de un ADN sin inserto (DNA &) en la primera dosis y MVA-WT en la segunda. Los circulos (e)
bajo las barras indican diferencias significativas (p<0,005) de cada grupo de péptidos respecto al control negativo;
los asteriscos (*) indican diferencias significativas (p<0,05) entre los distintos grupos

La Figura 19 muestra un grafico que corresponde a la deteccion mediante ELISPOT de células T secretoras de IL-2
especificas para cada uno de los grupos de péptidos del clade B indicados en el eje X, generadas por la
inmunizacién de ratones HHDIl mediante protocolos de induccion/potenciacion en los que se incluye el DNA-B en la
primera dosis de induccién de la respuesta, inoculandose en la segunda dosis de potenciacion de la respuesta MVA-
B (primera barra de cada grupo) o NYVAC-B (segunda barra). La tercera barra corresponde al control de inoculacion
de un DNA sin inserto (DNA &) en la primera dosis y MVA-WT en la segunda. Los circulos (e) bajo las barras indican
diferencias significativas (p<0,005) de cada grupo de péptidos 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 deteccion mediante ELISPOT de células T secretoras de IFN-
y especificas para cada uno de los grupos de péptidos del clade B indicados en el eje X, generadas por la
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inmunizacién de ratones humanizados HHDII mediante 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-llIB. En el eje Y se indica el nimero de células T secretoras de IFN-y, especificas para cada uno de los
grupos de péptidos, detectadas por cada 10° esplenocitos,. Para cada uno de esos grupos de péptidos, la primera
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-WT+MVA-WT. Los circulos
(») bajo las barras indican diferencias significativas (p<0,005) de cada grupo de péptidos respecto al control negativo.

La Figura 21 muestra un grafico que corresponde a la deteccion mediante ELISPOT de células T secretoras de |L-2
especificas para cada uno de los grupos de péptidos del clade B indicados en el eje X, presentes por cada 10°
esplenocitos de ratones HHDII inmunizados mediante protocolos de induccién/potenciacion 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 péptidos, la primera 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-WT+MVA-WT. Los circulos (e} bajo las barras indican diferencias significativas (p<0,005)
de cada grupo de péptidos respecto al control negativo.

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 andlisis por PCR del locus TK del virus MVA-C. La parte
superior de la figura muestra un esquema de los tamarios de los fragmentos que se generan con las diferentes
combinaciones de oligonucleétidos, 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 oligonucleétidos TK-L y gp120-1213;

B: PCR cebada con los oligonucleotidos gp120-1050 y gp120-10;
C: PCR cebada con los oligonucledtidos GPN-2018 y GPN-3820;
D: PCR cebada con los oligonucleétidos GPN-4000 y TK-R;

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

Las muestras correspondientes a cada calle son:

1:NYVAC-C:
2: MVA-C (P2);
3: MVA-WT;
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 reaccion de PCR en la
que se utilizaron como cebadores oligonucleétidos 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 andlisis por transferencia tipo Western de la expresion de los genes
heterdlogos 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 (ultima calle), desde los stocks P2 y P3 (calles primera y segunda, marcadas
como P2-My P3, respectivamente) y desde células en las que se habia simulado la infecciéon (M).

La Figura 26 muestra los resultados correspondientes a las pruebas de estabilidad del vector MVA-C. La parte A
muestra los resultados de las inmunotinciones de células CEF infectadas con el vector MVA-C y tratadas con los
anticuerpos anti-WR (fotografia de la izquierda), anti-gp120 especifico de! 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 tefiidas con cada uno de los anticuerpos calculados con respecto al total de placas tefiidas con el anticuerpo
anti-WR. La parte B muestra la deteccion de la expresion de las proteinas gagpolnef-C (fotografia de la izquierda) y
gp120-C (fotografia de la derecha) mediante transferencias tipo Western y detecciéon con anticuerpos dirigidos contra
dichas proteinas en células infectadas con el virus recombinante NYVAC-C (calles marcadas como “NYVAC-C’,
células 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 cinética de expresion 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 infeccién con un virus recombinante. La parte superior corresponde a la infeccion con el virus
MVA-C y la inferior a la infeccion con el virus NYVAC-C. Para cada una de las muestras aparece inmediatamente
debajo la intensidad de las sefial lograda al incubar las muestras con un anticuerpo anti-B-actina (B-act.). P:
precipitado; S: sobrenadante; M: simulacién de infeccion. P: precipitado; S: sobrenadante; M: simulacién de
infeccion.

La Figura 28 muestra la cinética de expresion de la proteina gagpolnef-C obtenida mediante el analisis con un
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 infeccion 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 vy las calles marcadas como M a muestras en las que se simulé la infeccion. La flecha indica
la posicion de la proteina gagpolnef-C (abreviada como GPN).

La Figura 29 muestra un gréafico que corresponde a la deteccion mediante ELISPOT de células T secretoras de IFN-
v 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 células T secretoras de IFN-
vy, detectadas por cada 10° esplenocitos, especificas para cada uno de los grupos de péptidos del clade C que se
indican en el eje X. La parte B corresponde a las células T secretores de IFN-y generadas contra la parte de los virus
recombinantes que deriva de Vaccinia. Tanto en el caso de los péptidos (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.

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 péptidos) o NYVAC-C
(segunda barra de cada uno de los grupos de péptidos) frente a grupos especificos de péptidos representativos del
clade C.

La Figura 31 muestra gréficos correspondientes a los porcentajes de distintos tipos de células T productoras de IFN-
y generadas frente a grupos de péptidos especificos representativos del clade C por la inoculacién de MVA-C
(primera barra de cada grupo de péptidos) o NYVAC-C (segunda barra de cada grupo de péptidos) a ratones HDDII.
El grafico superior representa el porcentaje de células CD8" respecto al total de células secretoras de IFN—y, el
graf co intermedio el porcentaje de células CD4" y el grafico inferior al porcentaje que la suma de las células CcD8'y
CD4" anteriores supone sobre el total de células secretoras de IFN-y.

La Figura 32 muestra la respuesta humoral generada por inoculacion de MVA-C o NYVAC-C a ratones HHDII o
C57/BL6 mediante los valores de densidad optica a 492 nm obtenidos al detectar por ELISA anticuerpos IgG frente
a: (A) extractos celulares de una infeccion con Vaccinia; (B) proteina Gag o (C) la proteina gp160. Los grupos de
inmunizacién fueron: 1: MVA-C en HHDII; 2: MVA-C en C57/BL6; 3: NYVAC-C en HHDII; 4: NYVAC-C en C57/BLS;
5: control.

En cada grupo, la situacién de los simbolos marca el valor obtenido para cada uno de los ratones del grupo: #:
raton 1: B: ratén 2; A: ratén 3; @: ratén 4; la posiciéon de la barra horizontal — indica el valor medio correspondiente
a los cuatro ratones de cada grupo.

La Figura 33 muestra un gréfico que corresponde a la deteccion mediante ELISPOT de células T secretoras de |FN-
v especificas para cada uno de los grupos de péptidos del clade C indicados en el eje X, presentes por cada 10°
esplenocitos de ratones HHDII inmunizados mediante protocolos de induccién/potenciacién en los que se incluye el
DNA-C en la primera dosis de induccién de la respuesta, inoculandose en la segunda dosis de potenciacién de la
respuesta MVA-C (primera barra de cada grupo) o NYVAC-C (segunda barra). La tercera barra corresponde al
control de inoculacién de un ADN sin inserto (DNA @) 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 péptidos respecto al control negativo;
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 células T secretoras de IL- 2
especificas para cada uno de los grupos de péptidos del clade C indicados en el eje X, presentes por cada 108
esplenocitos de ratones HHDII inmunizados mediante protocolos de induccién/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 inoculacién de un ADN sin inserto (DNA Q) 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 péptidos respecto al control negativo;
los asteriscos indica diferencias significativas entre los distintos grupos: *: p<0,05; **:p<0,005.
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La Figura 35 muestra un grafico que corresponde a la deteccion mediante ELISPOT de células T secretoras de IFN-
y especificas para cada uno de los grupos de péptidos del clade C indicados en el eje X, presentes por cada 10°
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
gagpolnef-C. Para cada uno de esos grupos de péptidos, 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 (s) bajo las barras indican diferencias
significativas (p<0,005) de cada grupo de péptidos respecto al control negativo; los asteriscos indica diferencias
significativas entre los distintos grupos: *: p<0,05; **:p<0,005.

La Figura 36 muestra la produccion de citoquinas detectada tras la inmunizacion de ratones BALB/c mediante
protocolos de induccién/potenciacion 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
(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 péptidos 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-WT+NYVAC-WT (sexta barra).

La Figura 37 muestra graficos correspondientes a los niveles de distintos tipos de células T secretoras de IFN-y y
presentes en los esplenocitos de ratones BALB/c inmunizados mediante protocolos de induccién/potenciacion 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 péptidos representativos del clade C indicados en el eje X. El
grafico superior corresponde a las células CD8" productoras de IFN-y presentes por cada 3 x 10° células CD8", el
grafico intermedio a las células CD4" productoras de IFN-y presentes por cada 3 x 10° células CD4" y el grafico
inferior al conjunto de células CD8* mas CD4" productoras de IFN-y presentes por cada 3 x 10° células CD8" mas
CD4". Las barras que se aparecen en cada grupo de péptidos 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),
NYVAC-C+NYVAC-C (cuarta barra), NYVAC-WT+MVA-WT (quinta barra).

La Figura 38a muestra los resultados obtenidos al tratar con anticuerpos dirigidos contra la proteina PARP lisados
de células 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”).
PARPc indica la posiciéon de la proteina PARP 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-p-actina (f-act.).

La Figura 38b muestra las sefiales de inmunofluorescencia detectadas a partir de células infectadas con MVA-WT
(fotografia superior) o NYVAC-WT (fotografia inferior) cuyos nicleos habian sido tefiidos con DAPI.

La Figura 38c muestra una fotografia de un gel obtenido al someter a electroforesis muestras de ARN ribosémico
obtenidas de células HelLa transcurridos los intervalos de tiempo de 18 y 24 horas que se indican sobre las calles,
tras infectar dichas células con: muestras carentes de virus (pocillos marcados como “Hela"), virus Vaccinia silvestre
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 ribosémicos 28S
(28S rRNA) y 18S (18S rRNA) y la de las bandas resultantes de su degradacion.

La Figura 38d muestra un grafico en el que se indica el factor de incremento del nimero de células apoptéticas
detectado mediante citometria de flujo en células Hela infectadas segin se indica en el eje X: M: simulacién de
infeccion; WR: infeccion con virus Vaccinia silvestre de la cepa Western Reserve; MVA: infeccién con MVA-WR;
NYVAC: infeccion con NYVAC-WT. Los signos “-* y “+” indican, respectivamente, la ausencia o la presencia del
inhibidor de caspasas zZVAD en las muestras utilizadas para provocar la infeccion.

La Figura 39 muestra un esquema de la organizacién del genoma del virus quimérico 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.

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 invencién, carente por completo de la parte
correspondiente a la proteina gp41. La parte inferior muestra el esquema correspondiente a la proteina de fusion
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 al antigeno Gag que incluye las proteinas de la matriz (MA), la capsida (CA), p2 y p7 se ligd
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 (RT) 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
traslocd respetando el marco de lectura al extremo 3’ de la secuencia codificante de la proteina de fusion;
adicionalmente, la glicina del extremo amino se sustituyoé por alanina (AMyr (G—A)) para impedir su miristilacion,
mientras se anulaba la actividad enzimatica de la proteasa (XPR) introduciendo una mutacion puntual en su sitio
activo (APRr (D—N)).

La Figura 41 muestra un esquema de la construccion del vector plasmidico 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 obtencion del vector pLZAW1-89.6P-9;

la Figura 41b muestra los pasos necesarios para la obtencion 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 fusion Gag-Pol-Nef,
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 andlisis por PCR del locus de timidina quinasa (TK) del virus
MVA-89.6P-SIVgpn. La parte superior de la figura, marcada como “A” muestra un esquema en el que se representan
las posiciones de apareamiento de los oligonucleétidos utilizados como cebadores respecto a los brazos izquierdo
(TK-L) y derecho (TK-D) del locus TK, asi como los tamafios 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”,
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 células infectadas con MVA-WT (calle 3), el stock P2 del MVA-
89.6P-SlVgpn (calle 4), el stock P3 del MVA-89.6P-SIVgpn (calle 5) o transfectadas con el plasmido pLZAW1-89.6P-
S1Vgpn-18 (control positivo, C+) (calle 2). La calle 1 corresponde a un marcador de tamaiio.

La Figura 43 muestra los resultados del analisis por transferencia tipo Western de la expresion de los genes
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
“‘anti-SIVp27”°, en la que la posicion de la proteina SIVgpn se indica mediante la flecha etiquetada como “GPN”)
detectada en extractos de células transfectadas de forma transitoria con el plasmido pLZAW1-89.6P-SIVgpn-18
(segunda calle, marcada como “C+") o en extractos de células infectadas con los stocks P1 (tercera calle, marcada
como “P17), P2 (cuarta calle, marcada como “P2") y P3 (quinta calle, marcada como “P3") del virus MVA-89.6P.SIV-
gpn, o desde células tratadas en las mismas condiciones pero que no habian entrado en contacto ni con el plasmido
pLZAW1-89.6P-SIVgpn-18 ni con ningun stock de virus (cultivos de células en las que se simuld la infeccion,
analizadas en la primera calle, marcada como “M”).

La Figura 44 muestra, en la parte superior, los resultados de las inmunotinciones de células 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
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, marcada como “A”, muestra un esquema en el que se representan las
posiciones de apareamiento de los oligonucleétidos utilizados como cebadores respecto a los brazos izquierdo (TK-
L) y derecho (TK-R) del locus TK, asi como los tamaiios estimados de los fragmentos que se generan en la PCR
realizada utilizando como molde: el virus NYVAC-89.6P-SIVgpn (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
cebadores TK-L y TK-R2 sobre ADN extraido de células infectadas con NYVAC-WT (calle 2), el stock P3 del
NYVAC-89.6P-SlVgpn (calle 3), el stock P3 del MVA-89.6P-SIVgpn (calle 4) o el virus MVA-WT, que carece de
inserto (calle 5). La calle 1 corresponde a un marcador de tamario.

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

heterélogos 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 mediante la flecha etiquetada como “GPN")
detectada en extractos de células 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 células tratadas en
las mismas condiciones pero que no habian entrado en contacto con ningtn stock de virus (cultivos de células en las
que se simulo la infeccion, analizadas en la calle 1).

La Figura 47 muestra, en la parte superior, los resultados de las inmunotinciones de células 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-StVp27 (fotografia de la derecha), mientras en la parte inferior aparece un grafico en el 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 48 muestras fotografias de transferencias tipo Western de geles de poliacrilamida en los que se habia
sometido a electroforesis extractos de células infectadas con diferentes stocks P3 de los virus NYVAC-89.6P-SIVgpn
(calles 1 y 2, correspondientes, respectivamente a los stocks P3.1 (29/01/04) y P3.2 (25/02/04)) y MVA-89.6P-
SiVgpn (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 células en las que se habia simulado la infeccion. La fotografia de
la izquierda corresponde a la incubacion 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
incubacion con un anticuerpo monoclonal anti-SIV-gag-p27, que reconoce la proteina SlVgpn, cuya posicion en el
gen se indica mediante una flecha marcada como “StVgpn”.

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
nameros del esquema marcan los distintos eventos. Los numeros 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
inoculacién del primer vector de vacunacion. Las flechas gruesas indican los momentos en los que se inocul6 a los
macacos bien un vector de vacunacioén, bien un virus capaz de producir infeccién, segin se indica en la linea
inferior: ADN: inoculacién de DNA-SHIV, es decir, dos plasmidos desnudos con insertos correspondiente a
secuencias codificantes de proteinas del SHIV89.6P, Env (pcDNA-gp120 89.6p) y SiVgpn (pcDNA-gag-pol-nef)
(grupos 1y 2), o del plasmido desnudo carente de inserto DNA-emp (grupo 3), NYVAC vs MVA: inoculacién 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 inserto con secuencias codificantes de proteinas del SHIV89.6P (grupo 3); DESAFIO:
inoculaciéon del virus patogeno quimérico SHIV89.6P. Las flechas delgadas, marcadas como “CMI”, indican los
momentos en los que se extrajeron de los macacos muestras de sangre periférica.

La Figura 50 muestra, en escala logaritmica, el nimero de células SFC (spot forming cells) que expresaban IFN-y
obtenido por cada 10° células mononucleares de sangre penférica (PBMC) en muestiras procedentes de cada uno de
los macacos incluidos en el estudio de eficacia de la vacunacion. Los numeros que aparecen en el eje de abscisas
indican, en semanas, el momento en el tiempo en el que fueron tomadas cada una de las muestras, tomando como
tiempo 0 el momento de la administracion de la primera dosis de vacunacion. Para cada valor de tiempo, aparecen
tres grupos de valores. Estos valores representan el comportamiento de cada uno de los 7 animales utilizados en el
estudio y sometidos a un procedimiento de inmunizacion concreto: la primera vertical de puntos, marcados mediante
cuadrados con un vértice apuntando hacia arriba (#) corresponde a muestras tomadas de cada uno de los macacos
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 vértices determinan dos lineas paralelas (m), 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
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 ningin antigeno correspondiente al 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 numero de puntos inferior a 7 en
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 10° 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
inoculacién 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.

La Figura 51 muestra, en escala logaritmica, los valores medios de SPF que expresaban IFN-y obtenidos, por cada
10® 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 administraciéon 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 vértice 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 vértices determinan dos lineas paralelas (w) corresponden 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). Los datos indicados mediante tridngulos (A) corresponden al grupo 3
(inmunizado con un plasmido a partir del cual no se expresaba ningin 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° 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 O al momento 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 det virus SHIV89.6P. Los datos indicados mediante cuadrados con un vértice 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-SIVgpn); los datos indicados mediante
cuadrados cuyos vértices determinan dos lineas paralelas (m) corresponden 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-SlVgpn). Los datos indicados mediante tridngulos (A) corresponden al grupo 3
(inmunizado con un plasmido a partir del cual no se expresaba ningdn antigeno correspondiente al SHIV89.6P +
NYVAC-WT).

La Figura 53 muestra, en escala logaritmica, los valores medios de SPF que expresaban [L-4 obtenidos, por cada
10° 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 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 vértice 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-SIVgpn); los datos indicados mediante
cuadrados cuyos vértices determinan dos lineas paralelas (m) corresponden al grupo 2 (inmunizado con sendos
plasmidos con insertos correspondientes a la proteina gp120 del SHIV89.6P y la proteina de fusion SlVgpn 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 54 corresponde a la valoracion de la viremia en los tres grupos en estudio. El grafico superior corresponde
al grupo 3, inmunizado con un pladsmido a partir del cual no se expresaba ningun antigeno correspondiente al
SHIV89.6P + NYVAC-WT. Los graficos inferiores corresponden a los grupos que recibieron vectores derivados de
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 fusion SIVgpn del SHIV89.6P + MVA-
89.6P-SIVgpn; 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
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 O corresponde al momento de inoculacion det
virus SHIV89.6P.

La Figura 55 muestra la concentracion, por microlitro de sangre, de células CD4+ (puntos marcados mediante
circulos sin relleno, O) y de células CD8+ (puntos marcados mediante tridangulos sin relleno, A), detectadas por
FACS mediante el uso de anticuerpos especificos dirigidos contra cada uno de estos tipos de células. 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 O corresponde
al momento de inoculacion del virus SHIV89.6P, indicado mediante la abreviatura “desf.”. Los graficos superiores
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 gréficos intermedios
corresponden a macacos del grupo 2, inmunizado con sendos ptasmidos con insertos correspondientes a la proteina
gp120 del SHIV89.6P vy 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 ningun antigeno
correspondiente al SHIV89.6P + NYVAC-WT. El dltimo 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 desencadeno en él.

La Figura 56 muestra, en el eje Y, el porcentaje de supervivencia de los macacos que componian cada uno de los

grupos segun las semanas transcurridas desde el momento de la infeccion 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 vértice apuntando hacia arriba (®) corresponden al grupo 1 (inmunizado con sendos piasmidos
con insertos correspondientes a Ia proteina gp120 del SHIV89.6P y Ia proteina de fusion SiVgpn del SHIV89.6P +
MVA-89.6P-SIVgpn); los datos indicados mediante cuadrados cuyos vértices determinan dos lineas paralelas (w)
cofresponden al grupo 2 (inmunizado con sendos plasmidos con insertos correspondientes a la proteina gp120 del
SHIV89.6P vy la proteina de fusion SIVgpn del SHIV83.6P + 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 ningtn
antigeno correspondiente al SHIV89.6P + NYVAC-WT).

Ejemplos
Construccién y ensayos de inmunogenicidad de vectores disefiados para la vacunacion de seres humanos

- Ejemplo 1.- Generacién del MVA-B

Construccion del vector plasmidico pL ZAW1gp120B/gagpolnef-B-1

El vector plasmidico pLZAWIigp120B/gagpolnef-B-I fue construido por los inventores para la generacién del virus
recombinante de MVA que expresa los genes Env de VIH-I (aislamiento BX08) y la quimera de Gag, Pol y Nef
(aislamiento 11lIB), ambos pertenecientes al clade B. El ADN de la quimera Gag-Pol-Nef fue generado por GeneArt
(Regensburg, Alemania) y el ADN de gp120 fue generado por el grupo Aventis; los plasmidos que ios contienen
utiizados para la construccion de pLZAW1gp120B/gagpolnef-B-1 y del MVA-B a partir de éste Gltimo, fueron cedidos
al grupo de los inventores en el marco del programa de colaboracion EuroVacl.

El plasmido pLZAWiIigp120B/gagpolnef-B-I 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
quinasa (TK), el promotor E3L dirigiendo la expresion del marcador de seleccion B-galactosidasa, y el gen de
resistencia a ampicilina (AP). Entre ias dos secuencias flanqueantes se encuentran las dos secuencias que se
desean expresar, gp120-BX08 (SEQ ID NO:15) y gagpoinef-iliB (SEQ ID NO:16), 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 sintéticos temprano/tardio (pE/L), situados en orientacion opuesta en Ia zona del inserto mas alejada de
las secuencias flanqueantes. La posicion de cada uno de ios componentes incluidos en el piasmido se describe a
continuacién en la Tabla 1.

Tabla 1.- Posicion de los componentes del piasmido pLZAW1gp120B/gagpolnefB-1

Secuencia flanqueante izquierda de TK 90-410 Complementaria
T5NT para B-gal 929-935 Complementaria
B-gal ATG-TAA (936-4079) Complementaria
Promotor E3L para $-gal 4080-4140 Compiementaria
Parte 1 de la secuencia flanqueante izquierda de TK | 4151-4498 Complementaria

gagpoinef-1lIB ATG-TAA (4533-8513) Complementaria
Promotor E/L para gagpolnef-iliB 8523-8561 Complementaria
Promotor E/L para gp120-BX08 8576-8614

BX08gp120 ATG-TAA (8624-10105)

TSNT para BX08gp120 10144-10150

Secuencia flanqueante derecha de TK 10212-10903 Complementaria
AP ATG-TAA (12074-12934) Complementaria

Para la construccion de este plasmido se utilizaron otros dos plasmidos diferentes:

- pMAG60gp120B/gagpolnefB-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
(TK), el promotor E3L dirigiendo la expresion del marcador de seleccion B-galactosidasa, y el gen de resistencia a
ampicilina (AP). Entre las dos secuencias flanqueantes se encuentras las dos secuencias que se desean expresar,
gp120-BX08 y gagpoinef-IliB, 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 sintéticos temprano/tardio (pE/L), situados en
orientacion opuesta en la zona del inserto 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 exégeno, una repeticion
corta del brazo izquierdo el gen de TK, un promotor E3L dirigiendo la expresion de un casete con B-gal y un brazo
derecho del gen de TK.

La construccién del plasmido pLZAW1gp120B/gagpolnefB-1 a partir de estos otros dos pldsmidos se representa en
la Figura 2. Brevemente, un fragmento de ADN de 5,6 Kb que contenia los genes de interés fue sacado por digestion
con BamHI del plasmido pMA60gp120/gagpolnefB-12,17 modificado por incubacién con la ADN polimerasa Klenow
para generar extremos romos, y clonado en el vector pLZAW1 previamente digerido con la endonucleasa de
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 pLZAWIgp120B/gagpolnef-B-1. El
plasmido generado dirige la insercion de los genes de interés en el locus TK del genoma del virus atenuado MVA.

Construccion del virus recombinante MVA-B

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/célula, 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.
Después de 72 horas post-infeccion las células 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 B-Gal (MVA-B (X-Gal")), fueron seleccionados por pases consecutivos de
purificacion de placas en células CEF tefiidas con 5-bromo-4-cloro-3-indolil-B-galactésido (XGal) (300 pg/ml). Los
MVA recombinantes que contenian los genes gp120B/gagpolnef-B y que habian perdido el gen marcador (MVA-B
(X-Gal")), fueron seleccionados como focos virales no tefiidos en células CEF en presencia de XGal . En cada paso
de purificacion las placas 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 purificacion fueron aisladas 12 placas recombinantes que expresaban eficientemente
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 envi6 a produccion en condiciones GMP para estudios clinicos.
La secuencia del inserto situada en el locus de la timidina quinasa de este recombinante esta 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:

Tabla 2.- Posicién de los componentes principales del inserto del vector MVA-B

Parte 1 de la secuencia flanqueante izquierda de TK | 1-502 Complementaria
gagpolnef-lliB ATG-TAA (537-4517) Complementaria
Promotor E/L para gagpolnef-1IiB 4527-4565 Complementaria
Promotor E/L para gp120-BX08 4580-4618

gp120-BX08 ATG-TAA (4628-6109)

Secuencia flanqueante derecha de TK 6216-6907 Complementaria

A partir del P2, se prepar6 un stock P3 de virus purificado de células CEF infectadas a una multiplicidad de |nfeCC|on
de 0,05 ufp/célula a través de dos colchones de sacarosa al 45%. Este stock P3, con un titulo de 2,4 x 10° ufp/ml,
fue el que se utilizo en los protocolos de inmunizacion.

Caracterizacion del MVA-B

Para confirmar la homogeneidad genética del virus MVA-B generado y la integndad de los genes insertados, se
realizo un analisis por PCR del ADN viral extraido de células CEF infectadas a una multiplicidad de 5 ufp/célula,
empleando para ello oligonucléotidos que hibridan o con las regiones TK flanqueantes del inserto de interés o con
regiones internas de los genes insertados. La secuencia de los oligonucledtidos utilizados como cebadores y la
posicién en que aparecen sobre el vector plasmidico de transferencia pLZAW1gp120B/gagpolnefB-1 se muestran en
la Tabla 3. Las posiciones en las que hibridan dichos oligonucleétidos, asi como los tamarfios estimados de los
fragmentos generados en las distintas PCR vy 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.- Oligonucleétidos utilizados como cebadores de las PCR de caracterizacién del vector MVA-B

Oligo SECUENCIA Posicién
nucleétido
TK-L 5 TGATTAGTTTGATGCGATTC 3 (SEQ ID NO:1) 4338-4357
TK-R 5 TGTCCTTGATACGGCAG 3~ (SEQ ID NO:2) 10379-10395
BX08556 | 5 TGCCCATCGACAACG 3 (SEQ ID NO:3) 9129-9143
GPN7649 | 5 AGCCCCATCGAGACCG 3’ (SEQ ID NO:4) 6698-6713
GPN8170 | 5 ATTAGCCTGCCTCTCGG 3 (SEQ ID NO:5) 7218-7234
E/L 5 TATTTTTTTTTTTTGGAATATAAATAG 3 (SEQ ID 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
incluidos en el virus MVA-B. Para ello, 100 ng de ADN viral extraido de células de embrién de pollo (CEF) infectadas
a una multiplicidad de 5 ufp/célula 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 oligonucleétidos cebadores empleada.
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 tamario
que las correspondientes muestras MVA-B, mientras que en las calles 3 y 4, correspondientes a muestras que
carecen de inserto (MVA-WT y NYVAC-WT, respectivamente), no se observan bandas.

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 invencién 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 células CEF y
purificado en colchén 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 obtencion, 100 ng del ADN viral extraido de células CEF infectadas a una
multiplicidad de 5 ufp/célula con los virus NYVAC-WT (calle 1), MVA-B (calle 2) o MVA-WT (calle 3), fueron usados
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 NO:1) y TK-R (SEQ ID
NO:2) en una mezcla de reaccion que contenia 0,3 mM de dNTPs, 2,5 mM de MgCl, 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 extensién 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%, obteniéndose el resultado que se muestra en la Figura 4. En la calle 2, la correspondiente al vector
MVA-B, se observa una banda de aproximadamente 6 Kb compatible con la presencia del inserto 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 inserto. Las diferencias observadas en los tamanos de las
bandas correspondientes a los virus sin inserto 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 (véase la Figura 1), siendo el tamafo del gen TK menor en
esta forma atenuada de Vaccinia.

Ejemplo 2.- Analisis de la expresion de proteinas del VIH a partir de! 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 células CEF crecidas en placas de 12 pocillos fueron infectadas con 5 ufp/célula de los
diferentes stocks de virus recombinante MVA-B: P1, P2 y P3. Los extractos celulares fueron recogidos a las 24
horas post-infeccion, fraccionados en geles desnaturalizantes de poliacrilamida (SDS-PAGE), transferidos a
membranas de nitrocelulosa, y sometidos a la reacciéon 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
11IB. Como controles positivos se utilizaron extractos procedentes de células infectadas con el vector NYVAC-B.

Como se observa en la Figura 5, ambos antigenos son expresados eficientemente por los diferentes stocks del
recombinante MVA-B generado.

Ejemplo 3.- Comprobacién de la estabilidad de! MVA-B

Para verificar que el recombinante MVA-B podia ser pasado sucesivamente sin perder la expresion de los genes
insertados, se realizé un ensayo de estabilidad efectuando varios pases sucesivos del virus recombinante MVA-B en
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células CEF. Monocapas de células CEF crecidas en placas P100 fueron infectadas de forma sucesiva, a una
multiplicidad de 0,05 ufp/célula, partiendo del stock P2 del MVA-B (pase 6) hasta generar el pase 10 (P10). A
continuacién, monocapas de células CEF crecidas en placas de 6 pocillos fueron infectadas con una dilucién 10~ del
extracto viral obtenido del Gltimo pase (P10). A las 48 horas post-infeccion, las placas de lisis generadas fueron
analizadas por inmunotincién, 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 111B); 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 tefiidas con los anticuerpos anti-WR, anti-p24 y anti-gp120. Por ello, se puede
considerar que, tras 10 pases sucesivos del virus en células CEF, ambos antigenos se expresan eficientemente
(100% de las placas reconocidas por los tres anticuerpos), corroborandose la estabilidad del producto generado.

Los extractos de células CEF infectadas con los pases 7, 8, 9 y 10 también fueron analizados por
inmunotransferencia tipo Western, pruebas a las cuales corresponden las tinciones mostradas en la parte B de la
Figura 6. Para realizar estos ensayos, monocapas de células CEF crecidas en placas de 12 pocillos fueron
infectadas con 5 ufp/célula de los extractos virales obtenidos en los pases 7 (P7), 8 (P8), 9 (P9) y 10 (P10) del virus
recombinante MVA-B. Los extractos celulares fueron recogidos a las 24 horas post-infeccion, 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
figura) utilizados en la prueba correspondiente a la parte A de la Figura 6. Ambos anticuerpos se utilizaron a una
dilucién 1/500. Como control positivo se empleé un extracto de células CEF infectadas con el virus NYVAC-B
(cedido por el grupo Aventis). Los resultados confirman la correcta expresion de las proteinas gp120-BX08 y
gagpolnef-B en todos los extractos obtenidos por la infeccién con virus procedentes de distintos pases.

- Ejemplo 4.- Liberacién de gp120-BX08 y cinética de expresién a partir del MVA-B en el transcurso del
tiempo

Para definir si la proteina gp120-BX08 era eficientemente secretada, monocapas de células CEF crecidas en placas
de 12 pocillos fueron infectadas con MVA-B a 5 ufp/célula. A las 4, 8, 16 y 24 horas post-infeccion las células 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 (diluidos 1/500) anteriormente utilizado en los Ejemplos 2 y 3. De igual forma fueron tratadas células CEF
infectadas con el NYVAC-B (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 misma cantidad de proteina, las membranas fueron
incubadas también frente a un anticuerpo monoclonal anti-B-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-infeccién, y con un comportamiento similar al que se observa en células infectadas con el
NYVAC-B, para el cual se muestran los resultados obtenidos en la parte inferior de la Figura 7.

La expresién de la proteina de fusién gagpolnef-B fue analizada siguiendo un procedimiento similar: monocapas de
células CEF crecidas en placas de 12 pocillos fueron infectadas con MVA-B a 5 ufp/célula aunque, en este caso, la
presencia de la proteina se ensayo en el precipitado celular obtenido a las 6, 18 y 24 horas post-infeccion,
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 expresion de esta proteina de fusion a lo largo del tiempo de infeccién
tanto desde MVA-B (calle 2 de cada tiempo de infeccion) como desde NYVAC-B (calle 1), aunque se produce una
mayor acumulacion de la proteina de fusion en células infectadas con MVA-B.

- Ejemplo 5.- Inmunogenicidad del MVA-B: Respuesta inmune especifica de células 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
(n=4) de 6-8 semanas de edad se inocularon por via intraperitoneal (i.p.) con una dosis de 2 x 10’ ufp/ratén de MVA-
B (stock P3) o de NYVAC-B. 10 dias después de la inmunizacion los ratones fueron sacrificados por dislocacion
cervical, y se les extrajo el bazo para llevar a cabo el ensayo de ELISPOT que detecta las células T especificas
frente al antigeno en funcion de su cualidad para producir IFN-y, que es un indicador positivo de que un inmundgeno
es capaz de activar selectivamente una respuesta celular del tipo CD4" Th1, caracteristica esta ultima que se
considera indicadora de la eficacia de un proceso de vacunacién. Para ello, placas de 96 pocillos con fondos de
nitrocelulosa se cubrieron con 75 pl/pocillo a una concentracion de 6 ug/mi 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 RPMI y finalmente se incubé con
medio complementado con 10% FCS, al menos una hora a 37°C en atmésfera de CO; al 5%. Por otro lado, los
bazos de los ratones inmunizados, que una vez extraidos se mantuvieron en RPMI + 10% FCS, se dispusieron en
una rejilla estéril sobre una placa de 60 mm, y se homogeneizaron, disgregando el extracto mediante su paso por
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agujas de diferente calibre (21G->25G). Las células asi disgregadas se centrifugaron 5 min a 1.500 rpm a 4°C, y se
lavaron dos veces con RPMI + 10% FCS. Para lisar los eritrocitos de las muestras, se afiadio NH4Cl 0,1 M estéril (2
ml/bazo) y se mantuvo a 4°C durante 3-5 min, se afadié RPMI + 10% FCS y se centrifug6. Después se lavaron 2
veces, y finalmente se resuspendieron en 1-2 ml de RPMI + 10% FCS. El recuento de la viabilidad de los
esplenocitos se realizé6 mediante tinciéon con azul tripan (4% en agua, Sigma).

Para evaluar la respuesta inmune especifica, se utilizaron diferentes grupos de 40-50 péptidos de 15 aminoacidos
cada uno, solapantes en 11 aminoacidos, que cubrian todas las regiones antigénicas incluidas en el recombinante
MVA-B de la invencion. Cada grupo de péptidos se diluyo a una concentracién de 10 pg/ml en RPMI + 10% FCS a
los que se les afadié 30 U/ml de IL-2. Una vez preparado, se anadié a cada pocillo 100 pl de mezcla del grupo de
peptldos sobre lo cual se afadioé 100 pl/pocillo de esplenocitos de los animales inmunizados, a una concentracién
de 10’ esplenocitos/ml y diluciones 1/4 y 1/16 de la misma. Las placas se incubaron durante 48 horas a 37°C en
atmésfera de CO,, se lavaron 5 veces con PBS que contenia Tween 20 al 0,05% (PBST), y se incubaron con 2
ug/ml del anticuerpo monoclonal de rata anti-IFN-y biotinilado XMG1.2 (Pharmingen) diluido en PBST, durante 2
horas a temperatura ambiente. Después se lavaron las placas 5 veces con PBST y se anadi6 una dilucién 1/800 de
avidina-peroxidasa (0,5 mg/ml) (Sigma). Tras 1 hora a temperatura ambiente se lavé 3 veces con PBST y 2 con
PBS, aiadiéndose 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 H20.. La reaccién se detuvo lavando la placa con abundante agua y, una
vez seca, se llevd a cabo el recuento de las manchas generadas con la ayuda de un estereomicroscopio de Leica
MZ122 APO y el software Imaging System QWIN (Leica, Cambridge, Reino Unido). El numero de células
productoras de IFN-y obtenido frente a una mezcla de péptidos antigénicos 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
inmune especifica frente a casi todos los grupos de péptidos ensayados, en distinta proporcién que su homélogo
NYVAC-B.

- Ejemplo 6.- Inmunogenicidad del MVA-B: Produccion de citoquinas por esplenocitos reestimulados

A continuacién, se procedié a evaluar la produccion de citoquinas estimulada en los esplenocitos de los ratones
inmunizados al ser mezclados con los dlferentes grupos de péptidos solapantes. Para ello, los esplenocitos aislados
en el Ejemplo 5 fueron cultivados (5x10° células/pocillo) en una placa de 24 pocillos y estimulados con 1 pg/ml de
cada grupo de péptidos. La placa se incubd durante 5 dias a 37°C en atmoésfera del 5% CO.. Después de este
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. Tal como se ha comentado anteriormente, los niveles de la citoquina
interferén-gamma (IFN-y) son un indicador positivo de la activacion de una respuesta celular del tipo CD4" Tht,

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 IFN-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 IFN-y, presentes en los sobrenadantes de cultivos de esplenocitos reestimulados “in
vitro”, se procedido a la determinacion de estos niveles mediante kits de ELISA comerciales de Pharmingen.
Siguiendo las instrucciones del fabricante, placas de 96 pocillos de fondo plano se cubrieron con el anticuerpo anti-
citoquina, diluido en su correspondiente tampén, y se incubd toda la noche a 4°C. Después, los pocillos se lavaron
con PBST, y se bloquearon durante 1 hora a temperatura ambiente con PBST + 10% FCS (PBSTB). Posteriormente,
se ahadieron diluciones seriadas en PBSTB de las muestras y de las citoquinas estandar, incubandose la placa a
temperatura ambiente durante 2 horas. Después, se lavé con PBST y se incubé 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 reaccién se detecté con TMB (3,3",5,5-tetrametilbenzidina, Sigma), a
temperatura ambiente y en oscuridad, y se detuvo, tras 30 min de incubacion, con H2SO4 2 N.

La absorbancia se leyé 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 polarizacién 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 péptidos ensayados. Existen claras diferencias entre las respuestas generadas por
cada uno de los recombinantes.

- Ejemplo 7.- Inmunogenicidad del MVA-B: Identificacion de los tipos de células T especificas secretoras de
IFN-y

Como las células presentadoras que se estaban empleando hasta el momento en la caracterizacion de la respuesta
celular eran las propias del bazo que expresan las moléculas de histocompatibilidad tanto de clase | (MHC-1) como
de clase 1l (MHC-II), el siguiente paso fue dilucidar si la respuesta celular que se estaba obteniendo en ELISPOT era
debida a la secrecion de IFN-y por las células T CD8" o por las células 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 péptidos
solapantes pertenecientes al clade B, tras lo cual se afadié Brefeldina a una concentracién de 10 pg/ml,
incubandose durante toda la noche a 37°C. Siete dias después se procedié a un marcaje de superficie empleando
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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 células 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
MVA-B, como para el grupo inmunizado con NYVAC-B, la respuesta productora de IFN-y es mayoritariamente
debida a la poblacion de células T CD8" especificas activadas frente a los diferentes grupos de péptidos. Al
determinar los niveles totales de IFN-y secretados por ambos tipos de células, 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 péptidos en los animales inmunizados con ambos recombinantes. De nuevo, existen diferencias
claras entre las respuestas generadas por cada uno de los recombinantes.

- Ejemplo 8.- Utilizacion del MVA-B en protocolos de induccidn/potenciacion: Respuesta inmune especifica
de células T productoras de IFN-y

Una vez establecido que la administracion de una primera dosis de inmunizaciéon que contenia el MVA-B era capaz
de inducir una respuesta inmune especifica en el modelo murino, se evalué a continuacion si la utilizaciéon de este
vector de la invencién como parte de protocolos de induccién/potenciacion (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 ug del vector de ADN DNA-B (cedido por
GeneArt, Alemania), que contiene las mismas secuencias codificantes de proteinas del VIH-1 que lleva 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 fusion Gag-Pol-Nef). Los grupos control fueron inoculados (i.m. ) con 100 ug
de ADN sin inserto (DNA ). 15 dias después se les inmunizé por via intraperitoneal (i.p.) con 2 x 107 ufp/ratén 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 recibié una segunda dosis de DNA-B (100 pg, i.m.). Los grupos control recibieron una dosis de 2 x
de 10’ ufp/raton de MVA-WT o NYVAC-WT. 10 dias después de la dltima inmunizacién los ratones fueron
sacrificados por dislocacion cervical y el bazo fue extraido para llevar 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 péptidos solapantes pertenecientes al clade B (5 ug/ml)
que comprenden todas las regiones antigénicas incluidas en los virus recombinantes MVA-B y NYVAC-B. El nimero
de células productoras de IFN-y obtenido frente a una mezcla de péptidos antigénicos no relacionados (control
negativo) fue sustraido en todos los casos. Los resultados obtenidos se muestran en Ia Figura 12, en la que aparece
el numero de células secretoras de IFN-y especificas detectadas por cada 10° esplenocitos en los ratones
inmunizados con las diferentes combinaciones de vectores. Se observa para casi todos los grupos de péptidos
analizados que la inclusién 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 segin
se utilice MVA-B o NYVAC-B.

- Ejemplo 9.- Utilizacion del MVA-B en protocolos de induccién/potenciacion: Produccion de citoquinas por
esplenocitos reestimulados

Cinco grupos de ratones BALB/c (n=4) fueron inoculados en régimen combinado de induccion de la respuesta
inmune mediante la administracion de una primera dosis de vector y de potenciacién de la misma mediante la
inoculaciéon de otro vector en una segunda dosis, de manera analoga a como se describié en el Ejemplo 8 y
utilizando las mismas combinaciones de vectores. Los esplenocitos extraidos fueron estimulados in vitro con las
diferentes mezclas de péptidos solapantes pertenecientes al clade B (1 0g/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
observa que la produccion de IFN-y difiere segin se utilice MVA-B o NYVAC-B como segundo vector de
inmunizacién.

- Ejemplo 10.- Utilizacion del MVA-B en protocolos de induccion/potenciacion: Produccion de -
guimioquinas por esplenocitos reestimulados

Cinco grupos de ratones BALB/c (n=4) fueron inoculados en régimen combinado de induccion de la respuesta
inmune mediante la administracion de una primera dosis de vector y de potenciacién de la misma mediante la
inoculacion de otro vector en una segunda dosis, de manera analoga a como se describi® en el Ejemplo 8 y
utilizando las mismas combinaciones de vectores. Los esplenocitos extraidos fueron estimulados in vitro con las
diferentes mezclas de péptidos solapantes pertenecientes al clade B (1 ug/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 8 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 8 y
RANTES difieren segun se utilice MVA-B o NYVAC-B como segundo vector de inmunizacion.
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- Ejemplo 11.- Utilizacién del MVA-B en protocolos de induccién/potenciacion: Identificaciéon de los tipos de
células T especificas productoras de IFN-y y TNF-a

Cinco grupos de ratones BALB/c (n=4) fueron inoculados en régimen combinado de induccion de la respuesta
inmune mediante la administracién 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
péptido de la envuelta del aislado Bx08 (5 ug/ml) e incubados durante 1 hora a 37 °C. Transcurrido ese tiempo se le
anadié Brefeldina A (10 yg/mL) y se dej6 incubando a 37 °C. Siete dias después, se procedié 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-B conjugado a PE (diluido 1/100). Una vez fijadas las
células fueron analizadas en el citometro de flujo

Los resultados se muestran en la Figura 15. En ellos se observan diferencias en los niveles de células CD8" entre
los grupos, con un mayor incremento de células secretoras de TNF-a en el grupo que habia recibido DNA-B+MVA-B.

- Ejemplo 12.- Utilizacion del MVA-B en protocolos de induccién/potenciacién que combinan varios vectores
derivados de Vaccinia: Respuesta inmune especifica de células T productoras de IFN-y

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 Aventl) o MVA WT. 15 dias después los ratones
recibieron una segunda dosis por via intraperitoneal (i.p.) de 2 x 10’ ufp/raton de vector, de manera que se inoculé
NYVAC-B a los ratones que habian recibido MVA-B en la primera dosis, MVA-B a los ratones que habian recibido
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 después de la ultima inmunizacion los
ratones fueron sacrificados por dislocacion cervical y el bazo fue extraido para llevar 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 péptidos solapantes pertenecientes
al clade B (5 pyg/ml) que comprenden todas las regiones antigénicas incluidas en los virus recombinantes MVA-B y
NYVAC-B. El niimero de células productoras de IFN-y obtenido frente a una mezcla de péptidos antigénicos no
relacionados (control negativo) fue sustraido en todos los casos.

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, seguin se observa con los diferentes grupos de péptidos. La combinacion en
la que el NYVAC-B se inocula en la primera dosis y el MVA-B en la segunda fue la que dio lugar al nimero mas
elevado de células secretoras de IFN-y frente a los diferentes grupos de péptidos.

- Ejemplo 13.- Utilizacién del MVA-B en protocolos de induccién/potenciacién que combinan_ vectores
derivados de Vaccinia: Produccién de IFN-y por esplenocitos estimulados

Tres grupos de ratones BALB/c (n=4) de 6-8 semanas de edad fueron inoculados en régimen combinado de
induccion de la respuesta inmune mediante la administracion de una primera dosis de vector y de potenciacion de la
misma mediante la inoculacién de otro vector en una segunda dosis, de manera analoga a como se describié en el
Ejemplo 12 y utilizando las mismas combinaciones de vectores. Los esplenocitos extraidos fueron estimulados in
vitro con las diferentes mezclas de péptidos solapantes pertenecientes al clade B (1 ug/ml) utilizadas en los
Ejemplos anteriores 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 17, donde se observa que la producciéon de IFN-y mas amplia se obtiene
con la combinacion NYVAC-B+MVA-B, al igual que en el Ejemplo 12.

- Ejemplo 14.- Utilizacion del MVA-B en protocolos de induccién/potenciacién que combinan vectores de
ADN vy vectores virales derivados de Vaccinia: Respuesta inmune especifica de células T productoras de
IFN-y en ratones humanizados HHDII

Se procedio también a realizar experimentos con ratones humanizados HHDII. Estos ratones, generados por F.
Lemonier en Francia y cedidos por él para la realizacion de los experimentos descritos en la presente memoria, sélo
permiten la presentacion de antigenos en el contexto del MHC de clase | humano, al tener reemplazados los genes
murinos del MHC clase | y $-microglobulina por los correspondientes genes humanos. Grupos de 4 ratones HHDII de
6-10 semanas de edad se inocularon por via intramuscular (i.m.) con 100 ug del vector de ADN DNA-B (cedido por
GeneArnt, Alemania) utilizado también en el Ejemplo 8. Los grupos control fueron inoculados (i.m.) con 100 ug de
ADN sin inserto (DNA @). 15 dias después se les inmunizé por via intraperitoneal (i.p.) con 2 x 107 ufp/ratén 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 recibid una segunda dosis de DNA-B (100 pg, i.m.). El grupo control recibié una dosis de 2 x de 10’
ufp/raton de MVA-WT. 10 dias después de la ultima inmunizacion los ratones fueron sacrificados por dislocacion
cervical y el bazo fue extraido para llevar 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 de péptidos solapantes pertenecientes al clade B (5 pg/ml) que comprenden todas las
regiones antigénicas incluidas en los virus recombinantes MVA-B y NYVAC-B. El numero de células productoras de
IFN-y obtenido frente a una mezcla de péptidos antigénicos no relacionados (control negativo) fue sustraido en todos
los casos. ¢ denota diferencias significativas (p< 0,005) de cada grupo respecto al control negativo. * denota
diferencias significativas (p< 0,05) entre los distintos grupos

La Figura 18 muestra los resultados obtenidos. Se observa que las combinaciones DNA-B+MVA-B y DNA-
B+NYVAC-B inducen una amplia respuesta frente a los grupos de péptidos, con inmunodominancia frente a Env.

- Ejemplo 15.- Utilizacién del MVA-B en protocolos de induccién/potenciacion que combinan vectores de
ADN y vectores virales derivados de Vaccinia: Respuesta inmune especifica de células T productoras de IL-2
en ratones humanizados HHDII

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 GenArt, Alemania). El grupo control fue inoculado (. m) con 100 pg de ADN sin
inserto (DNA ). 15 dias después se les inmuniz6 por via intraperitoneal (i.p.) con 2 x 10’ 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
recibié una segunda dosis de DNA-B (100 pg, i. m.). El grupo control recibié una dosis de 2 x de 107 ufp/raton de
MVA-WT. 10 dias después de la dltima inmunizacion los ratones fueron sacrificados por dislocacion cervical y el
bazo fue extraido para llevar 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 de péptidos solapantes pertenecientes al clade B (5 pg/ml) que comprenden todas las regiones
antigénicas incluidas en los virus recombinantes MVA-B y NYVAC-B. El niumero de células productoras de IL-2
obtenido frente a una mezcla de péptidos antigénicos no relacionados (control negativo) fue sustraido en todos los
casos. La Figura 19 muestra los resultados obtenidos, en la que: ¢ denota diferencias significativas (p< 0,005) de
cada pool respecto al control negativo. * denota diferencias significativas (p< 0,05) entre los distintos grupos. Se
observa inmunodominancia de antigenos de Env, con amplia respuesta frente a los distintos grupos de péptidos y
diferencias significativas entre los grupos DNA-B+MVA-B y DNA-B+NYVAC-B.

- Ejemplo 16.- Utilizacion del MVA-B en protocolos de _induccién/potenciacion que combinan vectores
derivados de Vaccinia: Respuesta inmune especifica_de células T productoras de IFN-y en ratones

humanizados HHDI!I

Cinco grupos de 4 ratones HHDII de 6-10 semanas de edad se inocularon por via intraperitoneal (i.p.) con una dosis
de 2 x 107 ufp/raton de MVA-B (stock P3) (2 grupos), NYVAC B (grupo Aventis) (2 grupos) o NYVAC WT (grupo
control). 15 dias después los ratones recibieron una segunda dosis por via intraperitoneal (i.p.) de 2 x 10’ ufp/raton
de vector, de manera que a uno de los grupos que habia recibido MVA-B en la primera dosis se le inoculd 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 recibid en la segunda dosis MVA-WT (Aventis-
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 después de la dltima inmunizacion los ratones fueron sacrificados por dislocacion cervical y el bazo fue
extraido para llevar 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 péptidos solapantes pertenecientes al clade B (5 pg/ml) que comprenden todas las regiones
antigénicas incluidas en los virus recombinantes MVA-B y NYVAC-B. El numero de células productoras de IFN-y
obtenido frente a una mezcla de péptidos antigénicos 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
cada grupo de péptidos respecto al control negativo. Se observa que la inmunizacién combinada de vectores virales,
MVA-B y NYVAC-B, induce una amplia respuesta inmune contra distintos antigenos del VIH.

- Ejemplo 17.- Utilizacién del MVA-B en protocolos de induccién/potenciacién gue combinan_vectores
derivados de Vaccinia: Respuesta inmune especifica de células T productoras de IL-2 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
de 2 x 10’ ufp/raton de MVA-B (stock P3) (2 grupos), NYVAC B (grupo Aventis) (2 grupos) o NYVAC WT (grupo
control). 15 dias después los ratones recibieron una segunda dosis por via intraperitoneal (i.p.) de 2 x 107 ufp/raton
de vector, de manera que a uno de los grupos que habia recibido MVA-B en la primera dosis se le inoculé 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 inoculd
NYVAC-B de nuevo y a otro MVA-B y, finalmente, el grupo control recibié 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-WT+MVA-WT.

10 dias después de la dltima inmunizacion los ratones fueron sacrificados por dislocacion cervical y el bazo fue
extraido para llevar 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 péptidos solapantes pertenecientes al clade B (5 pg/ml) que comprenden todas las regiones
antigénicas incluidas en los virus recombinantes MVA-B y NYVAC-B. El nimero de células productoras de IL-2
obtenido frente a una mezcla de péptidos antigénicos 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 péptidos respecto al control negativo. Como en el Ejemplo 16, se observa que la combinacion de
vectores induce una amplia respuesta inmune (produccién de IL-2) frente a distintos antigenos del VIH.

- Ejemplo 18.- Generacién del MVA-C

Construccion del vector plasmidico pt ZAW1gp120C/gagpolnef-C-14

El vector plasmidico pLZAWIgp120C/gagpolnef-C-l4 fue construido por los inventores para la generacion del virus
recombinante de MVA que expresa secuencias génicas 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
pMAB0gp120C/gagpolnefC-14,15 utilizado para su construccion, contiene las secuencias codificantes de ambas
proteinas; se construyd utilizando la secuencia codificante de la proteina de fusion gagpolnef-C generada por
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
quinasa (TK), el promotor E3L dirigiendo la expresion del marcador de seleccion B-galactosidasa, y el gen de
resistencia a ampicilina (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
sintéticos temprano/tardio (pE/L), situados en orientacion opuesta en la zona del inserto mas alejada de las
secuencias flanqueantes. La posicion de cada uno de los componentes incluidos en el plasmido se describe a
continuacion en la Tabla 4.

Tabla 4.- Componentes del plasmido pLZAW1gp120C/gagpolnef-C-14

Secuencia flanqueante izquierda de TK 410-908 Complementaria
T5NT para B-gal 929-935 Complementaria
B-gal ATG-TAA (936-4079) Complementaria
Promotor E3L para p-gal 4080-4140 Complementaria
Parte 1 de la secuencia flanqueante izquierda de TK 4151-4498 Complementaria
T5NT para gp120 4607-4614 Complementaria

| _gp120 ATG-TAA (4643-6139) Complementaria
Promotor E/L para gp120 6149-6187 Complementaria
Promotor E/L para gagpolnef 6202-6240
gagpolnef ATG-TAA (6250-10503)
T5NT para gagpolnef 10584-10590
Secuencia flanqueante derecha de TK 10652-11343 Complementaria
AP ATG-TAA (12514-13374) Complementaria

Para la construccion de este plasmido se utilizaron otros dos plasmidos diferentes:

- pMAB0gp120C/gagpolnef-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 clonacién del pUC.. Entre las dos secuencias flanqueantes se encuentras las dos secuencias que
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 sintéticos temprano/tardio
(pE/L), situados en orientacion opuesta en la zona del inserto 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 clonacién para insertar genes exdégenos, una
repeticion corta del brazo izquierdo el gen de TK, un promotor E3L dirigiendo la expresion de un casete con B-gal y
un brazo derecho del gen de TK.

La construccion del plasmido pLZAW1gp120C/gagpolnefC-14 a partir de estos otros dos plasmidos se representa en
la Figura 22. Brevemente, un fragmento de ADN de 6047 kpb que contenia los genes de interés fue sacado por
digestion 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
endonucleasa de restriccion Ascl, modificado por incubacién 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 insercién de los genes de interés en el locus de la
TK del genoma del virus atenuado MVA. Después de aislar el virus recombinante deseado mediante el analisis de la
expresion de actividad p-galactosidasa la posterior propagacion del virus recombinante conduce a la autodelecion de
B-gal por recombinacion homologa entre el brazo izquierdo de TK y la repeticion corta del brazo izquierdo de TK que
flanquean el marcador.

- Construccién del virus recombinante MVA-C

Cultivos primarios de fibroblastos de embrién de pollo (CEF) fueron infectados con virus atenuado MVA en pase 586
(MVA-F6, pase 586, proporcioniado por Gerd Sutter) a una multiplicidad de 0,05 ufp/célula, y posteriormerite
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. Después de 72 horas
post-infeccion las células fueron recogidas, sonicadas y usadas para la seleccién de los virus recombinantes. Los
virus MVA recombinantes que contenian los genes gp120C/gagpolnef-C y coexpresaban de forma transitoria el gen
marcador B-Gal (MVA-B (X-Gal")), fueron seleccionados por pases consecutivos de purificacién de placas en células
CEF tefidas con 5-bromo-4-cloro-3-indolil-B-galactésido (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-Gal)), fueror
seleccionados como focos virales no tefiidos en células CEF en presencia de XGal. En cada paso de purificacion las
placas 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 purificacion fueron aisladas 24 placas recombinantes que expresabarn eficientemente
ambos antigenos y que habian perdido el gen marcador. Se hizo crecer el recombinante designado como MVA-C-
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 fabricacién para estudios clinicos. La secuencia del inserto que este recombinante lleva incluido en el
sitio de la timidina quinasa viene representada por SEQ ID NO:20. La localizacién en dicha secuencia de cada uno
de los elementos que componen el inserto se indica a continuacion en la Tabla §

Tabla 5.- Posicion de los componentes principales del inserto del vector MVA-C

Parte 1 de la secuencia flanqueante izquierda de TK 1-502 Complementaria
gp120-C ATG-TAA (647-2143) Complementaria
Promotor E/L para gp120-C 2153-2191 Complemerntaria
Promotor E/L para gagpolnef 2206-2244

gagpolnef-C ATG-TAA (2254-6507)

Secuencia flanqueante derecha de TK 6656-7347 Complementaria

A partir del P2, se prepar6 un stock P3 de virus, purificandolo a partir de células CEF infectadas a una multiplicidad
de infeccién de 0,05 por pase a través de dos colchones de sacarosa al 36%. Este stock P3, con un titulo de 4,25 x
108 ufp/ml, fue el que se utilizé en los protocolos de inmunizacion en el modelo murino.

Caracterizacion del virus recombinante MVA-C

Para confirmar la homogeneidad genética del virus MVA-C generado y la integridad de los genes insertados, se
realizé un andlisis por PCR del ADN viral extraido de células CEF infectadas a una multiplicidad de 5 ufp/célula,
empleando para ello oligonucléotidos que hibridan o con las regiones TK flanqueantes del inserto o con regiones
internas de los genes insertados. La secuencia de los oligonucledtidos utilizados como cebadores y la posicién en
que aparecen sobre el vector plasmidico de transferencia pLZAW1gp120C/gagpolnefC-14 se muestran en la Tabla
6. Las posiciones en las que hibridan dichos oligonucleétidos, asi como los tamafios estimados de los fragmentos
generados en las distintas PCR y la localizacion de los mismos con respecto a los insertos y las secuencias
flanqueantes, aparecen representadas en la parte superior de la Figura 23.
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Tabla 6.- Oligonucleétidos utilizados como cebadores de las PCR de caracterizacién del vector MVA-C

nugggg o SECUENCIA Posicién
TRL 5 TGATTAGTTTGATGCGATTC 3 (SEQ 1D NOM) 33384357
TKR 5 TGTCCTTGATACGGCAG 3 (SEQ 1D NO22) 10819-10835
9p120-10 5 TCGAGCATGGACAGGGCC 3 (SEQ D NO7) 61266145
9p120-1050 5 GTCTTGTTCTGGAAGTGC 3 (SEQ 1D NO®) 5088-5105
9p120-1213 5 ATCATCACCATCCCCTGC 3 (SEQ ID NO™9) 39254942
GPN-802 5 TGGGTTTAAACAAGATCG 3 (SEQ 1D NO-0) 7043-7060
GPN-2018 5 CAAGGTGAAGCAGTGGCC 3 (SEQID NO.11) 8260-8276
GPN-2198 5 TGGGTCCTCTTGTTCAGC 3 (SEQ 1D NO:12) §439-8456
GPN-3820 5 CGGCCTTGCCGATCTTGG 3 (SEQ D NO:13) 10061-10078
GPN-4000 5 CCGACAAGAGCGAGAGCG 3 (SEQ ID NO:14) 10241-10258

La parte inferior de la Figura 23 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
incluidos en el virus MVA-C. Para ello, 100 ng del ADN viral extraido de células CEF infectadas a una multiplicidad
de 5 ufp/célula 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 amplificacién mediante 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
oligonucleédtidos 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 inserto, 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
resultantes de una reaccion de PCR en la que se utilizaron como cebadores oligonucledtidos (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 inserto completo;
mientras que en la calle 4, correspondiente a ADN extraido de células CEF infectadas con la cepa silvestre MVA-WT
del virus MVA aparece una banda mucho menor, que corresponderia al locus de TK sin inserto.

Ejemplo 19.- Analisis de la expresién 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 células CEF crecidas en placas de 12 pocillos fueron infectadas con § ufp/célula de los
diferentes stocks de virus recombinante MVA-B. Los extractos celulares fueron recogidos a las 24 horas post-
infeccion, 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
controles positivos se utilizaron extractos procedentes de células 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.

Ejemplo 20.- Comprobacion de la estabilidad del MVA-C

Para verificar que el recombinante MVA-C podia ser pasado sucesivamente sin perder la expresion de los genes
insertados, se realizé un ensayo de estabilidad analogo al descrito en el Ejemplo 3, efectuando varios pases
sucesivos del virus recombinante MVA-C en células CEF. Monocapas de células CEF crecidas en placas P100
fueron infectadas de forma sucesiva, a una multiplicidad de 0,05 ufp/célula, partiendo del stock P2 del MVA-C (pase
6) hasta generar el pase 10 (P10). A continuacién, monocapas de células CEF crecidas en placas de 6 pocillos
fueron infectadas con una dilucion 10° del extracto viral obtenido del dltimo 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-
p24 (que reconoce la quimera gagpolnef-C del mismo aislamiento); estos dos Gltimos 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 células 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 células
CEF infectadas con los pases 7, 8, 9 y 10 también 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 células CEF crecidas en placas de 12 pocillos fueron infectadas con 5 ufp/célula 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
(SDA-PAGE), transferidos a membranas de nitrocelulosa y hechos reaccionar con los mismos anticuerpos
policionales 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 dilucién 1/500. Como control
positivo se empled un extracto de células CEF infectadas con el virus NYVAC-C (cedido por el grupo Aventis). Los
resuitados confirman la correcta expresion de las proteinas gp120-C y gagpolnef-C en todos los extractos obtenidos
por la infeccidon con virus procedentes de distintos pases.

Ejemplo 21.- Liberacion de gp120-C y cinética de expresion a partir del MVA-C en el transcurso del tiempo

Para definir si la proteina gp120-C era eficientemente secretada, monocapas de células CEF crecidas en placas de
12 pocillos fueron infectadas con el virus recombinante MVA-C a 5 ufp/célula. A las 6, 18 y 24 horas post-infeccion
las células 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. De igual forma fueron tratadas células 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
misma cantidad de proteina, las membranas fueron incubadas también frente a un anticuerpo monoclonal anti-p-
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-
infeccion, detectandose en el sobrenadante celular a partir de las 18 horas post-infeccién, y con un comportamiento
similar al que se observa en células 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 fusion gagpolnef-C fue analizada en el precipitado celular igualmente a las 6, 18 y 24
horas post-infeccion siguiendo un procedimiento analogo 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 infeccion
tanto desde MVA-C (calle 1 de cada tiempo de infeccion) como desde NYVAC-C (calle 2).

Ejemplo 22.- inmunogenicidad del MVA-C: Respuesta inmune especifica de células 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
transgénicos HHDII (n=4) de 10 semanas de edad se inocularon por via intraperitoneal (i.p.) con una dosis de 2 x
10’ ufp/ratdon de MVA-C o de NYVAC-C. 8 dias después de la inmunizacion los ratones fueron sacrificados por
dislocacion cervical, y se les extrajo el bazo para llevar a cabo un ensayo de ELISPOT analogo 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 péptidos solapantes de
15 aminoéacidos cada uno, pertenecientes al clade C, que cubrian todas las regiones antigénicas incluidas en el
recombinante 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 péptidos ensayados, evidenciandose la mejor respuesta frente a
los grupos de péptidos representativos de los genes de la envuelta (Env1 y Env2).

Adicionalmente, se evalud también 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 espienocitos de los animales inmunizados se pusieron en contacto durante 48 horas con
células RMAS-HDD previamente infectadas durante 5 horas con 5 ufp/célula de las cepas silvestres de MVA y
NYVAC, MVA-WT y NYVAC-WT. El nimero de células productoras de IFN-y obtenido frente a las células RMAS-
HHDII 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.

- Ejemplo 23.- Inmunogenicidad del MVA-C: Produccidn de citoquinas por esplenocitos reestimulados

Los esplenocitos aislados de los animales inmunizados con MVA-C y NYVAC-C aislados en el Ejemplo 22 fueron
cultivados (5x1 0° células/pocillo) en una placa de 24 pocillos y estimulados con 1 pg/ml de cada grupo de péptidos
pertenecientes al clade C. La placa se incubd durante 5 dias a 37°C en atmésfera del 5% CO.. Después de este
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 utilizacién. Para conocer los niveles de IL-10 e IFN-y presentes en los
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sobrenadantes de cultivos de esplenocitos reestimulados in vitro, se procedioé a la determinacion 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 secrecion de las
citoquinas IL-10 e IFN-y en el sobrenadante de cultivo de los esplenocitos reestimulados. Los niveles de IFN-y fueron
significativamente superiores frente a los grupos de péptidos GPN2, Env-1 y Env-2, evidenciando una clara
polarizacién de la respuesta celular antigeno-especifica hacia un subtipo Th1.

- Ejemplo 24.- Inmunogenicidad del MVA-C: Identificacion de los tipos de células T especificas productoras
de IFN«y

Para dilucidar si la respuesta celular que se estaba obteniendo en ELISPOT era debida a la secrecion de IFN-y por
las células T CD8" o por las células T CD4", los esplenocitos obtenidos en el Ejemplo 22 fueron reestimulados
durante 1 hora con 5 pg/ml de cada grupo de péptidos, tras lo cual se aiiadié Brefeldina a una concentracion de 10
pg/ml, incubandose durante toda la noche. Posteriormente se procedié a un marcaje 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 células fueron analizadas en el citémetro 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
debida a la poblacién de células T CD8" especificas activadas frente a los diferentes grupos de péptidos. Al
determinar los niveles totales de IFN-y secretados por ambos tipos de células, se corroboré el resultado obtenido en
el ensayo de ELISPOT, donde se observaba una respuesta especifica frente a la mayoria de los grupos de péptidos
en los animales inmunizados con ambos recombinantes. De nuevo, existen diferencias claras entre las respuestas
generadas por cada uno de los recombinantes.

- Ejemplo 25.- Inmunogenicidad del MVA-C: Respuesta humoral generada

Para evaluar la respuesta humoral generada por la inoculacién de MVA-C y NYVAC-C, grupos de 4 ratones HHDII o
C57BL/6 de 6-10 semanas de edad fueron inoculados por via intraperitoneal (i.p.) con una dosis de 2 x 10’ ufp/ratén
de MVA-C (stock P3) o de NYVAC-C (grupo Aventis, Francia). 14 dias después, se extrajo sangre del plexo
suborbital de los ratones inmunizados vy, tras dejarlo toda la noche a 4 °C se centrifugé obteniéndose 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 infeccién con vaccinia fue determinada por ELISA,
diluyendo para ello los sueros 1/500 para la deteccién de los anticuerpos frente a Vaccinia y 1/50 para la deteccién
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.

- Ejemplo 26.- Utilizacién del MVA-C en protocolos de induccién/potenciacién que combinan vectores de

ADN y vectores virales derivados de Vaccinia: Respuesta inmune especifica de células T productoras de
IFN-y generada en ratones humanizados HHDII

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 lleva 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 inserto (DNA @). 15 dias después se les inmunizé por via
intraperitoneal (i.p.) con 2 x 107 ufp/raton 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 recibié una dosis de 2 x de 10’ ufp/ratén de NYVAC-WT.
10 dias después de la ultima inmunizacién los ratones fueron sacrificados por dislocacion cervical y el bazo fue
extraido para llevar 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 de péptidos solapantes pertenecientes al clade C (5 pg/ml) que comprenden todas las regiones antigénicas
incluidas en los virus recombinantes MVA-C y NYVAC-C. El numero de células productoras de IFN-y obtenido frente
a una mezcla de péptidos antigénicos no relacionados (control negativo) fue sustraido en todos los casos.

Los resultados se muestran en la Figura 33. Se observa que la inmunizacién combinada de vectores genera una
respuesta inmune amplia, con produccion de IFN-y frente a distintos antigenos del VIH, con diferencias significativas
entre los vectores. La combinacion DNA-C+NYVAC-C produjo inmunodominancia frente a Env.
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- Ejemplo 27.- Utilizacion del MVA-C en protocolos de induccién/potenciacién que combinan vectores de

ADN y vectores virales derivados de Vaccinia: Respuesta inmune especifica de células T productoras de IL-2
generada en ratones humanizados HHDII

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 Ejemplo 26. El grupo control fue inoculado
(. m ) con 100 pg de ADN sin inserto (DNA &). 15 dias después se les inmuniz6 por via intraperitoneal (i.p.) con 2 x
10’ ufp/ratén de MVA-C (stock P3) o de NYVAC-C (grupo Aventls Francia), que expresa los mismos antigenos de
VIH que MVA-C. El grupo control recibié una dosis de 2 x de 10’ ufp/ratén de NYVAC-WT. 10 dias después de la
Gltima inmunizacién los ratones fueron sacrificados por dislocacion cervical y el bazo fue extraido para llevar 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 péptidos solapantes
pertenecientes al clade C (5 pg/ml), que comprenden todas las regiones antigénicas incluidas en los virus
recombinantes MVA-C y NYVAC-C, utilizadas en los Ejemplos anteriores referentes al MVA-C. El niumero de células
productoras de IL-2 obtenido frente a una mezcla de péptidos antigénicos no relacionados (control negativo) fue
sustraido en todos los casos.

Los resultados obtenidos se muestran en la Figura 34. Se observa que la inmunizacién combinada de vectores
genera una respuesta inmune amplia, con produccion de IL-2 frente a los distintos antigenos del VIH, con diferencias
significativas entre los vectores. La combinancion DNA-C +NYVAC-C produjo inmunodominancia frente a Env.

- Ejemplo 28.- Utilizacion _del MVA-C en protocolos de induccién/potenciacién que combinan_vectores

derivados de Vaccinia: Respuesta inmune especifica de células T productoras de IFN-y en ratones BALB/c

Habiendo establecido que la administracion de una primera dosis de inmunizacion que contenia el MVA-C era capaz
de inducir una respuesta inmune especifica en el modelo murino, se evalué a continuacion si la utilizacion de este
vector de la invencién 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
suministréo una prlmera dosis de inmunizacién a 4 grupos de ratones BALB/c (n=4) de 6-8 semanas de edad que
contenia 2 x 10’ ufp/raton de MVA-C (P3), NYVAC-C (grupo Aventis), MVA-WT o NYVAC-WT por la ruta
intraperitoneal. 15 dias después los ratones recibieron una segunda dosis por via intraperitoneal (i.p.) de 2 x 1 0’
ufp/ratén, de manera que a uno de los grupos que habia recibido MVA-B en la primera dosis se le inoculd 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 inoculd
NYVAC-C de nuevo y a otro MVA-B vy, el grupo control que habia recibido MVA-WT recibié en la segunda dosis
NYVAC-C y el grypo control que habia recibido NYVAC-WT recibi6 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-WT+MVA-WT y MVA-
WT+NYVAC-WT.

10 dias después de la dltima inmunizacion los ratones fueron sacrificados por dislocacion cervical y el bazo fue
extraido para llevar 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 péptidos solapantes pertenecientes al clade C (5 Dg/ml) que comprenden todas las regiones
antigénicas incluidas en los virus recombinantes MVA-C y NYVAC-C. El namero de células productoras de IFN-O
obtenido frente a una mezcla de péptidos antigénicos 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,
NYVAC-WT+MVA-WT, MVA-WT+NYVAC-WT) incrementan tanto la magnitud como la amplitud de la respuesta
inmune especifica generada, segln se observa con los diferentes grupos de péptidos. Los grupos de péptidos mejor
reconocidos fueron los correspondientes a Env1, GPN1 y GPN2, seguidos de GPN3 y Gag1.

Las combinaciones de MVA-C y NYVAC-C dieron lugar a mayores respuestas que la administracion de dos dosis de
virus homélogos, MVA-C+MVA-C o NYVAC-C+NYVAC-C. El grupo de ratones al que se le administré en la primera
dosis NYVAC-C y en la dosis de potenciacion MVA-C fue el que mostré el nimero mas elevado de células
secretoras de IFN-y frente a los diferentes grupos de péptidos.

- Ejemplo 29.- Utilizacion del MVA-C en_protocolos de induccidn/potenciacién que combinan_vectores

derivados de Vaccinia: Producciéon de citoquinas por esplenocitos reestimulados procedentes de ratones
BALB/c

Seis grupos de ratones BALB/c (n=4) fueron inoculados en régimen combinado de induccién de la respuesta inmune
mediante la administracion de una primera dosis de vector y la potenciacién de la misma mediante la inoculacion de
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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péptidos solapantes pertenecientes al clade C (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 IFN-y e IL-10 se determinaron
por ELISA usando kits comerciales (Pharmigen).

Los resultados se muestran en la Figura 36. Se observa que la combinacion 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/potenciaciéon_que combinan vectores

derivados de Vaccinia: Identificacion de los tipos de células T especificas secretoras de IFN-y generadas en
ratones BALB/c

Cinco grupos de ratones BALB/c (n=4) fueron inoculados en régimen combinado de induccion de la respuesta
inmune mediante la administracion de una primera dosis de vector y la potenciacion de la misma mediante la
inoculacion de un segundo vector en una segunda dosis, de manera andloga a la descrita en el Ejemplo 28 y
utilizando las mismas combinaciones de vectores salvo en el caso de los controles, en el que se prescindié de
inocular la combinacion MVA-WT+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
peéptidos solapantes pertenecientes al clade C, tras lo cual se afiadi6 Brefeldina a una concentracion de 10 pg/mli,
incubandose durante toda la noche a 37°C. Siete dias después se procedié a un marcaje 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 células fueron analizadas en el citometro de flujo.

Los resultados obtenidos se muestran en la Figura 37. Se observa que la combinacién de vectores virales induce un
menor aumento de células CD8" productoras de IFN-y que de células CD4", con la combinacién NYVAC-C+MVA-C
induciendo el mayor incremento frente a los péptidos de Gag1, Env1, Gpn1y Gpn2.

- Ejemplo 31.- Perfil diferencial de cambios en los niveles de expresién de genes humanos inducidos durante
la infeccidn con los vectores MVA y NYVAC

Para evaluar si las diferencias en las respuestas inmunes inducidas por la inoculacién de vectores recombinantes
derivados de MVA y NYVAC iban acompafiadas también de perfiles diferentes de induccion de variaciones en los
niveles de expresion de genes en las células infectadas, se realizé un experimento de infeccion de células Hela con
MVA y NYVAC y se evaluaron los cambios experimentados en los niveles de expresiéon de 15000 genes humanos
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://iwvww.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 Il (Corning) sobre los que se fijaron las secuencias de ADNc mediante el Microgrid Il (BioRobotics) a 22°C y
una humedad relativa de 40-45%. Por otro lado, se cultivaron células Hela (de la American Type Culture Collection)
en placas de 10 cm de diametro, en medio de Dulbecco al que le habia afiadido suero bovino de recién nacido al
10% y antibiéticos y se llevaron a cabo infecciones con el MVA-WT y el NYVAC-WT a una multiplicidad de infeccién
de 5 ufp/célula. El ARN total se aislo de las células infectadas utilizando Ultraespect-Il RNA (Biotecx), siguiendo las
instrucciones del fabricante, a partir de muestras tomadas por duplicado de las células infectadas con cada uno de
los virus transcurridas 2, 6 y 16 horas del momento de la infeccion. Cada muestra de ARN se utiliz6 en dos
hibridaciones diferentes: en una hibridacion, la muestra infectada con MVA-WT se marcoé con dUTP-Cy3 y la
muestra infectada con NYVAC-WT se marco con dUTP-Cy5, mientras que en la otra la muestra infectada con MVA-
WT se marc6 con dUTP-Cy5 y la muestra infectada con NYVAC-WT se marco con dUTP-Cy3. El doble marcaje se
utilizé para suprimir diferencias en el marcaje y la hibridacion debidas a caracteristicas especificas del Cy-dUTP.
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 0,056 mM (Amersham), tampon de reaccion para la primera hebra 1X (Invitrogen) y
ditiotreitol 10 mM en un volumen de 38 pl se calenté (65°C, 5 min) y se preincubd (42°C, 5 min), tras lo cual se
anadieron 400 U de SuperScript Il (Invitrogen) y 40 U de inhibidor de RNasa (Roche) y se incub0 la mezcla a 42°C
durante 2,5 horas. La reaccién se terminé afiadiendo EDTA y el molde de ARN de partida se retir¢ afiadiendo 2 pl de
NaOH 10 N, seguido de incubacion (20 min, 65°C). La reaccion se neutralizé afiadiendo 4 pl de acido acético 5 M.
Se mezclaron las sondas de Cy5 y Cy3 y los colorantes no incorporados se retiraron mediante precipitacion con
isopropanol. Las sondas se resuspendieron en agua desionizada; los agentes bloqueantes afadidos para
incrementar la especificidad fueron poli(A) (20 pg, Sigma), ARNt (20 pg, Sigma) y ADN humano Cot-1 (20 g,
Invitrogen). Mientras las sondas se secaban en una Speed-Vac, los microarrays se prehibridaron con una mezcla
que contenia SSC 6x (SSC 1X esta formado por NaCl 0,15 M y citrato sodico 0,015 M), dodecilsulfato sodico (SDS)
al 0,5% y albumina de suero bovino al 1% (42°C, 1 hora), se lavaron cinco veces con agua, y se secaron mediante
centrifugacion (663 x g, 1 min). Las sondas se resuspendieron en 40 pl de tampon de hibridacion (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 camaras de hibridacion (Array-it) en un bafio de agua en la oscuridad. Después de la
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 centrifugacién como se
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describio 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, Espafia.
La sefial de fondo se resta de la sefial, se representa logo(sefial) frente logz(relacion) y se realiza una normalizacién
minima. Este valor se calcula para las cuatro réplicas y se obtiene una tabla con la sefial media, el factor de cambio,
log (relacion), fa desviacion estandar del logaritmo de la relacion y el valor z (una medida de la proximidad de un
valor flog relacién] a otros valores con sefales similares) (21). Una vez obtenidos estos datos, el juego de datos se
redujo eliminando los genes con una desviacion estandar entre las réplicas >1 y aquellos que mostraban valores de
z <2, después de lo se reprocesaron los datos, se agrupé los genes utilizando el mapa clasico de autoorganizacion
de Kohonen (22,23,24) y se analizd el mapa resultante utilizando el software Engene, disponible en
http:/imww.engene.cnb.uam.es.

Las diferencias méas representativas detectadas en las células infectadas con uno y otro virus se resumen en la
Tabla 7, en la que se indican el factor de aumento de la expresion de varios genes representativos observado
transcurridos distintos intervalos de tiempo (horas post-infecciéon: h.p.i.) tras el momento de la infeccion. En ella
puede observarse que el perfil de induccion de variaciones en los niveles de expresion de genes en las células
infectadas es diferente segan el virus utilizado para la infeccion. Por ejemplo, el incremento por MVA y no por
NYVAC de genes coestimuladores de la respuesta inmune, como IL-7, proteina B7, NFATC3 y MAP2KS5, puede
condicionar el menor grado de respuesta inmune de un vector frente al otro.
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Tabla 7.-.Perfiles de expresion de genes representativos modificados por la infeccién de
células humanas HelLa con cepas de MVA y NYVAC

Factor de cambio |Factor de cambio

con MVA con NYVAC
iz Simbolo 2 6 16 2 6 16
Funcién y nombre del gen en hpi | hpi | hpi | hpi | hpi | hpi

Genes incrementados con MVA y NYVAC

Respuesta de crecimiento temprano 1 EGR1 417 1460|194 (4,74 {10,38] 6,83

Factor nuclear similar al factor 2 derivado de
células eritroides 3

Factor nuclear del polipéptido ligero kappa 2 |NFKB2 2031222234 (153(202|1,79

NFE2L3 |[236]236|252|119|213 (1,32

Interleuquina 6 IL6 2651214156202 |585|268
Proteina estimulada por el interferén, 15 kDa [ISG15 2571225161121 ]1,14| 3,39
Antigeno CD80 CD80 1,751 2,58 | 2,06 | 1,25 | 2,02 | 2,7
Fosfatasa de especificidad dual 5 DUSPS 3011291187 (198|4,16 | 2,18
Protooncogén JUN B JUNB 293(392|1106|2,16 214 | 1,32
Homo6logo del oncogén V-jun del virus del JUN 217|202 | 1,31 | 2,14 [13.75| 8,01

sarcoma de aves 17

Homologo del oncogén V-MYC del virus de
o - MYC
mielocitomatosis de aves

2,221153(1,05(1,05|293 (165

Miembro de la familia de la quinesina 5A KIF5A 2051881731189 |545| 4,64
Genes incrementados con MVA

Interleuquina 7 IL7 6,10| 53 | 3,2 {0,80(0,55]| 0,88
Proteina B7 B7 1,97 11,753,553 |1,58| 1,58 | 1,78
Antigeno CD47 CD47 535|4,08 (3,16 | 1,02 0,76 | 1,03

Proteina quinasa activada por mitégenos 5 MAP2K5 {237 |2,74|1,69 | 1,02|0,76 | 1,03
Factor nuclear del polipéptido ligero kappa NFKBIE

2411161112 (1,18 1,27 | 1,42

epsilon

Factor nuclear citoplasmico de células T

activadas NFATC3 | 346297 |130]1,01 134|134
Genes incrementados con NYVAC

Factor activador de la transcripcié 3 ATF3 1,78 1198 10,99 | 2,42 | 8,36 | 6,10

Caspasa 9, proteasa de cisteina relacionada CASP9

con la apoptosis 1,1 (0,82)|0,32|259 237|198

Fosfatasa de especificidad dual 2 DUSP2 393(1359(185(243|5,25]| 1,56
Nucleoporina de 88kD NUP88 0,871093(092 (352|649 | 4,23
Factor de crecimiento de tejido conectivo CTGF 57714511112 4,24 |111,45| 5,14

Dominio similar a los de homologia con

pleckstrina, familia A, miembro 1 PHLDA1 [1,01 [ 0,95|0,99|4,19| 8,24 | 5,28

- Ejemplo 32.- Perfil diferencial de cambios en los niveles de induccién de apoptosis inducidos durante la
infeccion de células en cultivo por los vectores MVA y NYVAC

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 induccién de muerte celular por
apoptosis, se llevaron 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
la proteina PARP. Para evaluarla, se procedio a la infeccion de células Hela con 5 ufp/célula de MVA o NYVAC y se
recogieron a 4, 8 y 16 horas postinfeccién en tamp6n de lisis (Tris-HCI 50 mM, pH 8,0, NaCl 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 dilucién) de Cell Signalling, obteniéndose los resultados que se muestran en la parte superior
de la Figura 38a, en la que se indica la posicién 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 misma cantidad de proteina, las membranas fueron
incubadas también frente a un anticuerpo monoclonal anti-B-actina (SIGMA), obteniéndose la sefial que se muestra
en la parte inferior de dicha Figura. Los resultados muestran que la infeccién de células HelLa con NYVAC induce
con el tiempo de infeccion la degradacion de PARP. Esta degradacion es mucho menor en células infectadas con
MVA. La induccion de apoptosis por NYVAC también se confirm6 mediante pruebas de inmunofluorescencia de
células Hela infectadas con 5 ufp/célula cuyos nucleos fueron tefiidos a las 24 horas postinfeccion con DAPI
durante 30 min a temperatura ambiente y las célula fotografiadas. Los resultados se muestran en la Figura 38b, en
cuya parte inferior, correspondiente a células Hela infectadas con NYVAC, se observa que NYVAC favorece
condensacién de la cromatina y formacion de cuerpos apoptéticos, algo que no se observa en la infeccion 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 aisl6 el total de ARN usando el sistema de purificacion
por resina de ARN Ultraspec-ll (Bioteck), a partir de muestras de células Hela infectadas con 5 ufp/célula obtenidas
transcurridas 18 6 24 de la infeccion con la cepa Western Reserve (WR) de Vaccinia, con MVA o con NYVAC,
afnadiendo un control en el que se simul6 la infeccién. Se sometieron los ARNs (2 microgramos) a electroforesis en
geles de agarosa-formaldehido al 1% que contenian bromuro de etidio y se fotografié bajo luz ultravioleta el patron
de bandas obtenido. Los resultados, mostrados en la Figura 38¢c muestran que la infeccion de células Hela con
NYVAC induce a las 18 horas degradacion del ARN ribos6mico en fragmentos caracteristicos de la activacién de la
enzima RNasa L, lo que no se observa en la infeccion con MVA.

Finalmente, otro indicador de apoptosis es la cuantificacion del nimero de células apoptoéticas por citometria de flujo.
Este ensayo se realizo6 de nuevo en células Hela infectadas (5 ufp/célula) con Vaccinia WR, MVA y NYVAC, asi
como en controles en los que se simuld la infeccion. Los diferentes estadios del ciclo celular y el porcentaje de
células en la fase subGo fueron analizadas por tincion con yoduro de propidio (IP). Para cada uno de ellos se realiz6
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 células, se lavaron con PBS frio, se
permeabilizaron con etanol al 70% en PBS a 4°C durante 30 min. Después de tres lavados con PBS, las células se
incubaron durante 45 min a 37°C con RNasa A y se tifieron con IP (10 microgramos/ml). El porcentaje de células que
presentaban DNA hipodiploide se determind por citometria de flujo. Los datos fueron adquiridos en 15000 células
por muestra y los resultados se representan como veces de incremento en células apoptéticas respecto a las células
sin infectar. El grafico de la Figura 38d muestra el factor de incremento de células apoptéticas observado en cada
uno de los casos. En él puede observarse que la infeccion con NYVAC provoca apoptosis en una gran parte de la
poblacién celular (mas del 40%) y que este fenomeno se previene con la adicién del inhibidor general de caspasas
zVAD. La induccion de apoptosis por MVA fue mucho mas reducida.

Los resultados de estos ensayos demuestran que NYVAC induce apoptosis durante la infeccion, mientras que MVA
no parece activar apoptosis o da muestras de activar en menor medida. Estas diferencias bioquimicas, junto a las
diferencias genéticas 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
control de promotores idénticos, den lugar a comportamientos diferentes al ser inoculados en seres humanos con la
intencién 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 inmunizacién frente al VIH-1.

Construccion y ensayos realizados con los vectores disefiados para uso en macacos

- Ejemplo 33.- Generacién del MVA-89.6P-SiVgpn

Construccion del vector plasmidico pLZAW1-89.6p-SiVgpn-18

El vector plasmidico de transferencia pLZAW1-89.6p-SIVgpn-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 Io sucesivo se aludira de forma abreviada como
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 dltima a partir de una secuencia de nucleétidos obtenida
a partir de las secuencias de los genes Gag, Pol y Nef del virus SHIV89.6P en las que se habian practicado las
mismas modificaciones 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
seleccion de placas azules/blancas y la generacién, como medida de seguridad, de un vector viral carente del
marcador B-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 repeticion corta de la secuencia flanqueante izquierda (“brazo izquierdo”) del gen TK, el promotor E3L
dirigiendo la expresion del marcador de seleccion B-galactosidasa, y el gen de resistencia a ampicilina (AP). Entre
las dos secuencias flanqueantes se encuentran las cos secuencias que se desea expresar, 89.6P-gp120 (SEQ ID
NO: 22) y SivVgpn (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 sintéticos temprano/tardio (pE/L), situados
en orientacion opuesta en la zona del inserto mas alejada de las secuencias flanqueantes. La posiciéon de cada uno
de los componentes incluidos en el plasmido se describe a continuacion en la Tabla 8.

Tabla 8.- Posicién de los componentes del plasmido pLZAW1gp120B/gagpolnefB-1

Secuencia flanqueante izquierda de TK 410-908 Complementaria
TSNT para 3-gal 929-935 Complementaria
B-gal ATG-TAA (936-4079) Complementaria
Promotor E3L para B-gal 4080-4140 Complementaria
Parte 1 de la secuencia flanqueante izquierda | 4151-4498 Complementaria

de TK

89.6p-gp120

ATG-TAA (4518-6032)

Complementaria

Promotor E/L para 89.6P-gp120

6080-6118

Complementaria

6143-6181

ATG-TAG (6226-10443)
T5NT para SIVgpn 10499-10505

Secuencia flanqueante derecha de TK 10488-11179

AP ATG-TAA (12350-13210)

Promotor E/L. para SIVgpn
SIVgpn

Complementaria
Complementaria

Para la construccion de este plasmido se utilizaron otros dos plasmidos diferentes:

- pcDNA89.6P-syn-CD5-GP120REKR: (proporcionado por Ralf Wagner, Regensburg, Alemania).

- pCR-ScriptSIV-syn-gagpolnef: (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 exd6genos, una
repeticién corta del brazo izquierdo el gen de TK, un promotor E3L dirigiendo la expresién de un casete con B-galy
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 Jocus HA del virus MVA, sitios de clonacién para insertar genes exégenos bajo
el control de la transcripcion del promotor sintético temprano/tardio (E/L), y el promotor 7.5 del virus MVA (P7.5)
dirigiendo la expresion del gen 3-gus.

La construccion 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
figura como 89.6synenv120) se escindié del plasmido pcDNA89.6P-syn-CD5-GP120REKR mediante digestion con
EcoRl, tratamiento con el fragmento Klenow de la ADN polimerasa para generar extremos romos, y digestiéon con
BamHI. El fragmento de ADN se subcloné en el vector pJR101 (previamente digerido con las endonucleasas de
restriccidon Smal y BamHI), generando el plasmido pJR-89.6P-18 (7918 pb). Un fragmento de ADN de 1,612 kb que
contenia el promotor sintético temprano/tardio (E/L) dirigiendo al gen 89.6-gp120 se escindié del plasmido pJR-
89.6P-18 mediante digestion con Hindlll y BamHI, seguida de la modificacion con el fragmento Kienow de la ADN
polimerasa, y se clond en el vector pLZAW1 (previamente digerido con la endonucleasa de restriccion Ascl,
modificado mediante la incubacién 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).

Por otra parte, un fragmento de ADN de 4,230 kb que contenia el gen SIVgpn (indicado en las Figuras como
SIVsyngagpolnef) se escindi6 del plasmido pCR-Script SIV-syn-gagpolnef mediante digestion con EcoRI y Xhol
seguida de la modificacion con el fragmento Klenow de la ADN polimerasa, y se subcloné 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
ADN de 4,3 kb que contenia el promotor sintético temprano/tardio (E/L) dirigiendo al gen SIVgpn se escindi6 del
plasmido pJR-SIVgpn-9 mediante digestion con Hindllil, tratamiento con el fragmento Klenow de la ADN polimerasa
y digestion con Notl, y se cloné 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).

El plasmido pLZAW1-89.6P-SIVgpn-18 generado dirige [a insercion de los genes de interés en el locus TK del

genoma de MVA y NYVAC. Después de que los virus recombinantes deseados fueron aislados mediante la
evaluacion de la expresion de la actividad B-galactosidasa, la propagacion posterior de los virus recombinantes

39



10

16

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2392670 T3

conduce a la autodelecion del gen B-gal mediante recombinacion homéloga entre el brazo izquierdo de TK y la
repeticion corta del brazo izquierdo de TK que estan flanqueando el marcador.

Construccion del virus recombinante MVA-89.6P-SIVgpn

Cultivos primarios de fibroblastos de embrién de pollo (CEF) procedentes de huevos SPF (libres de patégenos
especificos, por sus siglas en inglés “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/célula, y posteriormente transfectados con 10 pg del vector plasmidico de transferencia pL ZAW1-89.6P-
SIVgpn-18, usando para ello el reactivo de transfeccion lipofectamina (LipofectamineTM 2000, Cat. 18324-012, lote
1198865, suministrada por Invitrogen S.A., El Prat de Llobregat, Barcelona, Espafia) y siguiendo las instrucciones
del fabricante. Después de 72 horas post-infeccion las células fueron recogidas, sonicadas y usadas para la
seleccion de los virus recombinantes.

Los virus MVA recombinantes que contenian los genes 89.6P-gp120/SIVgpn y que coexpresaban de forma
transitoria el gen marcador $-Gal (MVA-SHIV (X-Gal")), fueron seleccionados realizando pases consecutivos de
purificacion de placas en células CEF tehidas con 5-bromo-4-cloro-3-indolil-B-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-Gal)), fueron seleccionados como focos virales no tefiidos en células CEF en presencia de XGal. En
cada paso de purificacion las placas aisladas fueron expandidas en células CEF durante 3 dias, y el extracto viral
crudo obtenido fue usado para el siguiente paso de purificaciéon de placas.

En el primer paso de la seleccion por cribado se aislaron 3 placas X-Gal* a las que se denomind MVA-89.6P-
SIVgpn-(1 a 3). La placa denominada MVA-89.6P-SIVgpn-1, que expresaba de forma eficiente los antigenos 89.6P-
gp120 y SlvVgpn, se amplifico y utilizo 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-Gal, todas las cuales
expresaban de forma eficiente ambos antigenos. Una de las placas X-Gal” (MVA-89.6P-SIVgpn-1.6.8) y una de las
placas X-Gal" (MVA-89.6P-SIVgpn-1.18.2) se amplificaron y utilizaron en el siguiente paso de purificacion; la primera
de ellas, MVA-89.6P-SIVgpn-1.6.8, se utilizo para preparar el stock P1 por infeccion a partir de una placa p150 en
células CEF). En el cuarto pase se aislaron 6 placas X-Gal" y 6 placas X-Gal®. El recombinante denominados MVA-
89.6P-SlVgpn-1.6.8.5 (X-Gal) se utilizé para preparar los stocks P2 por infeccién a una multiplicidad de 0,01
ufp/célula de cinco placas p150. Los stocks P3 (generados en células CEF infectadas en 40-100 placas p150 a una
multiplicidad de infeccion de 0,05 ufp/célula, recogidos transcurridos 3-4 dias después de la infeccion y purificados a
través de dos colchones de sacarosa al 45%) se prepararon solamente a partir del MVA-89.6P-SIVgpn-1.6.8.5 (X-
Gal’) para los estudios de inmuriizacion en simios; las caracteristicas de los diferentes stocks P3 obtenidos se
especifican mas adelante en el Ejemplo 38.

Caracterizacion del MVA-89.6P-SIVgpn

Para confirmar la homogeneidad genética del virus MVA-89.6P-SIVgpn-1.6.8.5 (X-Gal’) generado y la integridad de
los genes insertados, se amplificaron los stocks P2 (MVA-89.6P-SIVgpn-1.6.8.5) y P3 mediante infeccion de células
CEF a una multiplicidad de infeccion de 5 ufp/célula, recuperando los extractos celulares a las 24 horas post-
infeccion. Se purifico el ADN del virus y se sometié a andlisis mediante PCR empleando para ello oligonucléotidos
cebadores que hibridan con las regiones TK flanqueantes del inserto de interés izquierda (oligonucleétido TK-L) o
derecha (oligonucleétido TK-R2), con las siguientes secuencias:

TK-L: 5" TGATTAGTTTGATGCGATTC 3 (SEQ ID NO:1)
TK-R2: 5 CTGCCGTATCAAGGACA 3" (SEQ ID NO:21)

Las posiciones en las que hibridan dichos oligonucleédtidos con respecto al inserto presente en MVA-89.6P-SIVgpn,
asi como los tamaiios 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 inserto, aparecen representados en la
parte superior de la Figura 42.

La parte inferior de la Figura 42, por su parte, muestra una fotografia de un gel correspondiente al andlisis 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-SIVgpn (P2)) y P3 (MVA-89.6P-SIVgpn (P3)), el virus MVA tipo silvestre (MVA-WT) y
el plasmido de transferencia pLZAW1-89.6P-SIVgpn-18. Para su obtencion, 100 ng del ADN viral extraido de células
CEF infectadas a una multiplicidad de 5 ufp/célula 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 oligonucledtidos que hibridan con las secuencias flanqueantes del gen TK, TK-L (SEQ ID NO:1) y TK-
R2 (SEQ ID NO:21) en una mezcla de reaccion que contenia 0,3 mM de dNTPs, 2,5 mM de MgClzy 2,5 U de la
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enzima polimerasa Platinum Taqg. El programa incluye un ciclo de desnaturalizacion a 94°C durante 5 min, 25 ciclos
de desnaturalizacién a 94°C durante 1 min, hibridacién 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%, obteniéndose el resultado que se muestra en la parte inferior de la Fig. 3. En las calles 4 y 5, las
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 inserto completo, banda que también 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 comresponderian al
locus de TK sin inserto.

Adicionalmente, se procedié 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) obteniéndose la
secuencia representada por SEQ ID NO:24.

Los elementos que forman parte del inserfo presente en el genoma del virus MVA-89.6-SIVgpn se especifican a
continuacién en la Tabla 9.

Tabla 9.- Posicion de los componentes principales del inserto del vector MVA-89.6P-SIVgpn

Parte 1 de la secuencia flanqueante izquierda de TK 1-499 Complementaria
89.6P-gp120 ATG-TAA (519 - 2033) Complementaria
Promotor E/L para 89.6P-gp120 2081 - 2119 Complementaria
Promotor E/L para SIVgpn 2144 - 2183

Sivgpn ATG-TAG (2227 - 6444 )

Secuencia flanqueante derecha de TK 6488 - 7179 Complementaria

Ejemplo 34.- Analisis de la expresion de proteinas del SHIV a partir del MVA-89.6P-SIVgpn

34.1.- Transferencias tipo Western

La expresion de las proteinas 89.6P-gp120 y SIvVgpn por los stocks P2 y P3 del virus MVA-89.6P-SIVgpn fue
analizada mediante transferencia tipo Western. Monocapas de células CEF crecidas en placas de 12 pocillos fueron
infectadas con 5 ufp/célula del stock P2 o del stock P3. Los extractos celulares fueron recogidos a las 24 horas post-
infeccion, fraccionados mediante electroforesis en 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) que reconoce 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 parte
correspondiente a la proteina p27 del antigeno Gag del SIV y, por ello, la proteina de fusion SIVgpn. Como controles
positivos se utilizaron extractos procedentes de células transfectadas de forma transitoria con el vector plasmidico
de transferencia pLZAW1-89.6P-SIVgpn-18.

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 células infectadas con virus de los stocks P1, P2 y P3 del MVA-89.6P-SIVgpn, asi como en el extracto de células
transfectadas de forma transitoria con el plasmido utilizado como control positivo (calles marcadas como “C+"),
indicando la correcta expresioén de ambos antigenos por los virus recombinantes derivados de MVA generados.

34.2. Inmunotincion de placas

La expresion de las proteinas 89.6P-gp120 y SIVgpn por parte del recombinante MVA-89.6P-SIVgpn se analizé
también en células CEF infectadas con una dilucion 10° del stock P3, mediante la inmunotincién 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, mostrados en la Figura 44, muestran que mas del 97% de las placas virales que resultaban tefiidas
con el anticuerpo anti-WR eran también positivas para los anticuerpos anti-gp120 (fotografias y barras marcadas
como “antigp120”) y anti-SIVgag-p27 (fotografias y barras marcadas como “anti-SIVp277).

- Ejemplo 35.- Construccién y caracterizacion del virus recombinante NYVAC-89.6P-SIVgagpolnef

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 acrénimo EuroVac [), a una multiplicidad de infeccion de 0,025 ufp/célula, células BSC40 (una linea celular
derivada de rifion de mono, que carece de potencial miogénico), que luego se transfectaron con 10 pg de ADN del
vector plasmidico de transferencia pLZAW1-89.6P-S1Vgpn-18 (cuyas caracteristicas se describieron en el Ejemplo
33), utilizando como reactivo lipofectamina (Invitrogen, Cat. 18324-012, lote 1198865) siguiendo las instrucciones del
fabricante. 72 horas después de la infeccion se recogieron las células, 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 B-Gal (NYVAC-89.6P-SIVgpn (X-Gal")),
fueron seleccionados realizando pases consecutivos de purificacion de placas en células BSC40 tedidas con 5-
bromo-4-cloro-3-indolil-B-galactosido (XGal) (300 pg/mi). Los virus NYVAC recombinantes que contenian los genes
89.6P-gp120/SIVgpn y que habian perdido el gen indicador B-Gal (NYVAC-89.6P-SlVgpn (X-Gal)), fueron
seleccionados como focos virales no tefidos en células BSC40 en presencia de XGal. En cada paso de purificacion
las placas aisladas fueron expandidas en células BSC40 durante 2 dias, y el extracto viral crudo obtenido fue usado
para el siguiente paso de purificacion de placas.

En el primer paso de la seleccion por cribado se aislaron 3 placas X-Gal” a las que se denominé NYVAC-89.6P-
Slvgpn-(1 a 3). Las tres placas, que expresaban eficientemente los antigenos 89.6P-gp120 y SliVgpn, 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 amplificé 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
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 X-Gal" 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
siguiente paso de purificacion. 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 amplifico en
células CEF (una placa de p150 para generar el stock P1) y se utilizé para preparar los stocks P2 (por infeccion de
cinco placas p150 a 0,01 ufp/célula). Los stocks P3 (crecidos en 40-100 placas p150 de células CEF infectadas a
una multiplicidad de infeccion de 0,05, recogidos transcurridos 3-4 dias después de la infeccion y purificados a
través de dos colchones de sacarosa al 45%) se prepararon para los estudios de inmunizacion en simios; las
caracteristicas de cada uno de los stocks P3 generados se mencionar en el Ejemplo 37.

Caracterizacion del NYVAC-89.6P-SIVapn

Para confirmar la homogeneidad genética y pureza del virus NYVAC-89.6P-SIVgpn generado y la integridad de los
genes insertados, se amplificé el stock P3 mediante infeccion de células CEF a una multiplicidad de infeccion de 5
ufp/célula, recuperando los extractos celulares a las 24 horas post-infeccion. Se purifico el ADN del virus y se
sometio a analisis mediante PCR empleando para ello oligonuciéotidos cebadores que hibridan con las regiones TK
flanqueantes del inserto de interés izquierda (TK-L) (SEQ ID NO:1) y derecha (TK-R2) (SEQ ID NO:21), de forma
anéloga a la descrita en el Ejemplo 33.

Las posiciones en las que hibridan dichos oligonucleotidos con respecto al inserto 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 (WT) carente de inserto, aparecen representados en
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-L/TK-R2 para efectuar
el analisis del inserto incluido en el virus NYVAC-SHIV presente en el stock P3 (NYVAC-89.6P-SiVgpn (P3)) (calle3),
que se comparé6 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
MVA-WT (calle 5). Para ello, 100 ng de ADN viral extraido de células de embrion de pollo (CEF) infectadas a una
muitiplicidad de 5 ufp/célula 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 amplificacién 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 muestra correspondiente al control positivo, el virus recombinante
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 inserto (NYVAC-WT), se
observa una banda de aproximadamente 400 pb compatible con la ausencia de inserto 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
esperarse segun las caracteristicas del locus de TK en este ultimo virus.

Ejemplo 36 .- Andlisis de la expresion de proteinas del SHIV a partir del NYVAC-89.6P-SIVgpn

36.1.- Transferencias tipo Western
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La expresion de las proteinas 89.6P-gp120 y SIVgpn por el virus recombinante NYVAC-89.6P-SIVgpn fue analizada
mediante transferencia tipo Western. Monocapas de células CEF crecidas en placas de 12 pocillos fueron infectadas
con 5 ufp/célula 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),
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 1lIB),
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 células infectadas con el virus MVA-SHIV
(MVA.89.6P-SIVgpn(P3)).

Como se muestra en la Figura 46, tanto |a proteina 89.6-gp120 (fotografia de superior, marcada como “anti-gp120”)
como la proteina de fusion SIVgpn (fotografia inferior, marcada como “anti-SIVp27”) se detectaron en los extractos
de células infectadas con virus de los stocks P1, P2 y P3 del NYVAC-89.6P-SIVgpn (NYVAC-SHIV), asi como en el
extracto de células infectadas con el control positivo MVA-SHIV, indicando la correcta expresion de ambos antigenos
por los virus recombinantes derivados de NYVAC generados.

36.2. Inmunotincion de placas

La expresion de las proteinas 89.6P-gp120 y SIVgpn por g)arte del recombinante NYVAC-89.6P-SIVgpn se analizo
también en células DF-1 infectadas con una dilucion 10™ del stock P3 del NYVAC-SHIV (NYVAC-89.6P-SIVgpn
(P3)), mediante la inmunotincion 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,
mostrados en la Figura 47, muestran que mas del 98% de las placas virales que resultaban tefiidas con el anticuerpo
anti-WR eran también positivas para los anticuerpos anti-gp120 (fotografias y barras marcadas como “antigp120”) y
anti-SIVgag-p27 (fotografias y barras marcadas como “anti-SIVp27”).

- Ejemplo 37.- Control de los stocks virales enviados para los estudios de inmunizacién de macacos

De los stocks de virus recombinantes MVA-SHIV y NYVAC-SHIV obtenidos, se seleccionaron para ser utilizados en
estudios de inmunizacion de macacos los que se muestran a continuacion en la Tabla 10:

Tabla 10.- Stocks de virus recombinantes seleccionados para estudios de inmunizacién en macacos

MVA-89.6P-SIVgpn

Stock Titulo (UFP/ml) UFP totales enviadas Fecha de envio
P3 (20/06/03) 1,6 x 10° 75x10° 10/03/04
P3 (20/09/04) 8,75x 10° 5x10° 6/10/04
P3.1 (20/09/04) 1,1x10° 22x10° 6/10/04
P3.2 (01/10/04) 2x10° 05x10° 13/10/04

NYVAC-89.6P-SIVgpn

Stock Titulo (UFP/mI) UFP totales enviadas Fecha de envio
P3.1 (29/01/04) 12x10° 72x10° 10/03/04
P3.2 (25/02/04) 5x10° 1,2x10° 6/10/04

La expresion de las proteinas 89.6P-gp120 y SIVgpn por los diferentes stocks de virus recombinantes MVA-89.6P-
SIVgpn y NYVAC-89.6P-SIVgpn fue analizada mediante transferencia tipo Western. Monocapas de células CEF
crecidas en placas de 12 pocillos fueron infectadas con 5 ufp/célula 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
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 llIB), 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 control negativo se utilizo un
extracto de células en las que se habia simulado la infeccion, es decir, que habian sido sometidas a los mismos
pasos que las células infectadas, pero que no habian recibido virus en la solucion con las que deberian haber sido
infectadas (extracto M). La Figura 48 muestra 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.

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 llevaron a cabo los ensayos con macacos que se describen en los siguientes
Ejemplos.

Estudio preclinico de la eficacia como vacuna

Protocolo de inmunizacion y desafio posterior

Los ensayos que se describen a continuacion en los Ejemplos 38 y 39 se llevaron a cabo para evaluar la
inmunogenicidad y la eficacia de los vectores cuya construccion 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 llevaron a cabo en el Biomedical Primate
Research Centre de Rijswisjk (Paises Bajos). Para su realizacion, se utilizaron macacos Rhesus (Macaca mulatta)
adultos jovenes, que habian demostrado ser negativos a la infeccion por SIV, retrovirus de simio y virus de leucemia
de simio. Las condiciones de estabulacion y manejo de los animales siguieron las normas éticas establecidas por el
mencionado centro de experimentacion.

El estudio no solo pretendié establecer correlaciones con la inmunogenicidad y eficacia que serian esperables al
utilizar los vectores de la patente principal como vacunas en seres humanos, sino que también intentd obtener datos
para compararlos con los resultados obtenidos al utilizar un vector, también derivado de poxvirus, que contiene el
mismo inserto 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 también se hara
referencia en los Ejemplos siguientes mediante la denominacion general abreviada MVA-SHIV. El vector alternativo
utilizado cuya construccion esta también descrita en la presente memoria es el vector derivado de NYVAC,
denominado NYVAC-89.6P-SIVgpn, al que también se hara referencia en los Ejemplos siguientes mediante la
denominacion general abreviada NYVAC-SHIV. Tanto el MVA-SHIV como el NYVAC-SHIV, que contienen el mismo
inserto, fueron administrados en dosis de refuerzo o potenciacion de la respuesta inmune (a las que se alude con
frecuencia mediante el término inglés boost) con posterioridad a la administracion de dosis de iniciacion o
desencadenamiento de la respuesta inmune (priming) en las que los animales recibieron ADN desnudo que contenia
un inserto idéntico 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 partir de secuencias correspondientes al virus
SHIV89.6P, plasmidos que fueron generados por el Dr. Ralf Wagner, Regensburg, Alemania, y cedidos por el mismo
para la realizacion del estudio. Los detalles sobre el estudio y los resultados obtenidos se describen con mayor
detalle a continuacion en los Ejemplos 38 y 39.

Ejemplo 38.- Inmunizacién de los macacos y valoracién de la inmunidad generada

Los 21 macacos utilizados en el estudio fueron divididos en tres grupos (grupos 1, 2, y 3), cada uno compuesto de 7
individuos. Cada uno de los grupos fue sometido a un protocolo de inmunizacion diferente, segin se muestra a
continuacion en la Tabla 11:

Tabla 11.- Grupos de inmunizacion y tratamiento recibido

Grupo N°de |INMUNIZACIONES Desafio:
macacos
Semana 0 Semana 4 Semana 20 Semana 24 Semana 32
1 7 DNA-SHIV DNA-SHIV MVA-SHIV MVA-SHIV SHIV89.6P
2 7 DNA-SHIV DNA-SHIV NYVAC-SHIV NYVAC-SHIV SHIV89.6P
3 7 DNA-emp DNA-emp NYVAC-WT NYVAC-WT SHIV89.6P

El grupo 3, de control, recibié en las dos primeras dosis ADN desnudo que carecia del inserto con las secuencias
propias del SHIV89.6P (DNA-emp), mientras que en las dos Ultimas recibié el vector NYVAC-WT, que carece
igualmente del inserto. Para la realizacion del estudio, el vector NYVAC-WT fue crecido en células CEF y purificado
en dos colchones de sacarosa de forma analoga a la utilizada con los recombinantes MVA-SHIV y NYVAC-SHIV; del
stock generado se enviaron al centro de primates de Holanda, el dia 20 de abril de 2004, un total de 8x10° ufp, con
un titulo de 1x10°ufp/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-
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-WT se IIevaron a cabo inoculando en la
parte superior del brazo derecho, por via intramuscular, 0,5 m! que contenian 5x10° ufp, de manera que en cada
dosis se inocularon 5x10° ufp/macaco. Para ello se utilizaron los siguientes stocks:

- en el caso del MVA-SHIV, P3 (20/06/03), con un titulo de 1,6 x 10%u gfml,,
- en el caso del NYVAC-SHIV, P3.1 (29/01/04), con un tltulo de 1,2x10° ufp/mi,;
- en el caso del NYVAC-WT, el stock con un titulo de 1x10° ufp/ml mencionado anteriormente.

En todos los casos, transcurridas 32 semanas después de recibir la primera dosis de inmunizacion, los macacos
fueron sometidos a lo que se conoce como un “desafio” o “reto” viral (traduccion del término inglés “challenge”), es
decir, se inoculd a los animales por via intravenosa una dosis de 50-100 MID50 de SHIV89.6P, dilucién 1:1000 del
stock de Letvin (entendiendo como MID50 o “Monkey Infectious Dose” |la cantidad de virus que es capaz de producir
infeccion en el 50% de los animales) y se observo la evolucion de cada animal.

2 semanas antes de comenzar con el protocolo de inmunizacién, en distintos momentos a lo largo del mismo y con
posterioridad al desafio se extrajeron muestras de sangre periférica, mediante puncion intravenosa, de cada uno de
los animales. De la sangre heparinizada se obtuvieron las células PBMC (‘peripheral blood mononuclear cells”,
células mononucleares de sangre periférica), 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
muestras (CMI, abreviatura de “cell mediated immunity” o inmunidad mediada por células), los momentos en los que
se administraron las distintas dosis de inmunizacion (ADN y vectores derivados de poxvirus: NYVAC 6 MVA) y el
momento en el que se procedid al desafio con el virus SHIV89.6P.

Con el fin de valorar la inmunidad generada, se realizaron ensayos para detectar por la técnica de ELISPOT la
respuesta de IFN-y, IL-2 e IL-4 en los animales de cada uno de los grupos y su evolucion en el tiempo, segin se
describe a continuacion.

La respuesta de citoquinas se evalué en las fracciones de células PBMC extraidas de cada uno de los macacos.
Para ello, muestras de dichas células de cada uno de los macacos se incubaron durante 48 horas con grupos de
péptidos. Para el ELISPOT de gp120 se utilizd un grupo de 48 péptidos, concretamente los péptidos 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 péptido, con los cuales queda representada
la secuencia de la proteina 89.6P-gp120. Para el ELISPOT de SIVgpn, los péptidos fueron sintetizados por SynPep
Dublin (California, Estados Unidos) y son grupos de 15 aminoacidos con 11 aminoacidos solapantes, que se pueden
agrupar en los grupos (pools): Gag-pool 11, 1-54; Gag-pool 12, 55-108; Pol-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 péptidos fue analizada
utilizando 2 microgramos/m! de cada péptido en el ensayo. Tras la incubacion, en cada una de las muestras se
midieron las SPF (Spot forming cells), que son las células PBMC que expresan una determinada citoquina, después
de su estimulacion con péptidos especificos incluidos en las proteinas 89.6P-gp120 y SiVgpn. Esto es una medida
de las células que fueron estimuladas especificamente por la inoculacién 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 10° PBMC
analizadas, se representan en la Figura 50, en la que se ha utilizado una escala logaritmica en el eje de ordenadas.
Los nimeros 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 inmunizacién 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/INYVAC-SHIV); la tercera
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 nimero 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
SFC detectadas por cada 10° 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 inoculacién 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
producida la infeccién con el patégeno 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 nimero total de

células que expresan IFN-y obtenidos para cada uno de los grupos, de nuevo en escala logaritmica, en funcion del
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 funcién del tiempo, de SFC que expresaban IL-4
(Figura 53) o IL-2 (Figura 52).

Se puede observar que, tanto en el grupo 1 (el que recibié el vector MVA-SHIV, el MVA-89.6P-SIVgpn, en las dosis
de potenciacion de la respuesta) (datos indicados mediante cuadrados con un vértice apuntando hacia arriba, 4)
como en el grupo 2 (el que recibié el vector NYVAC-SHIV, el NYVAC-89.6P-SIVgpn, en las dosis de potenciacién de
la respuesta) (datos mediante cuadrados cuyos vértices conforman dos lineas paralelas, m ), la magnitud de la
respuesta inmune es semejante y claramente superior a la que se detecta en el grupo 3, el de los macacos que
recibieron vectores que no expresaban antigenos del SHIV (cuyos datos se indican mediante triangulos, A). En este
altimo grupo, se aprecia como la respuesta inmune aumenta claramente después del desafio con el virus
SHIV89.6P, debido a la replicacién del virus, lo que hace que, a partir de ese momento, los valores sean semejantes
en los tres grupos.

Estos datos indican que la media total de la respuesta inmune (produccion de IFN-y) resulta claramente potenciada
al serles 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 SivVgpn.

Ejemplo 39.- Eficacia de la respuesta inmune generada para proteger frente al desarroilo del virus SHIV

Para valorar la eficacia de proteccién frente al desarrollo de una infeccién generada por el virus SHIV89.6 en
relacién a la respuesta inmune evaluada en los ensayos descritos en el Ejemplo 38, se procedié a extraer datos
sobre dos magnitudes significativas: el nimero de particulas virales detectables en el plasma de las muestras
sanguineas que habian sido extraidas de los macacos una vez que se les habian inoculado el virus patégeno
SHIVB9.6P, asi como el porcentaje que las células CD4+ y CD8+ suponian respecto al total de células
mononucleares de sangre periférica (PBMC).

39.1.- ARN viral detectable en plasma

Los valores referentes al nimero de particulas virales detectables en plasma constituyen un buen valor indicativo de
la capacidad de la respuesta inmune generada para controlar la posible infeccién producida por el virus SHIV89.6P
inoculado. Valores por encima 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 préximos a 10.000 copias/ml o inferiores mantienen al animal
sin aparentes efectos patégenos. La deteccién de una concentracién de copias virales inferior a ese valor puede
considerarse indicativo de que la respuesta inmune generada es capaz de conferir proteccién en los modelos
animales utilizados.

Por ello, se procedié a detectar el ARN del virus SHIV89.6P presente en el plasma de las muestras sanguineas
extraidas de los macacos justo antes (tiempo 0) y con posterioridad a la inoculacién de dicho virus. Para ello se
utilizé la técnica cuantitativa en tiempo real QC RNA-PCR, que mide el nimero 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 inserto desde el que poder expresar
antigenos del SHIV. El grafico de la parte inferior izquierda corresponde al grupo 1, inmunizado con DNA-
SHIV/IMVA-SHIV, mientras el grafico de la parte inferior derecha corresponde al grupo 2, inmunizado con DNA-
SHIV/INYVAC-SHIV.

En dicha Figura puede apreciarse como, de los 7 macacos que recibieron ia inmunizacién control, 32 semanas
después del desafio, 6 presentan valores continuados de viremia que oscilan entre 10.000-100.000 copias/ml,
mientras que uno de los animales no respondié a la infeccion.

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
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/INYVAC-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-SIVgpn) y NYVAC-SHIV (MVA-89.6P-SIVgpn), inducen un alto grado de proteccion en macacos frente al virus
patégeno SHIV89.6P al ser utilizados en protocolos de tipo prime/boost (desencadenamiento/potenciacién de la
respuesta) al ser utilizados en las dosis de refuerzo o potenciacién de la respuesta inmune generada.

39.2.- Porcentaje de células CD4" y CD8*
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Los valores referentes a los porcentajes de células T de sangre periférica CD4+ y CD8+ detectables son también
datos significativos, pues las células CD4+ son utilizadas tanto por el VIH como por el SIV como células diana para
la infeccion. La reduccion en el niumero de estas células por debajo de 200 células por ml se considera un sintoma
de la enfermedad, el SIDA. La proporcién de células T CD4+ y CD8+ es por tanto un buen indicador del estado de la
infeccién.

Por ello, se procedié a su deteccion en la fraccion de células 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 (tiempo 0) y
con posterioridad a la inoculacion de dicho virus. Para llevar a cabo los ensayos, se utilizaron anticuerpos
especificos para cada una de las poblaciones, determinandose por FACS la proporcién de células 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
que 6 de los macacos mantenian niveles normales de células CD4+, similares a los de células CD8+, y s6lo en uno
de ellos dichos niveles se redujeron por debajo de 100. En la parte intermedia de la Figura, la correspondiente al
grupo inmunizado con DNA-SHIV/NYVAC-SHIV, se obtuvieron resultados similares: 6 animales mantenian niveles
normales de células CD4+ y solo en uno dichos niveles se redujeron por debajo de 100. En el grupo control, en
cambio, tal como se observa en la parte inferior de la Figura 55, en 5 de los macacos los niveles de células CD4+ se
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 al avanzado estado de la enfermedad. Uno de los macacos control,
sin embargo, se mantuvo protegido.

39.3.- Porcentaje de supervivencia de los macacos infectados (%)

Adicionalmente, se realiz6 un calculo del porcentaje de supervivencia de los macacos en cada uno de los tres
grupos, computando el nimero de macacos que permanecian vivos tras la inoculacién del virus SHIV89.6P. En la
Figura 56 se representan los datos obtenidos transcurridos los intervalos de tiempo desde la infeccién, en semanas,
que se representan en el eje abscisas. En dicha Figura puede observarse como, transcurridas mas de 50 semanas
desde la infeccion con el SHIV89.6P, tanto los macacos del grupo inmunizado con DNA-SHIV/IMVA-SHIV (datos
indicados mediante cuadrados con un vértice apuntando hacia arriba, ¢) como los del grupo inmunizado con DNA-
SHIV/NYVAC-SHIV (datos indicados mediante cuadrados cuyos vértices conforman dos lineas paralelas, m), la
supervivencia de los macacos era del 100%, mientras que en el grupo control (datos indicados mediante triangulos,
A) alas 27 semanas desde la inoculacién del virus SHIV89.6P comienza a observarse un descenso de los macacos
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-SIVgpn, como el generado a partir de NYVAC, NYVAC-89.6P-SIVgpn, que tienen la misma organizacion
genética en sus insertos y son capaces de expresar simultineamente 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 priricipal y suponen un apoyo respecto a la posible utilidad de estos vectores
en la vacunacion frente al SIDA humano.
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Listado de secuencias

<110> CONSEJO SUPERIOR DE INVESTIGACIONES CIENTIFICAS

<120> VECTORES RECOMBINANTES BASADOS EN EL VIRUS MODIFICADO DE ANKARA (MVA)
COMO VACUNAS PREVENTIVAS Y TERAPEUTICAS CONTRA EL SIDA

<130> PCT-277
<160> 25

<210> 1

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial
<220>

<221> Cebador

<223> TK-L

<400> 1
tgattagttt gatgcgattc 20

<210> 2

<211> 17

<212> ADN

<213> Secuencia artificial
<220>

<221> Cebador

<223> TK-R

<400> 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
agccccatceg agaccg 16
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<210> 5

<211> 17

<212> ADN

<213> Secuencia artificial
<220>

<221> cebador

<223> GPN8170

<400> 5
attagcctgce ctctcecgg

<210> 6

<211> 27
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<213> Secuencia artificial
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<213> Secuencia artificial
<220>
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<223> gpl20-1213

<400> 9
atcatcacca tcccctgce
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18
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<220>
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<223> GPN-802

<400> 10
tgggtttaaa caagatcg
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<213> Secuencia artificial
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<400> 14
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ggc
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atc
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ggc
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ttc
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Arg
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Thr
305
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Thr
325

gtg
Val
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ggc
Gly
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agc
Ser
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aac
Asn
405

tgc
Cys
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agc
Ser
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ctg
Leu
465

agg
Arg
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gcc
Ala

ggc
Gly
25

gcc
Ala
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Pro

ggc
Gly

aac
Asn

ttc
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gag
Glu

gag
Glu

atg
Met

ctg
Leu

ggc
Gly

tac
Tyr
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agc
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ttc
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aac
Asn
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ES 2392670 T3

aac
Asn

atc
Ile

aag
Lys

agc
Ser

tac
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atc
Ile

gag
Glu

atc
Ile

atc
Ile

aag
Lys

cag
Gln

agc
Ser
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Tyr

ggc
Gly
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Thr
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ggc
Gly
310

agg
Arg
330

agc
Ser
350

tgc
Cys
370

acc
Thr
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gtg
Val
410

acc
Thr
430

ttc
Phe
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gtg
Val
470

cgc
Arg
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ggc
Gly
10

aag
Lys
30

ctg
Leu

agg
Arg

gac
Asp

gtg
Val

ggc
Gly

aac
Asn

tcc
Ser

ggc
Gly

ggc
Gly

cgc
Arg

gtg
Val

gag
Glu

del

ggc
Gly

ctg
Leu

ctg
Leu
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aag
Lys

atc
Ile

gcc
Ala

ggc
Gly

acc
Thr

ggc
Gly

aag
Lys

ctg
Leu

ccc
Pro

aag
Lys

aag
Lys

tcc
Ser

cgg
Arg

gag
Glu

gac
Asp

acc
Thr

acc
Thr
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Ala

ctg
Leu

ggc
Gly

atc
Ile

cgc
Arg

atc
Ile

cag
Gln

aag
Lys

ccc
Pro

cag
Gln

atc
Ile

atg
Met

ctg
Leu

ggc
Gly

gag
Glu

tga
*

cac
His
295

gcc
Ala
315

ctg
Leu
335

gag
Glu
355

ctg
Leu
375

acc
Thr
395

tac
Tyr
415

acc
Thr
435

ggc
Gly
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ccc
Pro
475

atc
Ile

cacC
His

cgc
Arg

atc
Ile

ttc
Phe

ctg
Leu

gcc
Ala

aga
Arg

gac
Asp

ctg
Leu

ggc
Gly

tgc
Cys

gag
Glu

gtg
Val

aac
Asn

cccC
Pro
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gac
Asp

atg
Met

ggc
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gag
Glu

aag
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gag
Glu

ctg
Leu

cac
His

acc
Thr

gac
Asp

atc
Ile

agc
Ser

agg
Arg
15

gtg
Val
35

gag
Glu

tgg
Trp

tgg
Trp

ggc
Gly

gag
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Ala

tgc
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Pro

aac
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tcc
Ser
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ttc
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Arg
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ggc
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gac
Asp

gcc
Ala

atc
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360

tgg 1140
Trp
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Gly
420
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460
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Pro
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agg 60
Arg
20
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Glu
40

atc 180
Ile
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Thr

ctg
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gac
Asp

cag
Gln
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Glu
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ctg
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ggc
Gly

agc
Ser

atc
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agc
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Tyr

ctg
Leu
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ggc
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gtg
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atg
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atc
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atc
Ile

cac
His
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ttc
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ctg
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cag
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ctg
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cag
Gln

gag
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45

cag
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65

ctg
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85

gag
Glu
105

agc
Ser
125

cag
Gln
145

agc
Ser
165

aac
Asn
185

atc
Ile
205

cce
Pro
225

gag
Glu
245

tgg
Trp
265

atc
Ile
285

cgc
Arg
305

aac
Asn
325

gag
Glu
345

gag
Glu
365

aac

cce
Pro

tac
Tyr

gag
Glu

agc
Ser

gcc
Ala

cce
Pro

acc
Thr

aac
Asn

ggc
Gly

cag
Gln

atc
Ile

agg
Arg

gcc
Ala

gcc
Ala

atg
Met

gce
Ala

cag

agc
Ser

tgc
Cys

gag
Glu

cag
Gln

atc
Ile

gag
Glu

atg
Met

gag
Glu

cag
Gln

atc
Ile

atc
Ile

cag
Gln

gag
Glu

aac
Asn

atg
Met

atg
Met

agg

ctg
Leu

gtg
val

cag
Gln

gtg
Val

agc
Ser

gtg
Val

ctg
Leu

gag
Glu

atg
Met

ggc
Gly

ctg
Leu

ggc
Gly

cag
Gln

cce
Pro

acc
Thr

agc
Ser

aag

ES 2392670 T3

cag
Gln

cac
His

aac
Asn

agc
Ser

cce
Pro

atc
Ile

aac
Asn

gcc
Ala

agg
Arg

tgg
Trp

ggc
Gly

ccce
Pro

gcc
Ala

gac
Asp

gcc
Ala

cag
Gln

atg

50

acc
Thr
70

cag
Gln
90

aag
Lys
110

cag
Gln
130

agg
Arg
150

ccce
Pro
170

acc
Thr
190

gcc
Ala
210

gag
Glu
230

atg
Met
250

ctg
Leu
270

aaa
Lys
290

agc
Ser
310

tgc
Cys
330

tgc
Cys
350

gtg
Val
370

gtg

ggc
Gly

agg
Arg

tcc
Ser

aac
Asn

acc
Thr

atg
Met

gtg
val

gag
Glu

ccce
Pro

acc
Thr

aac
Asn

gag
Glu

cag
Gln

aag
Lys

cag
Gln

acc
Thr

aag

54

agc
Ser

atc
Ile

aag
Lys

tac
Tyr

ctg
Leu

ttc
Phe

ggc
Gly

tgg
Trp

cgc
Arg

aac
Asn

aag
Lys

ccce
Pro

gag
Glu

acc
Thr

ggc
Gly

aac
Asn

tgc

gag
Glu

gag
Glu

aag
Lys

ccce
Pro

aac
Asn

agc
Ser

ggc
Gly

gac
Asp

ggc
Gly

aac
Asn

atc
Ile

ttc
Phe

gtg
val

atc
Ile

gtg
val

acc
Thr

ttc

gag
Glu

atc
Ile

aag
Lys

atc
Ile

gcc
Ala

gcc
Ala

cac
His

agg
Arg

agc
Ser

ccc
Pro

gtg
Val

agg
Arg

aag
Lys

ctg
Leu

ggc
Gly

gcc
Ala

aac

55

ctg
Leu
75

aag
Lys
95

gcc
Ala
115

gtg
Val
135

tgg
Trp
155

ctg
Leu
175

cag
Gln
195

gtg
val
215

gac
Asp
235

ccce
Pro
255

agg
Arg
275

gac
Asp
295

aac
Asn
315

aag
Lys
335

ggc
Gly
355

acc
Thr
375

tgc

agg
Arg

gac
Asp

cag
Gln

cag
Gln

gtg
Val

agc
Ser

gcc
Ala

cac
His

atc
Ile

atc
Ile

atg
Met

tac
Tyr

tgg
Trp

gcc
Ala

ccc
Pro

atc
Ile

ggc

agc
Ser

acc
Thr

cag
Gln

aac
Asn

aag
Lys

gag
Glu

gcc
Ala

cce
Pro

gcc
Ala

ccc
Pro

tac
Tyr

gtg
Val

atg
Met

ctg
Leu

ggc
Gly

atg
Met

aag

ctg
Leu

aag
Lys

gcce
Ala

atc
Ile

gtg
Val

gga
Gly

atg
Met

gtg
Val

ggc
Gly

gtg
Val

agc
Ser

gac
Asp

acc
Thr

gga
Gly

cac
His

atg
Met

gag

tac
Tyr

gag
Glu

gcce
Ala

cag
Gln

gtg
Val

gcc
Ala

cag
Gln

cac
His

acc
Thr

ggc
Gly

ccc
Pro

agg
Arg

gag
Glu

ccc
Pro

aag
Lys

cag
Gln

ggc

60

aac
Asn
80

gce
Ala
100

gce
Ala
120

ggc
Gly
140

gag
Glu
160

acc
Thr
180

atg
Met
200

gce
Ala
220

acc
Thr
240

gaa
Glu
260

acc
Thr
280

ttc
Phe
300

acc
Thr
320

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

900

960

gccl020

Ala
340

gcc 1080

Ala
360

aggll4o

Arg
380

cacl200



Gly

acc
Thr

cac
His

caa
Gln

tca
Ser

aac
Asn

cag
Gln

gcc
Ala

tagg
Trp

atc
Ile

gtg
Val

agc
Ser

cag
Gln

aag
Lys

atc
Ile

agg
Arg

aag
Lys

Asn

gce
Ala

cag
Gln

999
Gly

gag
Glu

aac
Asn

atc
Ile

ctg
Leu

aag
Lys

ctg
Leu

aac
Asn

cce
Pro

tgg
Trp

gag
Glu

aag
Lys

acc
Thr

aag
Lys

Phe

agg
Arg

atg
Met

aag
Lys

cag
Gln

tcc
Ser

act
Thr

ctg
Leu

ccc
Pro

atc
Ile

atc
Ile

atc
Ile

ccc
Pro

ggc
Gly

aag
Lys

cag
Gln

agc
Ser

Arg

aac
Asn

aag
Lys

gcc
Ala

acc
Thr

cce
Pro

ctt
Leu

gcc
Ala

aag
Lys

gag
Glu

atc
Ile

gag
Glu

ctg
Leu

aag
Lys

aag
Lys

gac
Asp

gtg
Val

Asn
385

tgc
Cys
405

gac
Asp
425

agg
Arg
445

aga
Arg
465

tca
Ser
485

tgg
Trp
505

acc
Thr
525

atg
Met
545

atc
Ile
565

ggc
Gly
585

acc
Thr
605

acc
Thr
625

atc
Ile
645

gac
Asp
665

ttc
Phe
685

acc
Thr
705

Gln

cgc
Arg

tgc
Cys

gaa
Glu

gcc
Ala

gaa
Glu

caa
Gln

ggc
Gly

atc
Ile

tgc
Cys

agg
Arg

gtg
Val

gag
Glu

agc
Ser

agc
Ser

tgg
Trp

gtg
Val

Arg

gcc
Ala

acc
Thr

ttt
Phe

aac
Asn

gca
Ala

cga
Arg

gcc
Ala

ggc
Gly

ggc
Gly

aac
Asn

ccc
Pro

gag
Glu

aag
Lys

acc
Thr

gag
Glu

ctg
Leu

Lys

cce
Pro

gag
Glu

tct
Ser

agc
Ser

gga
Gly

ccce
Pro

gac
Asp

ggc
Gly

cac
His

ctg
Leu

gtg
Val

aag
Lys

atc
Ile

aag
Lys

gtg
Val

gac
Asp
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Met

agg
Arg

agg
Arg

tca
Ser

ccc
Pro

gcc
Ala

ctc
Leu

gac
Asp

atc
Ile

aag
Lys

ctg
Leu

aag
Lys

atc
Ile

ggc
Gly

tgg
Trp

cag
Gln

gtg
Val

Val
390

aag
Lys
410

cag
Gln
430

gag
Glu
450

acc
Thr
470

gat
Asp
490

gtc
Val
510

acc
Thr
530

ggc
Gly
550

gcc
Ala
570

acc
Thr
590

ctg
Leu
610

aag
Lys
630

ccc
Pro
650

agg
Arg
670

ctg
Leu
690

ggc
Gly
710

Lys

aag
Lys

gct
Ala

cag
Gln

aga
Arg

aga
Arg

aca
Thr

gtg
Val

ggc
Gly

atc
Ile

cag
Gln

aag
Lys

gcc
Ala

gag
Glu

aag
Lys

ggc
Gly

gac
Asp

55

Cys

ggc
Gly

aat
Asn

acc
Thr

aga
Arg

caa
Gln

ata
Ile

ctg
Leu

ttc
Phe

ggc
Gly

atc
Ile

ccc
Pro

ctg
Leu

aac
Asn

ctg
Leu

atc
Ile

gcc
Ala

Phe

tgc
Cys

ttt
Phe

aga
Arg

gag
Glu

gga
Gly

aag
Lys

gag
Glu

atc
Ile

acc
Thr

ggc
Gly

ggc
Gly

gtg
Val

ccc
Pro

gtg
Val

ccc
Pro

tac
Tyr

Asn

tgg
Trp

agg
Arg

gcc
Ala

ctt
Leu

act
Thr

atc
Ile

gag
Glu

aag
Lys

gtg
Val

tgc
Cys

atg
Met

gag
Glu

tac
Tyr

gac
Asp

cac
His

ttc
Phe

Cys
395

aag
Lys
415

gaa
Glu
435

aac
Asn
455

cag
Gln
475

gta
Val
495

ggt
Gly
515

atg
Met
535

gtg
Val
555

ctg
Leu
575

acc
Thr
595

gac
Asp
615

atc
Ile
635

aac
Asn
655

ttc
Phe
675

ccc
Pro
695

agc
Ser
715

Gly

tgc
Cys

gat
Asp

agc
Ser

gtc
Val

tcc
Ser

ggc
Gly

agc
Ser

agg
Arg

gtg
Val

ctg
Leu

ggc
Gly

tgc
Cys

acc
Thr

agg
Arg

gcc
Ala

gtg
Val

Lys

ggc
Gly

ctg
Leu

ccc
Pro

tag
Trp

ttt
Phe

cag
Gln

ctg
Leu

cag
Gln

gga
Gly

aac
Asn

cct
Pro

acc
Thr

ccc
Pro

gag
Glu

ggc
Gly

CcccC
Pro

Glu

aag
Lys

gcc
Ala

acc
Thr

ggt
Gly

aac
Asn

ctg
Leu

ccc
Pro

tac
Tyr

cct
Pro

ttc
Phe

aag
Lys

gag
Glu

gtg
Val

ctg
Leu

ctg
Leu

ctg
Leu

Gly

gag
Glu

ttc
Phe

att
Ile

aga
Arg

ttc
Phe

aag
Lys

ggc
Gly

gac
Asp

aca
Thr

ccce
Pro

gtg
Val

atg
Met

ttc
Phe

aac
Asn

aag
Lys

gac
Asp

His
400

ggc 1260
Gly
420

ctal320
Leu
440

tct 1380
Ser
460

gac 1440
Asp
480

cct1500
Pro
500

gagl560
Glu
520

aggle20
Arg
540

caglé80
Gln
560

cct1740
Pro
580

atcl800
Ile
600

aagl860
Lys
620

gagl920
Glu
640

gccl980
Ala
660

aag2040
Lys
680

aag2100
Lys
700

gag2160
Glu
720



gac
Asp

cac
His

atc
Ile

aag
Lys

gag
Glu

aca
Thr

gag
Glu

cac
His

AAC
Asn

aag
Lys

ctg
Leu

cac
His

ggc
Gly

gcc
Ala

atc
Ile

aag
Lys

gag
Glu

ttc
Phe

ttt
Phe

ctt
Leu

tgg
Trp

cca
Pro

agt
Ser

gag
Glu

ccce
Pro

GAC
Asp

gtg
Val

acc
Thr

ggc
Gly

cag
Gln

cgc
Arg

acc
Thr

gag
Glu

ttc
Phe

agg
Arg

tta
Leu

gat
Asp

tca
Ser

gca
Ala

agc
Ser

gtg
Val

gac
Asp

ATT
Ile

agg
Arg

gag
Glu

gtg
Val

tagg
Trp

atg
Met

acc
Thr

acc
Thr

gtg
Val

aag tat
Lys Tyr
725

aaa gaa
Lys Glu
745

ctg tgg
Leu Trp
765

aaa agt
Lys Ser
785

gca gat
Ala Asp
805

aac aca
Asn Thr
825

ggt ttt
Gly Phe
845

aag tgg
Lys Trp
865

CAG BAG
Gln Lys
885

cag ctg
Gln Leu
905

gag gcc
Glu Ala
925

tac tac
Tyr Tyr
945

acc tac
Thr Tyr
965

cgc ggc
Arg Gly
985

gag agc
Glu Ser
1005

tgg gag
Trp Glu
1025

aac acc
Asn Thr
1045

acc
Thr

aag
Lys

atc
Ile

agt
Ser

999
Gly

gca
Ala

cca
Pro

acc
Thr

CTG
Leu

tgc
Cys

gag
Glu

gac
Asp

cag
Gln

gcc
Ala

atc
Ile

acc
Thr

cct
Pro

cct
Pro

999
Gly

tac
Tyr

gtg
Val

gtg
Val

gct
Ala

gtc
Val

gtg
Val

GTG
Val

aag
Lys

ctg
Leu

ccc
Pro

atc
Ile

cac
His

gtg
Val

tgg
Trp

cce
Pro

tta
Leu

gga
Gly

cac
His

gtt
Val

gga
Gly

aac
Asn

aca
Thr

cag
Gln

GGC
Gly

ctg
Leu

gag
Glu

agc
Ser

tac
Tyr

acc
Thr

atc
Ile
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aga
Arg

ctg
Leu

aca
Thr

gga
Gly

gca
Ala

aat
Asn

cct
Pro

ccc
Pro

AAG
Lys

ctg
Leu

ctg
Leu

aag
Lys

cag
Gln

aac
Asn

tag
Trp

cca
Pro
730

gaa
Glu
750

caa
Gln
770

tgg
Trp
790

gca
Ala
810

gct
Ala
830

caa
Gln
850

atc
Ile
870

CTG
Leu
890

agg
Arg
910

gcc
Ala
930

gac
Asp
950

gag
Glu
970

gac
Asp
990

ggc
Gly
1010

tgg acc gag
Trp Thr Glu

ctg
Leu

gtg
Val

1030

aag
Lys
1050

atg
Met

999
Gly

ggc
Gly

cct
Pro

tct
Ser

gat
Asp

gta
Val

gtg
Val

AAC
Asn

ggc
Gly

gag
Glu

ctg
Leu

ccc
Pro

gtg
Val

aag
Lys

tac
Tyr

ctg
Leu

56

act
Thr

cta
Leu

tac
Tyr

gct
Ala

cga
Arg

tgt
Cys

cCa
Pro

ctg
Leu

TGG
Trp

aca
Thr

aac
Asn

atc
Ile

ttc
Phe

aag
Lys

act
Thr

tagg
Trp

tgg
Trp

tac
Tyr

att
Ile

ttc
Phe

gta
Val

gac
Asp

gce
Ala

ttc
Phe

ccc
Pro

GCC
Ala

aag
Lys

agg
Arg

gcc
Ala

aag
Lys

cag
Gln

cct
Pro

cag
Gln

tat
Tyr

aag gca
Lys Ala
735

cac tcc
His Ser
755

cct gat
Pro Asp
775

agg gaa
Arg Glu
795

cta gaa
Leu Glu
815

tgg cta
Trp Leu
835

ctg tgg
Leu Trp
855

gag aag
Glu Lys
875

AGC CAG
Ser Gln
895

gct ctg
Ala Leu
915

gag atc
Glu Ile
935

gag atc
Glu Ile
955

aac ctg
Asn Leu
975

ctg acc
Leu Thr
995

aag ttc
Lys Phe
1015

gcc acc
Ala Thr
1035

cag ctg
Gln Leu
1055

gct
Ala

caa
Gln

cca
Pro

aga
Arg

aaa
Lys

gaa
Glu

atg
Met

gac
Asp

ATC
Ile

acc
Thr

ctg
Leu

cag
Gln

aag
Lys

gag
Glu

aag
Lys

tgg
Trp

gag
Glu

gta
Val

cga
Arg

agg
Arg

atg
Met

cat
His

gca
Ala

ggc
Gly

agc
Ser

TAC
Tyr

gag
Glu

aag
Lys

aag
Lys

acc
Thr

gcc
Ala

ctg
Leu

att
Ile

aag
Lys

gat
Asp

aga
Arg

atg
Met

aga
Arg

gga
Gly

caa
Gln

tac
Tyr

tgg
Trp

CCcC
Pro

gtg
Val

gag
Glu

cag
Gln

ggc
Gly

gtg
Val

ccc
Pro

ccc
Pro

gag
Glu

ctt agc2220
Leu Ser
740

caa gat 2280
Gln Asp
760

ggt ggc2340
Gly Gly
780

cga gct2400
Arg Ala
800

gca atc2460
Ala Ile
820

gag gag2520
Glu Glu
840

gag ctg2580
Glu Leu
860

acc gtg2640
Thr Val
880

GGC ATC2700
Gly Ile
900

atc ccc2761
Ile Pro
920

ccc gtg2820
Pro Val
940

ggc cag2880
Gly Gln
960

aag tac2940
Lys Tyr
980

cag aag3000
Gln Lys
1000

atc cag3060
Ile Gln
1020

gag tgg3120
Glu Trp
1040

ccc atc3180
Pro Ile
1060



gtg
Val

gcce
Ala

cag
Gln

atc
Ile

agc
Ser

tgg
Trp

ggc
Gly

tac
Tyr

gag
Glu

tac
Tyr

atg
Met

atg
Met

gag
Glu

gag
Glu

<210>
<211>
<212>
<213>

ggc
Gly

ggc
Gly

aag
Lys

gtg
Val

gag
Glu

gtg
Val

atc
Ile

cac
His

atc
Ile

cag
Gln

aca
Thr

gac
Asp

ctg
Leu

cce
Pro

<220>
<221> Secuencia codificante

<223>

gcc
Ala

tac
Tyr

acc
Thr

acc
Thr

ctg
Leu

ccc
Pro

agg
Arg

agc
Ser

gtg
Val

tac
Tyr

aag
Lys

gac
Asp

agg
Arg

cca
Pro

17

1497
ADN
Secuencia artificial derivada del aislado CN54 del VIH-1

gag acc
Glu Thr
1065

gtg acc
Val Thr
1085

gag ctg
Glu Leu
1105

gac agc
Asp Ser
1125

gtg aac
Val Asn
1145

gcc cac
Ala His
1165

aag atc
Lys Ile
1185

aac tgg
Asn Trp
1205

gcc agc
Ala Ser
1225

aac gtg
Asn Val
1245

atc ctg
Ile Leu
1265

ctg tac
Leu Tyr
1285

cag cac
Gln His
1305

ttc ctg
Phe Leu
1325

gpl20-C

ttc
Phe

aac
Asn

cag
Gln

cag
Gln

cag
Gln

aag
Lys

ctg
Leu

agg
Arg

gcc
Ala

ctg
Leu

gag
Glu

gtg
Val

ctg
Leu

tgg
Trp

tac
Tyr

aag
Lys

gct
Ala

tac
Tyr

atc
Ile

ggc
Gly

ttc
Phe

gct
Ala

ttc
Phe

ccc
Pro

ccc
Pro

ggc
Gly

ctg
Leu

taa
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gtg gac ggc
Val Asp Gly
1070

ggc cgc cag
Gly Arg Gln
1090

atc
Ile

tac ctg
Tyr Leu
1110

ctg ggc
Leu Gly
1130

gcc
Ala

atc
Ile

gag cag
Glu Gln
1150

atc
Ile

ggc ggc
Gly Gly
1170

ctg
Leu

gac ggc
Asp Gly
1190

atg
Met

gct agc
Ala Ser
1210

atc ccc
Ile Pro
1230

acc
Thr

cag
Gln

ggc tgg
Gly Trp
1250

ttc
Phe

aag aag
Lys Lys
1270

gac ctg
Asp Leu
1290

agc
Ser

tgg ggc
Trp Gly
1310

agg
Arg

gcc
Ala

aag
Lys

gcc
Ala

atc
Ile

ctg
Leu

aac
Asn

atc
Ile

gac
Asp

agc
Ser

aag
Lys

cag
Gln

gag
Glu

ctg
Leu

57

gcc
Ala

gtg
Val

ctg
Leu

atc
Ile

atc
Ile

gag
Glu

gac
Asp

ttc
Phe

atc
Ile

ggc
Gly

aac
Asn

atc
Ile

acc
Thr

aac
Asn

gtg
Val

cag
Gln

cag
Gln

aag
Lys

cag
Gln

aag
Lys

aac
Asn

aac
Asn

agc
Ser

ccc
Pro

ggc
Gly

acc
Thr

agg gag
Arg Glu
1075

cce ctg
Pro Leu
1095

gac tca
Asp Ser
1115

gcc cag
Ala Gln
1135

aag gag
Lys Glu
1155

gtg gac
Val Asp
1175

gcc cag
Ala Gln
1195

ctg cct
Leu Pro
1215

aac gag
Asn Glu
1235

ccc gcc
Pro Ala
1255

gac atc
Asp Ile
1275

cag cac
Gln His
1295

cce gac
Pro Asp
1315

acc
Thr

acc
Thr

ggc
Gly

ccc
Pro

aag
Lys

aag
Lys

gac
Asp

ccc
Pro

acc
Thr

atc
Ile

gtg
Val

agg
Arg

aag
Lys

aag
Lys

aac
Asn

ctg
Leu

gac
Asp

gtg
Val

ctg
Leu

gag
Glu

gtg
Val

ccc
Pro

ttc
Phe

atc
Ile

acc
Thr

aag
Lys

ctg
Leu

acc
Thr

gag
Glu

aag
Lys

tac
Tyr

gtg
Val

cac
His

gtg
Val

ggc
Gly

cag
Gln

tat
Tyr

aag
Lys

cac
His

ggc aag3240
Gly Lys
1080

acc aac3300
Thr Asn
1100

gtg aac3360
Val Asn
1120

agc gag3420
Ser Glu
1140

ctg gcc3480
Leu Ala
1160

agc gcc3540
Ser Ala
1180

gag aég3600
Glu Lys
1200

gct aag3660
Ala Lys
1220

atc cgc3720
Ile Arg
1240

agc agc3780
Ser Ser
1260

cag tac3840
Gln Tyr
1280

atc gag3900
Ile Glu
1300

cag aag3960
Gln Lys
1320

3981



<400> 17

atg gac agg
Met Asp Arg

gtg
val

acc
Thr

acc
Thr

gag
Glu

ctg
Leu

tgc
Cys

aag
Lys

gtg
Val

aac
Asn

ccc
Pro

ctg
Leu

cag
Gln

gcc
Ala

gtg
vVal

agc
Ser

ggc
Gly

ctg
Leu

cac
His

aac
Asn

tgg
Trp

agg
Arg

gag
Glu

tac
Tyr

agc
Ser

aag
Lys

aag
Lys

tgc
Cys

gag
Glu

cac
His

atc
Ile

aac
Asn

ttc
Phe

gcc
Ala

ttc
Phe

gac
Asp

aac
Asn

atg
Met

gcc
Ala

agc
Ser

gtg
val

tgc
Cys

acc
Thr

ggc
Gly

ctg
Leu

agg
Arg

gce
Ala

ctg
Leu

tgc
Cys

tgc
Cys

aac
Asn

cag
Gln

gtg
vVal

aag
Lys

ctg
Leu

gag
Glu

acc
Thr

aac
Asn

cac
His

gag
Glu

aac
Asn

atc
Ile

aag
Lys

tgg
Trp
25

gcc
Ala
45

gtg
Val
65

atg
Met
85

agc
Ser
105

agc
Ser
125

aac
Asn
145

ttc
Phe
165

tac
Tyr
185

tte
Phe
205

gac
Asp
225

ggc
Gly
245

atc
Ile
265

cag
Gln
285

ggc
Gly
305

ctg
Leu

gtg
Val

agc
Ser

ccc
Pro

tgg
Trp

ctg
Leu

agc
Ser

tgc
Cys

tac
Tyr

tac
Tyr

gac
Asp

aag
Lys

atc
Ile

atc
Ile

agc
Ser

cce
Pro

ctg
Leu

acc
Thr

gac
Asp

gcc
Ala

aag
Lys

aag
Lys

aac
Asn

agc
Ser

agg
Arg

agg
Arg

cce
Pro

atc
Ile

aag
Lys

atc
Ile

gtg
Val

ggc
Gly

ctg
Leu

gtg
Val

gcc
Ala

gac
Asp

aac
Asn

ccce
Pro

agc
Ser

ttc
Phe

ctg
Leu

ctg
Leu

atc
Ile

ttc
Phe

cce
Pro

agg
Arg

gag
Glu

cag
Gln
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ctg
Leu

tac
Tyr

aag
Lys

ccc
Pro

gag
Glu

tgc
Cys

aac
Asn

aac
Asn

gac
Asp

atc
Ile

cce
Pro

aac
Asn

gtg
Val

agc
Ser

atc
Ile

acc
Thr

ctg
Leu
10

tac
Tyr
30

gcc
Ala
50

aac
Asn
70

atg
Met
90

gtg
Val
110

gac
Asp
130

gcc
Ala
150

atc
Ile
170

aac
Asn
190

atc
Ile
210

ggc
Gly
230

gtg
Val
250

gag
Glu
270

gtg
Val
290

ttc
Phe
310

ctg
Leu

ggc
Gly

tac
Tyr

ccc
Pro

gtg
Val

aag
Lys

acc
Thr

acc
Thr

gtg
Val

tgc
Cys

cac
His

acc
Thr

agc
Ser

aac
Asn

tgc
Cys

tac
Tyr

58

ctg
Leu

gtg
Val

gac
Asp

cag
Gln

aac
Asn

ctg
Leu

tac
Tyr

acc
Thr

ccc
Pro

aac
Asn

tac
Tyr

ggc
Gly

acc
Thr

ctg
Leu

acc
Thr

gcc
Ala

ctg
Leu

ccc
Pro

acc
Thr

gag
Glu

cag
Gln

acc
Thr

cac
His

gtg
val

ctg
Leu

acc
Thr

tgc
Cys

ccc
Pro

cag
Gln

acc
Thr

agg
Arg

acc
Thr

ctg
Leu

gtg
vVal

gag
Glu

atg
Met

atg
Met

ccce
Pro

gag
Glu

gtg
vVal

acc
Thr

agc
Ser

acc
Thr

tgc
Cys

ctg
Leu

aac
Asn

ccc
Pro

ggc
Gly

ctg
Leu
15

tgg
Trp
35

gtg
Val
55

gtg
Val
75

cag
Gln
95

ctg
Leu
115

acc
Thr
135

agg
Arg
155

aag
Lys
175

gcc
Ala
195

cce
Pro
215

cac
His
235

ctg
Leu
255

aac
Asn
275

ggce
Gly
295

gac
Asp
315

cce
Pro

aag
Lys

cac
His

ctg
Leu

gag
Glu

tgc
Cys

tac
Tyr

gac
Asp

aag
Lys

atc
Ile

gcc
Ala

aac
Asn

ctg
Leu

gtg
Val

aac
Asn

atc
Ile

cag
Gln

ggc
Gly

aac
Asn

gag
Glu

gac
Asp

gtg
Val

cac
His

agg
Arg

aac
Asn

acc
Thr

ggc
Gly

gtg
Val

aac
Asn

aaa
Lys

aac
Asn

atc
Ile

gcc
Ala

gcc
Ala

gtg
Val

aac
Asn

gtc
Val

acc
Thr

gag
Glu

aag
Lys

tac
Tyr

cag
Gln

tac
Tyr

agc
Ser

ggc
Gly

acc
Thr

acc
Thr

ggc
Gly

cag
Gln

acc
Thr

tgg
Trp

gtg
vVal

atc
Ile

ctg
Leu

agc
Ser

cag
Gln

agc
Ser

gcc
Ala

gcc
Ala

acc
Thr

agc
Ser

atc
Ile

agg
Arg

gac
Asp

gcc 60
Ala
20

accl20
Thr
40

gccl180
Ala
60

acc240
Thr
80

agc 300
Ser
100

gag360
Glu
120

atg420
Met
140

acc480
Thr
160

gag540
Glu
180

tgc 600
Cys
200

atc660
Ile
220

gtg 720
vVal
240

ctg 780
Leu
260

atc840
Ile
280

aag 900
Lys
300

atc 960
Ile
320



agg
Arg

aag
Lys

gac
Asp

agc
Ser

atc
Ile

atg
Met

ctg
Leu

gac
Asp

ctg
Leu

<210>
<211>
<212>
<213>

cag
Gln

aag
Lys

ctg
Leu

ggc
Gly

acc
Thr

tac
Tyxr

gtg
Val

atg
Met

ggc
Gly

<220>
<221> Secuencia codificante
<223> gagpolnef-C

<400>

gcc
Ala

ctt
Leu

gag
Glu

ctg
Leu

atc
Ile

gcc
Ala

agg
Arg

agg
Arg

gtg
Val

18

4254
ADN
Secuencia artificial derivada

18

atg gcc gcc
Met Ala Ala

ctg
Leu

ctg
Leu

atg
Met

acc
Thr

agyg
Arg

gag
Glu

aag
Lys

gtg
Val

ccc
Pro

agg
Arg

cag
Gln

gcc
Ala

cac
His

gcc
Ala

gtg
Val

ttc
Phe

ccc
Pro

cct
Pro

gac
Asp

aac
Asn

gcc
Ala

agg
Arg

ggc
Gly

ttc
Phe

ctg
Leu

acc
Thrx

tgc
Cys
325

gag
Glu
345

acc
Thr
365

aac
Asn
385

tgc
Cys
405

cce
Pro
425

ggc
Gly
445

aac
Asn
465

ccc
Pro
485

gcc
Ala

ggc
Gly
25

gcc
Ala
45

cag
Gln
65

cce
Pro

aac
Asn

cac
His

acc
Thr

ggc
Gly

agg
Arg

atc
Ile

ggc
Gly

tgg
Trp

acc
Thr

agc
Ser

aag
Lys

ctg
Leu

agc
Ser

tac
Tyr

atc
Ile

ttc
Phe

cac
His

gcc
Ala

atc
Ile

aag
Lys

acc
Thr

agg
Arg

acc
Thr

atc
Ile

aag
Lys

aac
Asn

gcc
Ala

tgc
Cys

agc
Ser

cag
Gln

agc
Ser

tac
Tyr

aag
Lys

ggc
Gly

gag
Glu

agc
Ser

acc
Thr

ctg
Leu

cac
His

ccc
Pro

ctg
Leu

gtg
Val
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gag
Glu

aac
Asn

ttc
Phe

acc
Thr

cag
Gln

aac
Asn

ccc
Pro

gag
Glu

aag
Lys

agg
Arg

tac
Tyr

ggc
Gly

cag
Gln

cac
His

gac
Asp
330

aag
Lys
350

aac
Asn
370

ccc
Pro
390

atc
Ile
410

atc
Ile
430

aac
Asn
450

ctg
Leu
470

agg
Arg
490

ggc
Gly
10

atg
Met
30

ctg
Leu
50

acc
Thr
70

acc
Thr

aag
Lys

acc
Thr

tgc
Cys

aac
Asn

atc
Ile

acc
Thr

gac
Asp

tac
Tyxr

agg
Arg

del

ggc
Gly

ctg
Leu

ctg
Leu

ggc
Gly

gag
Glu

59

tgg
Trp

atc
Ile

agg
Arg

ggc
Gly

aac
Asn

tgc
Cys

acc
Thr

aag
Lys

gtg
Val

aac
Asn

aag
Lys

ggc
Gly

acc
Thr

atg
Met

aag
Lys

gag
Glu

tac
Tyx

gtg
Val

gag
Glu

ttc
Phe

gag
Glu

aag
Lys

tgg
Trp

agc
Ser

acc
Thr

aag
Lys

gag
Glu

acc
Thr
335

gcc
Ala
355

ttc
Phe
375

agc
Ser
395

cag
Gln
415

aacC
Asn
435

ttc
Phe
455

gtg
Val
475

agg
Arg
495

ctg
Leu

agc
Ser

ttc
Phe

aac
Asn

gag
Glu

atc
Ile

agg
Arg

gtg
Val

gag
Glu

cag
Gln

agc
Ser

tac
Tyr

agc
Ser

gtg
Val

acc
Thr

ccc
Pro

gag
Glu

aag
Lys

agg
Arg

agc
Ser

tgc
Cys

agc
Ser

ggc
Gly

ggc
Gly

ggc
Gly

atc
Ile

agg
Arg

aislado CN54 del VIH-1

aag
Lys

aag
Lys

gag
Glu

acc
Thr

atc
Ile

ctg
Leu

cac
His

acc
Thr

gag
Glu

gac
Asp

gac
Asp

ctg
Leu

agc
Ser

gag
Glu

gtg
Val

aag
Lys
15

gtg
Val
35

gag
Glu
55

ctg
Leu
75

agg
Arg

tgg
Trp

tgg
Trp

ggc
Gly

agg
Arg

gac
Asp

gag
Glu

gcc
Ala

tgc
Cys

agc
Ser

acc
Thr

aag
Lys

agc
Ser

aag
Lys

ctg
Leu

agg
Arg

gtg
Val

ggc
Gly

aac
Asn

agc
Ser

agg
Arg

ctg
Leu

ggc
Gly

aag
Lys

tga
*

atc
Ile

agg
Arg

cag
Gln

ttc
Phe

gag
Glu

agcl020
Ser
340

ggcl080
Gly
360

accll40
Thr
380

atcl200
Ile
400

gccl260
Ala
420

ctgl320
Leu
440

ggcl380
Gly
460

ccclddo
Pro
480

1497

agg 60
Arg
20

gag 120
Glu
40

atc 180
Ile
60

aac 240
Asn
80

gcc 300
Ala



ctg
Leu

gcc
Ala

cac
His

ttc
Phe

ctg
Leu

acc
Thr

gcc
Ala

cag
Gln

agg
Arg

gac
Asp

ctyg
Leu

cag
Gln

gag
Glu

gcc
Ala

agc
Ser

agg
Arg

tgc

gac
Asp

gac
Asp

cag
Gln

agc
Ser

aac
Asn

atc
Ile

cce
Pro

gag
Glu

tgg
Trp

atc
Ile

agyg
Arg

aac
Asn

gag
Glu

gag
Glu

aag
Lys

gcc
Ala

acc

aag
Lys

ggc
Gly

cce
Pro

cce
Pro

acc
Thr

aac
Asn

ggc
Gly

cag
Gln

atc
Ile

aag
Lys

gcc
Ala

gcc
Ala

atg
Met

gcc
Ala

agg
Arg

CCC
Pro

gag

atc
Ile

aag
Lys

atc
Ile

gag
Glu

atg
Met

gag
Glu

cag
Gln

atc
Ile

atc
Ile

cag
Gln

gag
Glu

aac
Asn

atg
Met

atg
Met

atc
Ile

agg
Arg

agy

85

gag
Glu
105

gtg
Val
125

agc
Ser
145

gtg
val
165

ctg
Leu
185

gag
Glu
205

atg
Met
225

gcc
Ala
245

ctg
Leu
265

ggc
Gly
285

cag
Gln
305

cce
Pro
325

acc
Thr
345

agc
Ser
365

gtg
Val
385

aag
Lys
405

cag

gag
Glu

agc
Ser

ccc
Pro

atc
Ile

aac
Asn

gcc
Ala

agg
Arg

tgg
Trp

ggt
Gly

CCcC
Pro

gcc
Ala

gac
Asp

gcc
Ala

cag
Gln

aag
Lys

aag
Lys

gcc

gag
Glu

cag
Gln

agg
Arg

ccc
Pro

acc
Thr

gcc
Ala

gag
Glu

atg
Met

tta
Leu

aag
Lys

acc
Thr

tgc
Cys

tgc
Cys

acc
Thr

tgc
Cys

ggc
Gly

aac

cag
Gln

aac
Asn

acc
Thr

atg
Met

gtg
Val

gag
Glu

ccce
Pro

acc
Thr

aac
Asn

gag
Glu

cag
Gln

aag
Lys

cag
Gln

aac
Asn

ttc
Phe

tgc
Cys

ttc
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aac
Asn

tac
Tyr

ctg
Leu

ttc
Phe

ggc
Gly

tgg
Trp

agg
Arg

agc
Ser

aag
Lys

cce
Pro

ggc
Gly

acc
Thr

ggc
Gly

agc
Ser

aac
Asn

tgg
Trp

ctg

90

aag
Lys
110

cce
Pro
130

aat
Asn
150

agc
Ser
170

ggc
Gly
190

gac
Asp
210

ggc
Gly
230

aac
Asn
250

atc
Ile
270

ttc
Phe
290

gtg
Val
310

atc
Ile
330

gtg
Val
350

gcc
Ala
370

tgc
Cys
390

aag
Lys
410

ggc

atc
Ile

atc
Ile

gca
Ala

gcc
Ala

cac
His

agg
Arg

agc
Ser

cca
Pro

gtg
val

agg
Arg

aag
Lys

ctg
Leu

ggc
Gly

atc
Ile

ggc
Gly

tgc
Cys

aag

60

cag
Gln

gtg
Val

tgg
Trp

ctg
Leu

cag
Gln

ctg
Leu

gac
Asp

ccc
Pro

agg
Arg

gac
Asp

aac
Asn

agg
Arg

ggc
Gly

ctg
Leu

aag
Lys

ggc
Gly

atc

cag
Gln

cag
Gln

gtg
Val

agc
Ser

gcc
Ala

cac
His

atc
Ile

gtg
Val

atg
Met

tac
Tyr

tgg
Trp

gcc
Ala

ccc
Pro

atg
Met

gag
Glu

aag
Lys

tgg

aag
Lys

aac
Asn

aag
Lys

gag
Glu

gcc
Ala

ccc
Pro

gcc
Ala

ccc
Pro

tac
Tyr

gtg
Val

atg
Met

ctg
Leu

agc
Ser

cag
Gln

ggc
Gly

gag
Glu

CccCcC

95

acc
Thr
115

ctg
Leu
135

gtg
Val
155

ggc
Gly
175

atg
Met
195

gtg
Val
215

ggc
Gly
235

gtg
val
255

agc
Ser
275

gac
Asp
295

acc
Thr
315

ggc
Gly
335

cac
His
355

agg
Arg
375

cac
His
395
ggc

Gly
415

agc

cag
Gln

cag
Gln

gtg
Val

gcc
Ala

cag
Gln

cac
His

acc
Thr

ggc
Gly

CCC
Pro

agg
Arg

gac
Asp

ccc
Pro

aag
Lys

agc
Ser

atc
Ile

cac
His

cac

cag
Gln

ggc
Gly

gag
Glu

acc
Thr

atc
Ile

gcc
Ala

acc
Thr

gac
Asp

acc
Thr

ttc
Phe

acc
Thr

ggc
Gly

gcc
Ala

aac
Asn

gcc
Ala

cag
Gln

aag

gcc
Ala

cag
Gln

gag
Glu

cct
Pro

ctg
Leu

ggc
Gly

agc
Ser

atc
Ile

agc
Ser

ttc
Phe

ctg
Leu

gcc
Ala

aag
Lys

ttc
Phe

agg
Arg

atg
Met

ggc

aag
Lys

atg
Met

aag
Lys

cag
Gln

aag
Lys

cce
Pro

aac
Asn

tac
Tyr

atc
Ile

aag
Lys

ctyg
Leu

agc
Ser

gtg
vVal

aag
Lys

aac
Asn

aag
Lys

ggc

100

gag
Glu
120

gtg
Val
140

gcc
Ala
160

gac
Asp
180

gac
Asp
200

atc
Ile
220

360

420

480

540

600

660

ctg720

Leu
240

aag780

Lys
260

ctg840

Leu
280

acc900

Thr
300

gtg 960

val
320

atcl020

Ile
340

ctgl080

Leu
360

ggcll40

Gly
380

tgcl200

Cys
400

gacl260

Asp
420

cccl320



Cys

gge
Gly

gag
Glu

ctg
Leu

aac
Asn

agc
Ser

ggc
Gly

ccc
Pro

ggce
Gly

ggc
Gly

cac
His

ctg
Leu

gtg
Val

aag
Lys

atc
Ile

aag
Lys

gtg
Val

Thr

aac
Asn

gag
Glu

acc
Thr

ctg
Leu

ccce
Pro

gcc
Ala

ctg
Leu

gac
Asp

atc
Ile

aag
Lys

ctg
Leu

aag
Lys

atc
Ile

ggc
Gly

tgg
Trp

cag
Gln

Glu

ttc
Phe

gag
Glu

agc
Ser

gcc
Ala

acc
Thr

aac
Asn

gtg
val

acc
Thr

ggc
Gly

gcc
Ala

acc
Thr

ctg
Leu

aag
Lys

cce
Pro

agg
Arg

ctg
Leu

Arg

ctg
Leu

acc
Thr

ctg
Leu

ctg
Leu

agg
Arg

agg
Arg

acc
Thr

gtg
Val

ggc
Gly

atc
Ile

cag
Gln

aag
Lys

gcc
Ala

gag
Glu

aag
Lys

ggc
Gly

Gln
425

cag
Gln
445

acc
Thr
465

aag
Lys
485

ccc
Pro
505

ggc
Gly
525

cag
Gln
545

atc
Ile
565

ctg
Leu
585

ttc
Phe
605

ggc
Gly
625

ctg
Leu
645

cce
Pro
665

ctg
Leu
685

aac
Asn
705

ctg
Leu
725

atc
Ile
745

Ala

aac
Asn

acc
Thr

agc
Ser

cag
Gln

gag
Glu

ggc
Gly

aag
Lys

gag
Glu

atc
Ile

acc
Thr

ggc
Gly

ggc
Gly

acc
Thr

ccc
Pro

gtg
Val

ccc
Pro

Asn

agg
Arg

cce
Pro

ctg
Leu

ggc
Gly

ctg
Leu

acc
Thr

atc
Ile

gac
Asp

aag
Lys

gtg
Val

tgc
Cys

atg
Met

gcc
Ala

tac
Tyr

gac
Asp

cac
His

Phe

cce
Pro

agc
Ser

ttc
Phe

agg
Arg

cag
Gln

atc
Ile

ggc
Gly

ctg
Leu

gtg
Val

ctg
Leu

acc
Thr

gac
Asp

atc
Ile

aac
Asn

ttc
Phe

cce
Pro
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Leu

gag
Glu

cag
Gln

ggc
Gly

gcc
Ala

gtg
Val

agc
Ser

ggc
Gly

aac
Asn

agg
Arg

gtg
Val

ctg
Leu

ggc
Gly

tgc
Cys

acc
Thr

agg
Arg

gcc
Ala

Gly
430

cce
Pro
450

aag
Lys
470

aac
Asn
490

agg
Arg
510

tgg
Trp
530

ttc
Phe
550

cag
Gln
570

ctg
Leu
590

cag
Gln
610

ggc
Gly
630

aac
Asn
650

cce
Pro
670

gac
Asp
690

ccc
Pro
710

gag
Glu
730

ggc
Gly
750

Lys

acc
Thr

cag
Gln

gac
Asp

gag
Glu

ggc
Gly

aac
Asn

ctg
Leu

cce
Pro

tac
Tyr

cce
Pro

ttc
Phe

aag
Lys

gag
Glu

atc
Ile

ctg
Leu

ctg
Leu

61

Ile

gcc
Ala

gag
Glu

cce
Pro

ttc
Phe

agg
Arg

ttc
Phe

aag
Lys

ggc
Gly

gag
Glu

acc
Thr

ccec
Pro

gtg
Val

atg
Met

ttc
Phe

aac
Asn

aag
Lys

Trp

ccc
Pro

cce
Pro

agc
Ser

agc
Ser

gac
Asp

cce
Pro

gag
Glu

aag
Lys

cag
Gln

ccc
Pro

atc
Ile

aag
Lys

gag
Glu

gcc
Ala

aag
Lys

aag
Lys

Pro

ccc
Pro

atc
Ile

agc
Ser

agc
Ser

aac
Asn

cag
Gln

gce
Ala

tag
Trp

atc
Ile

gtg
Val

agc
Ser

cag
Gln

aag
Lys

atc
Ile

agg
Arg

aag
Lys

Ser
435

gag
Glu
455

gac
Asp
475

cag
Gln
495

gag
Glu
515

aac
Asn
535

atc
Ile
555

ctg
Leu
575

aag
Lys
585

ccc
Pro
615

aac
Asn
635

cce
Pro
655

tgg
Trp
675

gag
Glu
695

aag
Lys
715

acc
Thr
735

aag
Lys
755

His

gag
Glu

aag
Lys

gaa
Glu

cag
Gln

agce
Ser

acc
Thr

ctg
Leu

ccc
Pro

atc
Ile

atc
Ile

atc
Ile

cce
Pro

ggce
Gly

aag
Lys

cag
Gln

agc
Ser

Lys

agc
Ser

gag
Glu

ttc
Phe

acc
Thr

atc
Ile

ctg
Leu

aac
Asn

aag
Lys

gag
Glu

atc
Ile

gag
Glu

ctg
Leu

aag
Lys

aag
Lys

gac
Asp

gtg
Val

Gly

ttc
Phe

ctg
Leu

ttc
Phe

agg
Arg

agce
Ser

tgg
Trp

acc
Thr

atg
Met

atc
Ile

ggc
Gly

acc
Thr

acc
Thr

atc
Ile

gac
Asp

ttc
Phe

acc
Thr

Gly

agg
Arg

tac
Tyr

agg
Arg

gcc
Ala

gag
Glu

cag
Gln

ggce
Gly

atc
Ile

tgc
Cys

agg
Arg

gtg
Val

gag
Glu

acc
Thr

agc
Ser

tgg
Trp

gtg
Val

Pro
440

ttcl380
Phe
460

ccclddo
Pro
480

gagl500
Glu
500

aacl560
Asn
520

gccle20
Ala
540

aggles8o
Arg
560

gccl740
Ala
580

ggcl800
Gly
600

ggcl860
Gly
620

aacl920
Asn
640

cccl980
Pro
660

gag2040
Glu
680

aag2100
Lys
700

accz2160
Thr
720

gag2220
Glu
740

ctg2280
Leu
760



gac
Asp

ttc
Phe

ccc
Pro

atc
Ile

ttc
Phe

tgg
Trp

gac
Asp

ctg
Leu

gag
Glu

gcc
Ala

agg
Arg

tgc
Cys

ccc
Pro

ggc
Gly

aag
Lys

acc
Thr

ctg
Leu

gtg
Val

acc
Thr

cag
Gln

tac
Tyr

cce
Pro

tgc
Cys

aac
Asn

aag
Lys

ttc
Phe

atc
Ile

gac
Asp

gcc
Ala

ctg
Leu

ggc
Gly

cac
His

gtg
Val

gtg
Val

ggc
Gly

atc
Ile

ggc
Gly

agc
Ser

gac
Asp

ttc
Phe

tgc
Cys

tgg
Trp

tac
Tyr

agg
Arg

ctg
Leu

tgg
Trp

agg
Arg

ctg
Leu

cag
Gln

cag
Gln

ggc
Gly

gac gcc
Asp Ala
765

ccc agc
Pro Ser
785

tgg aag
Trp Lys
805

aag aag
Lys Lys
825

tgg cac
Trp His
845

aag ctg
Lys Leu
865

ctg ctg
Leu Leu
885

aag ttc
Lys Phe
905

aag gac
Lys Asp
925

gag agg
Glu Arg
945

gag aag
Glu Lys
965

ctg gag
Leu Glu
985

ccc atg
Pro Met
1005

gag ggc
Glu Gly
1025

aag gag
Lys Glu
1045

ccc acc
Pro Thr
1065

aag ctg
Lys Leu
1085

tac
Tyr

agg
Arg

ggc
Gly

agg
Arg

aac
Asn

gtg
Val

cac
His

gac
Asp

tgc
Cys

atg
Met

cac
His

gcc
Ala

acc
Thr

ctg
Leu

ccc
Pro

cag
Gln

aac
Asn

ttc
Phe

aac
Asn

agc
Ser

cag
Gln

tac
Tyr

ccc
Pro

ccc
Pro

agc
Ser

atg
Met

agg
Arg

ggc
Gly

cag
Gln

tac
Tyr

agg
Arg

ccc
Pro

ctg
Leu

tgg
Trp

agc
Ser

aac
Asn

ctc
Leu

gag
Glu

acc
Thr

gtg
Val

gtg
Val

cag
Gln

ggc
Gly

agg
Arg

gcc
Ala

gag
Glu

aag
Lys

cag
Gln

ttc
Phe

ccc
Pro

gcc
Ala

ES 2392670 T3

atc ccc
Ile Pro
770

gag acc
Glu Thr
790

gcc atc
Ala Tle
810

atc ctg
Ile Leu
830

ccc ggce
Pro Gly
850

gac ccc
Asp Pro
870

tgc cag
Cys Gln
890

ctg gcc
Leu Ala
910

ggc aag
Gly Lys
930

acc gag
Thr Glu
950

atc acc
Ile Thr
970

gag ggc
Glu Gly
990

ggc gcc
Gly Ala
1010

cac ctg
His Leu
1030

ctg tgg
Leu Trp
1050

gag aag
Glu Lys
1070

agc cag
Ser Gln
1090

ctg
Leu

ccc
Pro

ttc
Phe

gac
Asp

ccc
Pro

agg
Arg

cac
His

cac
His

tgg
Trp

ccc
Pro

agc
Ser

gag
Glu

gtg
Val

ctg
Leu

atg
Met

gat
Asp

atc
Ile

62

tac
Tyr

ggc
Gly

cag
Gln

ctg
Leu

ggc
Gly

gag
Glu

ggc
Gly

agg
Arg

agc
Ser

gcc
Ala

agc
Ser

gtg
Val

gac
Asp

agg
Arg

ggc
Gly

agc
Ser

tac
Tyr

gag
Glu

atc
Ile

agc
Ser

tgg
Trp

gtg
Val

gtg
Val

atg
Met

cac
His

aag
Lys

gcc
Ala

aac
Asn

ggc
Gly

ctg
Leu

tgg
Trp

tac
Tyr

tgg
Trp

ccc
Pro

gac ttc
Asp Phe
775

agc tac
Ser Tyr
795

agc atg
Ser Met
815

gtg tac
Val Tyr
835

agg ttc
Arg Phe
855

gag gag
Glu Glu
875

gag gac
Glu Asp
895

agg gce
Arg Ala
915

agc agc
Ser Ser
935

gac ggc
Asp Gly
955

acc gcc
Thr Ala
975

ttc ccc
Phe Pro
995

agc ttc
Ser Phe
1015

ggc ttc
Gly Phe
1035

gag ctg
Glu Leu
1055

acc gtg
Thr Val
1075

ggc atc
Gly Ile
1095

agg
Arg

cag
Gln

acc
Thr

cac
His

ccc
Pro

gcc
Ala

gac
Asp

agg
Arg

atc
Ile

gtg
Val

gcc
Ala

gtg
Val

ttc
Phe

acc
Thr

cac
His

aac
Asn

aag
Lys

aag
Lys

tac
Tyr

atc
Ile

acc
Thr

ctg
Leu

aac
Asn

cac
His

gag
Glu

gtg
Val

ggc
Gly

acc
Thr

agg
Arg

ctg
Leu

acc
Thr

ccc
Pro

gac
Asp

gtg
Val

tac
Tyr

aac
Asn

gag
Glu

cag
Gln

acc
Thr

gag
Glu

agg
Arg

ctg
Leu

ggc
Gly

gcc
Ala

aac
Asn

ccc
Pro

aag
Lys

ccc
Pro

gac
Asp

atc
Ile

agg
Arg

acc gcc2340
Thr Ala
780

gtg ctg2400
Val Leu
800

gag ctg2460
Glu Leu
820

ggc tac2520
Gly Tyr
840

ttc ggc2580
Phe Gly
860

ggc gag2640
Gly Glu
880

gag gtg2700
Glu Val
900

cac ccc2760
His Pro
920

tgg ccc2820
Trp Pro
940

gtg agc2880
Val Ser
960

gag gacz2940
Glu Asp
980

cag gtg3000
Gln Val
1000

gag aag3060
Glu Lys
1020

gac aag3120
Asp Lys
1040

aag tgg3180
Lys Trp
1060

cag aag3240
Gln Lys
1080

cag ctg3300
Gln Leu
1100



tgc
Cys

gag
Glu

gac
Asp

cag
Gln

gcc
Ala

atc
Ile

acc
Thr

cct
Pro

ttc
Phe

gac
Asp

cag
Gln

cag
Gln

cag
Gln

aag
Lys

ctg
Leu

gac
Asp

aag
Lys

ctg
Leu

ccc
Pro

atc
Ile

cac
His

gtg
Val

tgg
Trp

cce
Pro

tac
Tyr

agg
Arg

gcc
Ala

tac
Tyr

atc
Ile

ggc
Gly

aag
Lys

gac
Asp

ctg ctg agg
Leu Leu Arg
1105

gag ctg gcc
Glu Leu Ala
1125

agc aag gac
Ser Lys Asp
1145

tac
Tyr

cag gag
Gln Glu
1165

acc
Thr

aac gac
Asn Asp
1185

atc
Ile

tgg ggc
Trp Gly
1205

tgg
Trp

acc gac
Thr Asp
1225

ctg
Leu

gtg aag
Val Lys
1245

gtg
Val

gac ggc
Asp Gly
1265

ggc
Gly

agg aag
Arg Lys
1285

atc
Ile

tgc atc
Cys Ile
1305

gcc
Ala

ctg ggc
Leu Gly

1325

atc
Ile

gag cag
Glu Gln
1345

atc
Ile

ggc ggc
Gly Gly
1365

acc
Thr

ctg gag
Leu Glu
1385

ctg
Leu

tac gtg
Tyr Val
1405

ggc
Gly

gag
Glu

ctg
Leu

ccc
Pro

gtg
Val

aag
Lys

tac
Tyr

ctg
Leu

gcc
Ala

aag
Lys

gcc
Ala

atc
Ile

ctg
Leu

aac
Asn

ccc
Pro

ggc
Gly

gcc
Ala

aac
Asn

atc
Ile

ttc
Phe

aag
Lys

acc
Thr

tgg
Trp

tgg
Trp

gcc
Ala

atc
Ile

ctg
Leu

atc
Ile

atg
Met

gag
Glu

ttc
Phe

agc
Ser

aag
Lys

agg
Arg

gcc
Ala

aag
Lys

cag
Gln

ccc
Pro

cag
Gln

tat
Tyr

aac
Asn

gtg
Val

cag
Gln

cag
Gln

aag
Lys

cag
Gln

agg
Arg

gac
Asp
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gcc ctg
Ala Leu
1110

gag atc
Glu Ile
1130

gag atc
Glu Ile
1150

aac ctg
Asn Leu
1170

ctg acc
Leu Thr
1180

aag ttc
Lys Phe
1210

gcc acc
Ala Thr
1230

cag ctg
Gln Leu
1250

agg gag
Arg Glu
1270

agc ctg
Ser Leu
1290

gac agc
Asp Ser
1310

gce cag
Ala Gln
1330

aag gag
Lys Glu
1350

gtg gac
Val Asp
1370

aag cag
Lys Gln
1390

ctg gag
Leu Glu
1410

acc
Thr

ctg
Leu

cag
Gln

aag
Lys

gag
Glu

agg
Arg

tgg
Trp

gag
Glu

acc
Thr

acc
Thr

ggc
Gly

ccc
Pro

agg
Arg

aag
Lys

aac
Asn

atc
Ile

63

gac
Asp

aag
Lys

aag
Lys

acc
Thr

gcc
Ala

ctg
Leu

atc
Ile

aag
Lys

aag
Lys

gag
Glu

agce
Ser

gac
Asp

gtg
Val

ctg
Leu

cce
Pro

ggc
Gly

atc
Ile

gag
Glu

cag
Gln

ggc
Gly

gtg
val

cce
Pro

ccce
Pro

gac
Asp

atc
Ile

acc
Thr

gag
Glu

aag
Lys

tac
Tyr

gtg
val

ggc
Gly

cag
Gln

gtg ccc ctg
Val Pro Leu
1115

cac
His

ccc gtg
Pro Val
1135

ggc cag gag
Gly Gln Glu
1155

aag tac
Lys Tyr
1175

gcc
Ala

atc
Ile

cag aag
Gln Lys
1195

atc cag
Ile Gln
1215

aag
Lys

gag tgg
Glu Trp
1235

gag
Glu

ccc atc
Pro Ile
1255

gtg
Val

ggc aag
Gly Lys
1275

gcc
Ala

acc aac
Thr Asn
1295

cag
Gln

atc
Ile

gtg aac
Val Asn
1315

agc gag
Ser Glu
1335

agc
Ser

tgg
Trp

ctg agc
Leu Ser
1355

agc agc
Ser Ser
1375

ggc
Gly

atc
Ile

atc gtg
Ile Val
1395

acc
Thr

cac agg
His Arg
1415

acc gag
Thr Glu

ggc gtg
Gly Val

cag tgg
Gln Trp

atg
Met

aag
Lys

atg
Met

gcc
Ala

acc
Thr

gag
Glu

ttc
Phe

gtg
Val

gtg
Val

ggc
Gly

tac
Tyr

ggc
Gly

acc
Thr

aag
Lys

acc
Thr

gtg
Val

ctg
Leu

gag
Glu

cce
Pro

gtg
Val

atc
Ile

agg
Arg

tac
Tyr

cag
Gln

aag taa

gag gcc3360
Glu Ala
1120

tac tac3420
Tyr Tyr
1140

acc tac3480
Thr Tyr
1160

agg acc3540
Arg Thr
1180

gag ggc3600
Glu Gly
1200

tgg gag3660
Trp Glu
1220

aac acc3720
Asn Thr
1240

gag acc3780
Glu Thr
1260

gtg acc3840
Val Thr
1280

gag ctg3900
Glu Leu
1300

gac agc3960
Asp Ser
1320

gtg aac4020
Val Asn
1340

gcc cac4080
Ala His
1360

aag gtg4140
Lys Val
1380

tac atg4200
Tyr Met
1400

4254



<210>
<211>
<212>
<213>

19
6907
ADN

<220>
<221>

<220>
<221>
<222>
<223> Tky
<220>
<221>
<222>
<223>

<220>
<221>
<222>
<223>

<220>
<221>
<222>
<223>

<220>
<221>
<222>
<223>

CDS:

<220>
<221>
<222>
<223> Tkg

<400> 19

aagcttttgce
tgatgattca
attgcaaatc
taaattagaa
aaaattcaca
tggaagggtc
caaaaaagaa
tcgcgatatce
ttaattcttt
cacaggaatg
aggtgctgcece
acgtacaggt
tccaggatct
agcacgttgt
gcgctggcca
ctccagttge
aggatcttcc
ttgtgggcgg
tggttcacca
tggctgtcgg
tgcagctcgg
ttggtcacgt

4517

.4565

Promotor
4580.
pE/L para gpl20-BX08

.4618

4628..6109

gpl20-BX08

.6907

gatcaataaa
ttttttaagt
actcaatatc
gccgtgggtce
gactctcaag
aaacttaata
tcctcetctag
gcattttcta
attgtcatca
ggggctcctt
tcagctcctc
cgtccatgta
ttgtcatgct
actggtagcg
cgatctcctt
tgtggtactt
tgatgccggce
gcacccaggc
gctcgctcectce
tcacgatgtt
tcttctggtt
agccggcectt

ES 2392670 T3

Inserto del MVA-B

Secuencia codificante

tggatcacaa
atttggctag
tagactttct
attgttatga
attttaaaaa
aaggatattt
ctaccaccgce
acgtgatgga
tgggtaccaa
ctggtgcttc
gatcttggtc
ctgatagatc
gctctggaag
gatgccgggg
agccaccacg
ctcgtgctcg
gctcaccagc
caggtacacc
gctcttgtcg
cacctccagg
ggtggtgttg
gcccagcttg

Secuencia artificial quimérica

Secuencia flanqueante izquierda de TK
1..502

Secuencia complementaria de promotor
4527.
PE/L para gagpolnef-IIIB

Secuencia flanqueante derecha de TK
6216.

ccagtatctc
tcaagatgat
gttattatta
atctctttca
actgtttaac
gttcgacttt
aatagatcct
tatattaaag
ggcgcggatce
ttgtcggggg
ctgtgctggce
acgatgtcgg
atggcgggge
gtctcgttgt
ggaggcaggt
tcctgggect
ttgtccacct
ttctccttet
ggctgggect
cctgagtcct

gtcaggggca
gtctccctgt

64

Secuencia complementaria a secuencia codificante
537..
gagpolnef-IIIB

ttaacgatgt
gaatcttcat
ttattgatcc
gaggaataca
aaggtcccta
gtgattagtt
attagataca
tcgaataaag
cccgggtacc
tggtcaggcc
cgatctccag
ggttctgcett
tgcccttccea
tgatgctggg
tgaagtcgct
tgtcgatgcce
gctcgttgece
tgatcagctg
ggatgatgcc
gcagggccag
ccaccttctg

tggcggcgcec

tcttcgcaga
tatctgatat
aatcaaaaaa
gacaattgac
ttgttacaga
tgatgcgatt
tagatcctcg
tgaacaataa
gagctcttac
ccacctcagce
gtcgctgceccec
cttgaagggc
gccctgggge
gatggtgaag
agccatagcec
gtccaggaac
gccgatgece
ctcgatgatc
cagggcgtac
gtagatagcc
gcggececttg
gtccacgtag

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
900
960

1020
1080
1140
1200
1260
1320



aaggtctcgg
ggggtgttca
gtctcccagg
atgctctcgg
gcgccgcgca
tggtaggtcc
tcgtagtaca
tcggcectcect
cacagctgcc
agcttctgaa
gtccacttgt
ggaaaaccca
gctgtgttgce
ccatctgctg
ctactttttg
atccacagat
ttttctttta
gtatacttcc
acggtcacgc
cagaagtcct
ctgtccttct
ctgatcttgc
tcggtcaggg
acggtctcga
ctgccgatga
cagatctcga
atcatcttgg
ccggtggcca
tgccaaagag
tctgaggggg
gctctggtct
tccectggect
cagtccttca
cggcagttcc
tggttcctga
gcctcggceca
atctcctcca
gcgttctgceca
gcgcgcaggg
ctgatatcca
atccacctct
tgctcctgceca
¢cgggggcga
ttgatggtct
gtgttcaggt
gggctgaagg
gcctggtgca
ctgctgtggce
tcctcgatct
tacagggtgg
ggctgcagct
acggcgaacc
ttgccgcecgg
ctggccctgg
atttttgtcg
ctcgagcatg
ccaggccgct
cgccaccacc
cgtgtgggcc
caacgtgacc

cgcccacgat
cgaactccca
tctccttcetg
tggtgatctt
tgcgggcgta
actggccctg
cgccgtgcac
cggtcagggg
tcaccttgat
tgtcgttcac
cggggtgcag
cctcctecte
tacttgtgat
ctggctcagce
accacttgcc
caaggatatc
aaaagtggct
tgaagtcctc
tcttettett
gggtcctctt
tcttgatggce
cctccttetce
gccactgctt
tggggctgat
tgttcacagg
tcaggatctg
gcttccacct
gcagggcctc
tgatctgagg
agttgttgtc
gctctgaaga
tccecttgtag
tctggtggcc
tggcggtgtg
agttgcccct
gcaccctggce
gggtggcggce
ccagcagggt
tcttgtagaa
ggatgctggt
tgtagatttc
gggtgctggt
tggggccgge
ccttcagcat
cctggggggt
ccttctcectce
ccatctggcc
cggtgtcggce
tgtccagggc
ccacggtgtt
ggcccaggat
tctccagcectc
gcctcagcect
cggccatgct
acaagcttaa
gaccgcgcca
agcgaccgcc
accctgttct
acccacgcct
gagaacttca
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gggctccttce
ctcgggaatc
gatgggcagc
ctgcacggcc
cttgccggtc
gccctgcttce
gggctccttc
gatcacctcg
gccggggtag
ggtccagctg
ctcgtagccc
ctcttgtgct
tgctccatgt
tcgtctcatt
acccatcctt
ttgtcttcgt
aagatctaca
gtccaggggc
cttcaggccg
gttcagctcc
gaacacgggg
catctcggtg
caccttaggg
ggggaagttc
tgtaggtccc
gtcgtactgc
gccgggecagyg
cttcagctgg
gaagttaaag
tctaccccag
aatggtgggg
gaaggccaga
ctccttgccg
gccctccttg
ctgcatcatg
cttgtggccg
gggtcccagg
ctcggtcatc
cctgtccacg
ggggctgtac
gcccacgggyg
ggtgccggeg
gtgcacgggg
ctgcatggcg
ggctccctcg
caccaccttc
ctggatgttc
ggcggcectgce
ctccttggtg
gtacaggctc
ctgcctgcag
cctgctggcecce
gatcttctcc
cgagtctatt
aaattgaaat
agctgctgct
tgtgggtgac
gcgcctccga
gcgtgcccac
acatgggcaa

tccagctgat
caggtggcct
ttgaacttag
tcggtcagct
ttcaggttct
tggatctcgg
aggatctccc
gtcagagcct
atctggctgg
tccttctcgg
atccacagga
tctagccagg
ttttctaggt
ctttccctta
ggatcaggga
tgggagtgaa
gctgccttgt
acgctgaagt
gcggggtggg
ctgaagtcca
gtgttgtagg
cagatctcca
ccgtccatgce
agggtgcagc
accagcacgg
ctcaccttga
ctcatctcct
ccaccgatct
gatacagttc
acctgaagct
ctgttggctc
tcttccctaa
cacttccagc
ccgcagttga
atggtggcgg
gggccgccca
gccttcagga
cagttcttca
tagtccctga
atcctcacga
atgggggggt
atgtcgctgce
tgcaccctgt
gcectggtgge
ctcagggcgc
acccaggcgt
tgcacgatgg
tgggccttct
tccttgatct
ctcagctcct
ccctcgcectgg
cacacgatgt
cacctgtcca
tatattccaa
tttatttttt
gctgctgctg
agtgtactac
cgccaaggcc
cgaccccaac
gaacaacatg

65

accacagctt
gccagtactc
gagtcttgcc
gcttcacgtc
tgaagggctc
cgatcaggtc
tgttctcggce
ttgtgcccect
cccagttcag
gcagcacgat
atggtacttg
cacaatcagc
ctcgagatgc
cagcaggcca
agtagccttg
ttagcccttce
aagtcattgg
aggcgtcgcc
ggatgcccag
ccagcttcct
ggttctcggg
ccagggcctt
cgggcttcag
cgatctgggt
tgccgatggc
tgaagccgcc
ccagcacggt
ttattgtgac
cttgtctatc
ctcttctggt
tggtctgctc
aattagcctg
agcccttctt
agcacttcac
tgttggtcac
cgccctggca
tggtcttgca
cctcctggcet
agggctcttt
tcttgttcag
tgttggtcat
cgcggggcete
cccactcggce
cgcccacggt
tgaacatggg
tcagggtcct
ggtagttctg
tcttggactt
cgatcctctg
cgctgccggt
tctccagcag
gcttcagctt
gctcgcecgec
aaaaaaaaaa
ttttttggaa
ctgctgctgce
ggcgtgccecg
tacgacaccg
ccccaggagg

gtggagcaga

caccagggga
ggtccaccag
ccagatcacg
gttggtgtgg
ctggtagatc
cttgctgggg
cagctccagc
cagcagcttg
cttgcccacc
gggctgcacg
aggtgtgact
attgttagct
tgctcccacc
tccaaccaca
tgtgtggtag
cagtcccccce
tcttaaaggg
cacgtccagc
ctgcacctcc
ccacttggtg
gccgatcttg
gatcttctcc
cttcacgggc
cagcaggttc
cttgtggccg
gatgccgccg
gtcgtcggeg
gaggggtcgt
ggctcctgcet
ggggctgttg
tgaagaaaat
cctctcggtg
cctgggggcg
catcttcctc
ctggctcatg
ggcggtcatc
gtcggggttg
ggcctgctcg
ggggccctge
gcccaggatg
ccagccgatc
cctcatctgg
ggcctcctceg
gttcagcatg
gatcacctcg
ggggctgatg
gctcacctgg
gttctgctcc
gtgcacgcag
ctgcaggctg
gccggggttce
atacttcttc
gctcagcacg
taaaatttca
tataaataag
tgccccaggce
tgtggaagga
aggtgcacaa
tggtgctggg
tgcacgagga

1380
1440
1500
1560
1620
1680
1740
1800
1860
1920
1980
2040
2100
2160
2220
2280
2340
2400
2460
2520
2580
2640
2700
2760
2820
2880
2940
3000
3060
3120
3180
3240
3300
3360
3420
3480
3540
3600
3660
3720
3780
3840
3900
3960
4020
4080
4140
4200
4260
4320
4380
4440
4500
4560
4620
4680
4740
4800
4860
4920



catcatcagc
gaccctgaac
ccaggagatg
agagtacgcc
ccgcctgagg
gcccatcccc
gaccttcaac
ccgccecegtyg
gatccggtcc
cgtggagatc
cggccgegece
catctccaga
gttcaacaac
gcactccttce
cacctggaac
ccggatcaag
catcggcggce
cggctccgac
ggacaactgg
cgcccccacce
cgcgccaaat
cgaaacgatc
actaaaaata
agataaaccg
tgcaaatgag
attatttttt
tataggatcg
aatgattatc
gcgtgatgtg
acaactgcat
tgaacctagt
tttaaacccc
ggacttttat
ggaattc

<210>
<211>
<212>
<213>

20
7347
ADN

<220>
<221>

<220>
<221>
<222>
<223> Tk
<220>
<221>
<222>
<223>

<220>
<221>
<222>
<223>

<220>
<221>

ctgtgggacc
tgcaccaagc
aagaactgct
ctgttctact
tcctgcaaca
atccacttct
ggcaccggcc
gtgtccaccc
gagaacttca
aactgcacca
ttctacacca
accaactgga
accaccatcg
aactgcggcg
gagaccaaca
cagatcatca
cagatcaagt
aacagcagca
cgctccgagce
aaggccaaga
ttaaatgatc
tgtagttagc
aacattgatt
tttatgtatt
gtcgcaaaaa
cttagtaagt
gctecctggta
aaatggatgc
actctagtga
ccttctaaga
acggcggatt
gtggcatcta
atcccacacg

2143

.2191

Promotor

ES 2392670 T3

agtccctgaa
tgaagaacag
ccttcaacat
ccctggacat
cctccatcat
gcgcccccgce
cctgcaccaa
agctgctgcet
ccaacaacgc
gacccaacaa
ccggcgacat
ccaacaccct
tgttcaacca
gcgagttctt
gcgagggcaa
acatgtggca
gcctgtccaa
gcggcaagga
tgtacaagta
ggagggtggt
ctgatccttt
ggccgcctaa
aaattttaat
ttgaggaaat
aactgccgta
tacagcgaca
cacatatacg
taattgacgg
ctcggttcgt
ttattttaat
tactaagtaa
gtcttaaatg
gtaataaaat

Inserto del MVA-C

gccctgegtg
caccgacacc
cagcacctcc
cgtgcccatc
cacccaggcc
cggcttcgcece
cgtgagcacc
gaacggcagc
caagaccatc
caacaccagg
catcggcgac
gaagagggtg
gagcagcggc
ctactgcaac
catcacctcc
ggaggtgggce
catcaccggc
gatcttccgce
caaggtggtg
gcagcgcgag
ttctgggtaa
ttaactaata
ataatactta
tgataatgag
tcaaggacag
cggtatatta
ttatttgaga
acgccatcat
tgatgaggaa
ttctgatgta
ttacgctcta
gagatgcccg
gttacaacct

Secuencia artificial quimérica

Secuencia flanqueante izquierda de TK
1..502

Secuencia complementaria de promotor
2153.
pPE/L para gpl20-C

66

aagctgaccc
aacaacaccc
gtgcggaaca
gacaacgaca
tgccccaagg
atcctgaagt
gtgcagtgca
ctggccgagg
atcgtgcagc
aagtccatcc
atccggcagg
gccgagaagc
ggcgaccccg
accacccagc
ggcaccatca
aaggccatgt
ctgctgctga
cccggcgygcy
aagatcgagc
aagcgctgat
gtaatacgtc
ttatattttt
aaaatggatg
ttagattacg
ttaaaactat
gatggtgcca
gatcatttct
gatcctattc
tatctacgat
agatccaaac
caaaatgtca
tttccagatc
tttgctcctt

Secuencia complementaria a secuencia codificante
647. .
gpl20-C

ccctgtgegt
gctggggcac
agatgaagag
acaccagcta
tgagcttcga
gcaacaacaa
cccacggcat
aggaggtggt
tgaacgagag
acatcggccc
cccactgcaa
tgcgcgagaa
agatcgtgat
tgttcaactc
ccctgceectg
acgccccccce
ccagagacgg
gcgacatgag
ccctgggceat
aatagggatc
aaggagaaaa
tatctaaaaa
ttgtgtcgtt
aaccagaaag
tactaggaga
ccgtagtgta
ataatttagg
taaatggatt
ccatcaaaaa
gaggaggaaa
tgattagtat
aatggatcaa
catattcagg

4980
5040
5100
5160
5220
5280
5340
5400
5460
5520
5580
5640
5700
5760
5820
5880
5940
6000
6060
6120
6180
6240
6300
6360
6420
6480
6540
6600
6660
6720
6780
6840
6900
6907



<222>
<223>

<220>
<221>
<222>
<223>

CDS:

<220>
<221>
<222>
<223> Tkg

<400> 20

aagcttttgce
tgatgattca
attgcaaatc
taaattagaa
aaaattcaca
tggaagggtc
caaaaaagaa
tcgcgatatce
ttaattcttt
atattaaagt
agctacccgg
tctccaccac
ccttgtactt
aggtctcggt
tgctcttgca
gccacatgtt
tcttggtgcec
actcgcccct
cgaacttgat
tctecgttcca
cgeceggtgge
cgggcctggt
tgttggtcag
gcagctgggt
ggcaggggcc
gggtgcagta
cgctggtgtt
tggtcagggg
tcaccacggt
tctcgtggta
ggggggtcag
gcatctggtt
ccatctcecctg
cctcggtgte
acacgggcac
gcagcagcag
ttccaaaaaa
tttttttttt
ggcggcaage
atgctgaagce
ctgctggaga
accggcaccyg
accgagatcg
aagatccagc
cccatcgtge
aatgcatggg

2206.
pE/L para gpl20-C

L2244

2254..6507

gagpolnef-C

L7347

gatcaataaa
ttttttaagt
actcaatatc
gccgtgggte
gactctcaag
aaacttaata
tcectetetag
gcattttcta
attgtcatca
cgaataaagt
aataaaaatt
cctectettg
gtacagctcg
gtcgttgggce
ggtgatgttg
gatgatctgc
gttgggggtg
gcagttgaag
ggtcttgttc
cttgtcctcg
gtagaaggtc
gcacacgatc
gttctcgcte
gctcaccacg
ggtgccgttg
gtggatgggg
gcagttgatc
cacgatgtcc
ggtggcgttg
ggtgtegttg
cttcacgcag
caccatctcg
ggggttgggg
gtaggccttg
gccgtagtac
cagcagcagc
aaaaaataaa
ttggaatata
tggacaagtg
acctggtgtg
ccagcgaggyg
aggagctgag
acgtgaggga
agaagaccca
agaacctgca
tgaaggtggt

ES 2392670 T3

Secuencia codificante

tggatcacaa
atttggctag
tagactttct
attgttatga
attttaaaaa
aaggatattt
ctaccaccgce
acgtgatgga
tgggtaccaa
gaacaataat
ccgggagatc
gtggtggtgg
ctcctccagt
tcggtgcecge
cccttgatgg
ttgatcctge
taggcgccgt
ctgtgggtygg
tggaagtgct
ctgatgttgc
tggccggggce
tccacgctcect
ctgatgatga
ggcttgatgc
aagatcttgt
atggggtcga
agcctgtagt
agcctgtaga
aagctgcagt
ctgttgctge
ggcttcaggc
ttcttccaca
tcggcgggcea
gcgtcgetgg
acggtcaccc
agcagcagct
atttcaattt
aatagactcg
ggagaagatc
ggccagcagyg
ctgcaagcag
gagcctgttc
caccagggag
gcaggccaag
gggccagatg
ggaggagaag

Secuencia flanqueante derecha de TK
6656.

ccagtatctc
tcaagatgat
gttattatta
atctctttca
actgtttaac
gttcgacttt
aatagatcct
tatattaaag
ggcgcgatcg
taattcttta
tctcgagaga
gggccacgcc
tgttcctcat
cgtccctcecac
gaggggcgta
aggggatggt
tgaacaggcc
tcacctccag
cggcaagctt
agtgggcctg
cgatcctgat
ggttcaggtg
tctcgeecte
cgtgggtgca
cgttgcactt
aggtcacctt
actcgctgcet
acagggcgta
tcttcatcte
tcacgttcct
tctggtccca
tgttgaagtt
cgcaggcgtg
cgcagaacag
acaggttgcc
tggccctgte
ttaagcttgt
agcatggccg
aggctgaggc
gagctggaga
atcatgaagc
aacaccgtgg
gccctggaca
gaggccgacg
gtgcaccagc
gccttecagcec

67

ttaacgatgt
gaatcttcat
ttattgatcc
gaggaataca
aaggtcccta
gtgattagtt
attagataca
tcgaataaag
cattttctaa
ttgtcatcat
tctttatcac
caggggcttg
gtcgccgceceg
cagcagcagg
catggccctg
gatgatgctg
gctggtgttg
gtcgccgecg
cttgctcacc
cctgatgtcg
gctcttcectg
cacgatgatg
ggccaggctg
ctgcacggtg
caggatggcg
ggggcaggcece
gttctcgcetg
cacggtctgce
cttcatgctc
gcactccagg
caggctgatg
ctcggtcacg
ggtggcccac
ggtggtggtg
cacggcctgg
catgctcgag
cgacaaaaat
ccagggccag
ccggcggceaa
ggttcgccect
agctgcagag
ccaccccecta
agatcgagga
gcaaggtgag
ccatcagccc
ccgaggtgat

tcttcgcaga
tatctgatat
aatcaaaaaa
gacaattgac
ttgttacaga
tgatgcgatt
tagatcctcg
tgaacaataa
cgtgatggat
gtaattaact
ctcttctecece
atctccacca
ccgggcctga
ccggtgatgt
cccacctcect
ctgctgttgce
cagtagaaga
ctgctgctgg
ctctgcaggg
ccgatgatgt
gtgttgttgce
gttttcacgt
ccgttcagcea
ctcacgttgt
tagccggegg
tgggtgatgg
tagttcttct
ttcctgtccece
tcgtggtagg
gtcacgcaca
acgtcctcct
ttctccagcea
acgttgtgca
gcgcccttcee
gcctggggcea
cttatttata
tgaaatttta
catcctgagg
gaagcactac
gaaccccggce
cgccctgcecag
ctgcgtgcac
ggagcagaac
ccagaactac
caggaccctg
cccecatgtte

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
900
960

1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620
1680
1740
1800
1860
1920
1980
2040
2100
2160
2220
2280
2340
2400
2460
2520
2580
2640
2700
2760



agcgccctga
ggccaccagg
gacaggctgc
ggcagcgaca
aacccacccg
atcgtgagga
ttcagggact
gtgaagaact
atcctgaggg
gtgggcggcece
gccatcctga
tgcggcaagg
aagtgcggca
ggcaagatct
cccaccgcecce
aagcaggagc
aacgacccca
agggagttca
tggggcaggg
ttcaacttcc
cagctgaagg
ctgccecggca
cagtacgagc
ggccccacce
aacttcccca
cccaaggtga
gacgagatgg
cccatcttceg
gagctgaaca
ggcctgaaga
cccectgtacg
acccecggca
atcttccaga
ctggacctgt
ggccccggceg
cccagggagg
cagcacggca
gcccacaggce
aagtggagca
gagcccgccg
accagcagca
ggcgaggtgg
gccgtggacc
ctgctgaggt
tggatgggct
aaggatagct
cagatctacc
ctgaccgaca
atcctgaagg
atccagaagc
ctgaagaccg
accgaggccg
ttcaggctge
acctggatcc
ctggagaagg
gagaccaaga
ctgaccgaga
agcggcagceg
cagcccgaca
gagagggtgt

gcgagggcgce
ccgccatgcea
accccgtgea
tcgccggcac
tgccegtggg
tgtacagccc
acgtggacag
ggatgaccga
ccctgggcecc
ccagccacaa
tgcagaggag
agggccacat
aggagggcca
ggcccagcceca
cccccgagga
ccatcgacaa
gcagccagga
gcagcgagca
acaacaacag
cccagatcac
aggccctgcet
agtggaagcc
agatccccat
ccgtgaacat
tcagccccat
agcagtggcc
agaaggaggg
ccatcaagaa
agaggaccca
agaagaagag
aggacttcag
tcagctacca
gcagcatgac
gggtgtacca
tgaggttccc
tggaggaggc
tggaggacga
acagggccag
agagcagcat
ccgacggcegt
acaccgccgce
gcttccecegt
tgagcttctt
ggggcttcac
acgagctgca
ggaccgtgaa
ccggcatcaa
tcgtgcecect
agcccgtgceca
agggccagga
gcaagtacgc
tgcagaagat
ccatccagaa
ccgagtggga
accccatcgt
tcggcaaggce
ccaccaacca
aggtgaacat
agagcgagag
acctgagctg
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cacccctcag
gatcctgaag
cgccggeccece
caccagcaac
cgacatctac
caccagcatc
gttcttcaag
caccctgctg
cggcgccagce
ggccaaggtg
caacttcaag
cgccaggaac
ccagatgaag
caagggcggce
gagcttcagg
ggagctgtac
attcttcagg
gaccagggcc
catcagcgag
cctgtggcag
gaacaccggc
caagatgatc
cgagatctgc
catcggcagg
cgagaccgtg
cctgaccgag
caagatcacc
gaaggacagc
ggacttctgg
cgtgaccgtg
gaagtacacc
gtacaacgtg
catcgaggag
cacccagggc
cctgaccttc
caacgagggc
ccacagggag
ggagctgcac
cgtgggctgg
gggcgccgtg
caccaacgag
gaggccccag
cctgaaggag
caccccegac
ccccgacaag
cgacatccag
ggtgaggcag
gaccgaggag
cggcgtgtac
gcagtggacc
caagatgagg
cgccatggag
ggagacctgg
gttcgtgaac
gggcgtggag
cggctacgtg
gaagaccgag
cgtgaccgac
cgagctggtg
ggtgcccgcec

gacctgaaca
gacaccatca
atcgccceccecg
ctgcaggagc
aagaggtgga
ctggacatca
accctgaggg
gtgcagaacg
atcgaggaga
ctggccgagg
ggcagcaaga
tgcagggccc
gactgcaccg
cccggcaact
ttcgaggagg
ccecctgacca
gagaacctgg
aacagcccca
gccggcgcca
aggcccctgg
gccggcgaca
ggcggcatcg
ggccacaagg
aacctgctga
cccgtgaagce
gagaagatca
aagatcggcc
accaagtgga
gaggtgcagc
ctggacgtgg
gccttcacca
ctgccccagg
ctgatctaca
tacttccececg
ggctggtgct
gaggacaact
gtgctgaagt
cccgagttcet
cccgccatca
agcagggacc
gactgcgcct
gtgcccectga
aagggcggcec
aagaagcacc
tggaccgtgce
aagctggtgg
ctgtgcaagc
gccgagctgg
tacgacccca
taccagatct
accgcccaca
ggcatcgtga
gagacctggt
accccteccce
accttctacg
accgacaggg
ctgcaggcca
agccagtacg
aaccagatca
cacaagggca

68

ccatgctgaa
acgaggaggc
gccagatgag
agatcgcctg
tcatcctggg
agcagggccc
ccgagcaggce
ccaaccccga
tgatgaccgc
ccatgagcca
ggatcgtgaa
ccaggaagaa
agaggcaggc
tcctgcagaa
agaccaccac
gcctgaagag
ccctgcccca
ccaggggcga
acaggcaggg
tgaccatcaa
ccgtgctgga
gcggcttcat
ccatcggcac
cccagctggg
tgaagcccgg
aggccctgac
ccgagaaccc
ggaagctggt
tgggcatccc
gcgacgccta
tccccagcag
gctggaaggg
gcaagaagag
actggcacaa
tcaagctggt
gcctgctgca
ggaagttcga
acaaggactg
gggagaggat
tggagaagca
ggctggaggc
ggcccatgac
tggagggcct
agaaggagcc
agcccaccca
gcaagctgaa
tgctgagggg
agctggccga
gcaaggacct
accaggagcc
ccaacgacgt
tctggggcaa
ggaccgacta
tggtgaagct
tggacggcgce
gcaggaagaa
tctgcatcgce
ccctgggcecat
tcgagcagct
tcggcggcaa

caccgtgggc
cgccgagtgg
ggagcccagg
gatgaccagc
tttaaacaag
caaggagccc
cacccagggc
ctgcaagacc
ctgccagggc
gaccaacagc
gtgcttcaac
gggctgctgg
caacttcctg
caggcccgag
ccccagccag
cctgttcggce
gggcagggcce
gctgcaggtg
caccatcagc
gatcggcggce
ggacctgaac
caaggtgagg
cgtgctggtyg
ctgcaccctg
catggacggc
cgccatctgce
ctacaacacc
ggacttcagg
ccacccegcec
cttcagcatc
gaacaacgag
cagcctcgcec
gcaggagatc
ctacaccccc
gccecgtggac
ccecegtgtge
cagccagctg
catgggcggc
gaggaggacc
cggcgccatc
ccaggaggag
ctacaagggc
gaggcagcac
ccecttectg
gctgcccgag
ctgggccagc
cgccaaggcce
gaacagggag
gatcgccgag
cttcaagaac
gaagcagctg
gacccccaag
ctggcaggcc
gtggtatcag
cgccaacagg
gatcgtgagc
cctgcaggac
catccaggcc
gatgaagaag
cgagcaggtg

2820
2880
2940
3000
3060
3120
3180
3240
3300
3360
3420
3480
3540
3600
3660
3720
3780
3840
3900
3960
4020
4080
4140
4200
4260
4320
4380
4440
4500
4560
4620
4680
4740
4800
4860
4920
4980
5040
5100
5160
5220
5280
5340
5400
5460
5520
5580
5640
5700
5760
5820
5880
5940
6000
6060
6120
6180
6240
6300
6360
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gacaagctgg tgagcagcgg catcaggaag gtgctgaaga ccctggagcc cttcaggaag

cagaaccccg gcatcgtgat ctaccagtac atggacgacc tgtacgtggg cagcgacctg

gagatcggcc agcacaggac caagtaaaga tctctcgagg agctcaagcg ggcggatccc

ccgggctgca ggaattcgat cgcgccaaat ttaaatgatc ctgatccttt ttctgggtaa

gtaatacgtc aaggagaaaa cgaaacgatc tgtagttagc ggccgcctaa ttaactaata

ttatattttt tatctaaaaa actaaaaata aacattgatt aaattttaat ataatactta

aaaatggatg ttgtgtcgtt agataaaccg tttatgtatt ttgaggaaat tgataatgag

ttagattacg aaccagaaag tgcaaatgag gtcgcaaaaa aactgccgta tcaaggacag

ttaaaactat tactaggaga attatttttt cttagtaagt tacagcgaca cggtatatta

gatggtgcca ccgtagtgta tataggatcg gctcctggta cacatatacg ttatttgaga

gatcatttct ataatttagg aatgattatc aaatggatgc taattgacgg acgccatcat

gatcctattc taaatggatt gcgtgatgtg actctagtga ctcggttcgt tgatgaggaa

tatctacgat ccatcaaaaa acaactgcat ccttctaaga ttattttaat ttctgatgta

agatccaaac gaggaggaaa tgaacctagt acggcggatt tactaagtaa ttacgctcta

caaaatgtca tgattagtat tttaaacccc gtggcatcta gtcttaaatg gagatgcccg

tttccagatc aatggatcaa ggacttttat atcccacacg gtaataaaat gttacaacct

tttgctcectt catattcagg ggaattc

<210> 21

<211> 17

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<221> Cebador

<223> TK-R2

<400> 21

ctgccgtatcec aaggaca

<210> 22

<211> 1515

<212> ADN

<213> Secuencia artificial derivada del gen Env del virus SHIV89.

de nucleétidos correspondientes a la proteina gpél

<220>

<221> Secuencia codificante

<223> 89.6P-gpl20

<400> 22

atg ccc atg ggg tct ctg caa ccg ctg gcc acc ttg tac ctg ctg ggg atg ctg gtc

Met Pro Met Gly Ser Leu Gln Pro Leu Ala Thr Leu Tyr Leu Leu Gly Met Leu Val
5 10 15

tcc gtg cta gcg acc gag aag ctg tgg gtg acc gtg tac tac ggc gtg ccc gtg tgg

Ser Val Leu Ala Thr Glu Lys Leu Trp Val Thr Val Tyr Tyr Gly Val Pro Val Trp
25 30 35

gag gcc acc acc acc ctg ttc tgc gecc agc gac gcc aaa gcc tac gac acc gag gtg

Glu Ala Thr Thr Thr Leu Phe Cys Ala Ser Asp Ala Lys Ala Tyr Asp Thr Glu Val
45 50 55

aac gtg tgg gcc acc cac gcc tgc gtg ccc acc gac ccc aac ccc cag gag gtg gtg

Asn Val Trp Ala Thr His Ala Cys Val Pro Thr Asp Pro Asn Pro Glmn Glu Val Val
65 70 75

ggc aac gtg acc gag aac ttc aat atg tgg aag aac aac atg gtg gac cag atg cac

Gly Asn Val Thr Glu Asn Phe Asn Met Trp Lys Asn Asn Met Val Asp Gln Met His
85 90 95

69

6420
6480
6540
6600
6660
6720
6780
6840
6900
6960
7020
7080
7140
7200
7260
7320
7347

17

carente

gct 60
Ala

20

agg 120
Arg

40
cac 180
His

60
ctg 240
Leu

80

gag 300
Glu

100



gac
Asp

gtg
Val

agc
Ser

atc
Ile

aag
Lys

gcc
Ala

gcc
Ala

acc
Thr

agc
Ser

atc
Ile

agg
Arg

gac
Asp

atc
Ile

ggc
Gly

aac
Asn

ggc
Gly

gtg
Val

atc
Ile

acc
Thr

tgg
Trp

agg
Arg

aac
Asn

tgc
Cys

atc
Ile

gtg
Val

ctg
Leu

atc
Ile

gag
Glu

atc
Ile

gtc
Val

ggc
Gly

acc
Thr

aac
Asn

ggc
Gly

atc
Ile

ctg
Leu

ggc
Gly

aac
Asn

acc
Thr

cct
Pro

ctg
Leu

cag
Gln

gcc
Ala

gtg
Val

agg
Arg

agg
Arg

atc
Ile

gac
Asp

gcc
Ala

gac
Asp

aag
Lys

agc
Ser

aac
Asn

atg
Met

aag
Lys

agc
Ser

aaa
Lys

aag
Lys

tgc
Cys

gaa
Glu

cag
Gln

ctg
Leu

cag
Gln

aag
Lys

ccc
Pro

cag
Gln

atc
Ile

gcc
Ala

ctg
Leu
105

tgc
Cys
125

atg
Met
145

gtg
Val
165

aac
Asn
185

gtg
Val
205

tgc
Cys
225

acc
Thr
245

gag
Glu
265

ctg
Leu
285

agc
Ser
305

gcc
Ala
325

ctg
Leu
345

gag
Glu
365

ctg
Leu
385

atc
Ile
405

atg
Met
425

tgg

gac

gag

Trp Asp Glu

acc
Thr

gag
Glu

aag
Lys

acc
Thr

agc
Ser

aac
Asn

cac
His

gac
Asp

aac
Asn

atc
Ile

cac
His

agg
Arg

atc
Ile

ttc
Phe

acc
Thr

tac
Tyr

aac
Asn

gag
Glu

aag
Lys

aag
Lys

ttc
Phe

aac
Asn

ggc
Gly

atc
Ile

gag
Glu

ggc
Gly

tgc
Cys

gag
Glu

gtg
Val

aac
Asn

ctg
Leu

gcc
Ala

ctg
Leu

ggc
Gly

gag
Glu

tac
Tyr

cag
Gln

aag
Lys

atc
Ile

gtg
Val

agc
Ser

ccc
Pro

aac
Asn

aag
Lys

atg
Met

agc
Ser

cag
Gln

cct
Pro
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agc
Ser

aac
Asn

gag
Glu

tac
Tyr

agg
Arg

CCC
Pro

acc
Thr

agg
Arg

atc
Ile

gtg
val

ggc
Gly

atc
Ile

ttc
Phe

cac
His

acc
Thr

tgc
Cys

cce
Pro

ctg aag ccc

Leu
110

atc
Ile
130

atc
Ile
150

gcc
Ala
170

ctg
Leu
190

atc
Ile
210

ttc
Phe
230

ccc
Pro
250

agg
Arg
270

gtg
Val
290

agg
Arg
310

agc
Ser
330

agg
Arg
350

agc
Ser
370

tgg
Trp
390

agg
Arg
410

atc
Ile
430

Lys

acc
Thr

aag
Lys

ctg
Leu

att
Ile

CcCcC
Pro

aac
Asn

gtg
Val

agc
Ser

att
Ile

gcc
Ala

agg
Arg

aac
Asn

ttc
Phe

aac
Asn

atc
Ile

acc
Thr

70

Pro

aag
Lys

aac
Asn

ttc
Phe

agc
Ser

atc
Ile

ggc
Gly

gtg
Val

gag
Glu

aac
Asn

ttc
Phe

gcc
Ala

aag
Lys

aac
Asn

gtg
Val

aag
Lys

ggc
Gly

tgc
Cys

aac
Asn

tgc
Cys

aac
Asn

tgc
Cys

cac
His

agc
Ser

tct
Ser

gac
Asp

tgc
Cys

tac
Tyr

aag
Lys

acc
Thr

tgc
Cys

gcc
Ala

cag
Gln

cag
Gln

gtg
Val

acc
Thr

agc
Ser

agg
Arg

aac
Asn

tac
Tyr

ggc
Gly

acc
Thr

ttc
Phe

acc
Thr

gcc
Ala

tgg
Trp

atc
Ile

ggc
Gly

ggc
Gly

atc
Ile

atc
Ile

aag ctg acc

Lys
115

acc
Thr
135

ttc
Phe
155

ctg
Leu
175

acc
Thr
195

tgc
Cys
215

ccc
Pro
235

cag
Gln
255

acc
Thr
275

agg
Arg
295

agg
Arg
315

aac
Asn
335

gcc
Ala
355

ggc
Gly
375

ggc
Gly
395

atc
Ile
415

agg
Arg
435

Leu

aac
Asn

tac
Tyr

gac
Asp

agc
Ser

gtg
Val

tgc
Cys

ctg
Leu

gac
Asp

ccc
Pro

agg
Arg

aac
Asn

ttc
Phe

gag
Glu

acc
Thr

aac
Asn

tgc
Cys

Thr

ctg
Leu

atc
Ile

cce
Pro

acc
Thr

acc
Thr

ctg
Leu

agc
Ser

accC
Thr

gtg gtg ccc

Val

gtg
Val

cCccC
Pro

acc
Thr

ctg
Leu

aac
Asn

aac
Asn

aac
Asn

acc
Thr

aacC
Asn

ttc
Phe

aac
Asn

atg
Met

agc
Ser

Val

att
Ile

gcc
Ala

aac
Asn

ctg
Leu

gtg
Val

aac
Asn

atc
Ile

ctg
Leu

cag
Gln

ttc
Phe

ggc
Gly

tgg
Trp

agc
Ser

Pro

acc
Thr

ggc
Gly

gtg
Val

aac
Asn

aag
Lys

aac
Asn

atc
Ile

cag
Gln

agc
Ser

tac
Tyr

acc
Thr

cag
Gln

aac
Asn

tgc
Cys
120

agc
Ser
140

tcc
Ser
160

gtg
Val
180

cag
Gln
200

ttc
Phe
220

agc
Ser
240

ggc
Gly
260

acc
Thr
280

acc
Thr
300

ggc
Gly
320

cag
Gln
340

agc
Ser
360

tgc
Cys
380

gag
Glu
400

aag
Lys
420

atc
Ile
440

360

420

480

540

600

660

720

780

840

900

960

1020

1080

1140

1200

1260

1320



acc
Thr

agg
Arg

gtg
Val

gag
Glu

ggc
Gly

cce
Pro

agg
Arg

aag
Lys

ctg
Leu

ggc
Gly

atc
Ile

agg
Arg

<210> 23

<211> 4218
<212> ADN
<213> Secuencia artificial derivada del virus SHIV89.6P mediante

modificaciones en las partes correspondientes a los antigenos Gag,

<220>

<221>
<223>

<400>

atg
Met
1

ctg
Leu

ctg
Leu

ctg
Leu

acc
Thr

aag
Lys

acc
Thr

ggc
Gly

atc
Ile

tgc

cgc
Arg

agg
Arg

gac
Asp

agc
Ser

gtg
Val

cag
Gln

agc
Ser

ggc
Gly

gag
Glu

acc

23

gtg
Val

cce
Pro

agg
Arg

gtg
Val

tgc
Cys

atc
Ile

agg
Arg

aac
Asn

gag
Glu

cct

ctg
Leu

ggc
Gly

gag
Glu

tag

agg
Arg

aac
Asn

ttc
Phe

ctg
Leu

gtg
Val

gtg
Val

cce
Pro

tac
Tyr

aag
Lys

tac

ctg
Leu
445

ggc
Gly
465

cce
Pro
485

taa

505

aac
Asn

ggc
Gly
25

ggc
Gly
45

gce
Ala
65

atc
Ile
85

cag
Gln
105

acc
Thr
125

gtg
Val
145

aag
Lys
165

gac

act
Thr

gac
Asp

atc
Ile

agc
Ser

aaqg
Lys

ctg
Leu

cce
Pro

tgg
Trp

agg
Arg

gce
Ala

cac
His

ttc
Phe

atc

cgce
Arg

atg
Met

ggc
Gly

gtg
Val

aag
Lys

gce
Ala

ctg
Leu

tgc
Cys

cac
His

cce
Pro

ctg
Leu

ggc
Gly

aac

gac
Asp

agg
Arg

gtg
Val

Secuencia codificante
SIVgpn

ctg
Leu

aag
Lys

gag
Glu

gtg
Val

atc
Ile

ctg
Leu

agc
Ser

cce
Pro

gcc
Ala

cag
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ggc
Gly

gac
Asp

gcc
Ala

agc
Ser

tat
Tyr

agc
Ser

ccc
Pro

cac
His

gtg
Val

tcc
Ser

ctg
Leu

gag
Glu

atg

ggc
Gly
450

aac
Asn
470

cce
Pro
490

ggc
Gly
10

atg
Met
30

ctg
Leu
50

acc
Thr
70

gcc
Ala
90

gtg
Val
110

ggc
Gly
130

agc
Ser
150

gtg
Val
170

ctg

aac
Asn

tgg
Trp

acc
Thr

aag
Lys

ctg
Leu

ctg
Leu

ggc
Gly

gag
Glu

gag
Glu

cgc
Arg

ccc
Pro

gtg
Val

aac

71

agc
Ser

agg
Arg

agg
Arg

aag
Lys

aag
Lys

gag
Glu

agc
Ser

gag
Glu

acc
Thr

ggc
Gly

agg
Arg

cce
Pro

tgc

acc
Thr

agc
Ser

gcc
Ala

gcc
Ala

cac
His

aac
Asn

gag
Glu

aag
Lys

ggc
Gly

ggc
Gly

acc
Thr

ggc
Gly

gtg

gag
Glu

gag
Glu

aag
Lys

gac
Asp

gtg
Val

aag
Lys

aac
Asn

gtg
Val

acc
Thr

aac
Asn

ctg
Leu

ttc
Phe

ggc

acc
Thr
455

ctg
Leu
475

agg
Arg
495

gag
Glu
15

gtg
Val
35

gag
Glu
55

ctg
Leu
75

aag
Lys
95

acc
Thr
115

tac
Tyr
135

aac
Asn
155

cag
Gln
175

gac

gag
Glu

tac
Tyr

agg
Arg

ctg
Leu

tag
Trp

ggc
Gly

aag
Lys

cac
His

gag
Glu

CcccC
Pro

gcc
Ala

gcc
Ala

cac

acc
Thr

aag
Lys

acc
Thr

gag
Glu

gcc
Ala

tgc
Cys

agc
Ser

acc
Thr

acc
Thr

gtg
Val

tgg
Trp

ctg
Leu

cag

gag
Glu

tac
Tyr

gtg
Val

aag
Lys

gcc
Ala

cag
Gln

ctg
Leu

gag
Glu

atg
Met

cag
Gln

gtg
Val

agc
Ser

gce

atc
Ile

aag
Lys

cag
Gln

atc
Ile

aac
Asn

aag
Lys

tac
Tyr

gag
Glu

ccc
Pro

cag
Gln

aag
Lys

gag
Glu

gce

ttc
Phe
460

atg
Val
480

agg
Arg
500

Pol y

agg
Arg
20

gag
Glu
40

atc
Ile
60

aac
Asn
80

gcc
Ala
100

aag
Lys
120

atc
Ile
140

ctg
Leu
160

ggc
Gly
180

atg

1380

1440

1500

1515

Nef

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600



Cys

cag
Gln

ccc
Pro

agc
Ser

aac
Asn

aca
Thr

ttc
Phe

acc
Thr

aac
Asn

gct
Ala

gce
Ala

cac
His

gac
Asp

aaa
Lys

cce
Pro

aga
Arg

cct
Pro

Thr

atc
Ile

gcc
Ala

agc
Ser

atc
Ile

aac
Asn

tac
Tyr

ctg
Leu

cce
Pro

agg
Arg

gce
Ala

agce
Ser

cac
His

gaa
Glu

aga
Arg

aaa
Lys

caa
Gln

Pro

atc
Ile

cct
Pro

gtg
Val

tac
Tyr

atc
Ile

aag
Lys

ctg
Leu

acc
Thr

ctg
Leu

cag
Gln

gce
Ala

gtg
Val

gcc
Ala

gga
Gly

gca
Ala

ttc
Phe

Tyr

agg
Arg

cag
Gln

gac
Asp

agg
Arg

ctg
Leu

agc
Ser

atc
Ile

ctg
Leu

atg
Met

cag
Gln

agg
Arg

atg
Met

ccg
Pro

cce
Pro

gag
Glu

tct
Ser

Asp
185

gac
Asp
205

cag
Gln
225

gag
Glu
245

agg
Arg
265

gac
Asp
285

ctg
Leu
305

cag
Gln
325

gag
Glu
345

gcc
Ala
365

agg
Arg
385

cag
Gln
405

gcc
Ala
425

caa
Gln
445

agc
Ser
465

aga
Arg
485

ctt
Leu
505

Ile

atc
Ile

ggc
Gly

cag
Gln

tgg
Trp

gtg
Val

agg
Arg

aac
Asn

gag
Glu

gag
Glu

gga
Gly

tgc
Cys

aag
Lys

ttt
Phe

tgt
Cys

aag
Lys

tgg
Trp

Asn

atc
Ile

cag
Gln

atc
Ile

atc
Ile

aag
Lys

gcc
Ala

gcc
Ala

atg
Met

gct
Ala

cce
Pro

agg
Arg

tgc
Cys

cce
Pro

gga
Gly

cag
Gln

agg
Arg

Gln

aac
Asn

ctg
Leu

cag
Gln

cag
Gln

cag
Gln

gag
Glu

aac
Asn

ctg
Leu

ctg
Leu

agg
Arg

gcc
Ala

cce
Pro

cat
His

tct
Ser

aga
Arg

aga
Arg
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Met

gag
Glu

agg
Arg

tgg
Trp

ctg
Leu

gga
Gly

cag
Gln

cce
Pro

acc
Thr

aag
Lys

aag
Lys

ccce
Pro

gac
Asp

ggc
Gly

gct
Ala

gaa
Glu

cca
Pro

Leu
190

gag
Glu
210

gag
Glu
230

atg
Met
250

ggc
Gly
270

cca
Pro
290

acc
Thr
310

gac
Asp
330

gcc
Ala
350

gag
Glu
370

ccc
Pro
390

agg
Arg
410

agg
Arg
430

tca
Ser
450

aaa
Lys
470

gcc
Ala
490

gta
Val
510

Asn

gce
Ala

cce
Pro

tac
Tyr

ctc
Leu

aag
Lys

gac
Asp

tgc
Cys

tgc
Cys

gcc
Ala

atc
Ile

agg
Arg

cag
Gln

agt
Ser

gaa
Glu

tta
Leu

gtg
Val

72

Cys

gce
Ala

agc
Ser

agg
Arg

cag
Gln

gag
Glu

gcc
Ala

aag
Lys

cag
Gln

ctg
Leu

aag
Lys

cag
Gln

gce
Ala

gca
Ala

cta
Leu

caa
Gln

acc
Thr

Val

gac
Asp

ggc
Gly

cag
Gln

aag
Lys

ccce
Pro

gcc
Ala

ctg
Leu

ggc
Gly

gcc
Ala

tgc
Cys

ggc
Gly

ggt
Gly

tca
Ser

cat
His

gga
Gly

gce
Ala

Gly

tgg
Trp

agc
Ser

cag
Gln

tgc
Cys

ttc
Phe

gtg
Val

gtg
Val

gtg
Val

ccc
Pro

tgg
Trp

tgc
Cys

ttt
Phe

999
Gly

gca
Ala

ggt
Gly

cac
His

Asp
195

gac
Asp

215

gac
Asp
235

aac
Asn
255

gtg
Val
275

cag
Gln
295

aag
Lys
315

ctg
Leu
335

ggc
Gly
355

gtg
Val
375

aac
Asn
395

tgg
Trp
415

agg
Arg
435

gct
Ala
455

gtt
Val
475

gac
Asp
495

atc
Ile
515

His

ctg
Leu

atc
Ile

cct
Pro

agg
Arg

tca
Ser

aac
Asn

aag
Lys

ggc
Gly

ccce
Pro

tgc
Cys

aag
Lys

cct
Pro

gat
Asp

999
Gly

aga
Arg

gag
Glu

Gln

cag
Gln

gce
Ala

atc
Ile

atg
Met

tat
Tyr

tgg
Trp

ggc
Gly

ccce
Pro

atc
Ile

ggc
Gly

tgc
Cys

tgg
Trp

gcc
Ala

caa
Gln

gga
Gly

ggc
Gly

Ala

cac
His

ggc
Gly

ccce
Pro

tac
Tyr

gtg
Val

atg
Met

ctg
Leu

ggc
Gly

ccce
Pro

aag
Lys

ggc
Gly

tcc
Ser

aac
Asn

gca
Ala

ttt
Phe

cag
Gln

Ala

cct
Pro

acc
Thr

gtg
Val

aac
Asn

gac
Asp

acce
Thr

ggc
Gly

cag
Gln

ttc
Phe

gag
Glu

aag
Lys

atg
Met

tgc
Cys

gca
Ala

gct
Ala

ccce
Pro

Met
200

cag
Gln
220

aca
Thr
240

ggc
Gly
260

ccc
Pro
280

agg
Arg
300

cag
Gln
320

gtg
Val
340

aag
Lys
360

gcc
Ala
380

ggc
Gly
400

atg
Met
420

999
Gly
440

tcc
Ser
460

gag
Glu
480

gca
Ala
500

gtg
Val
520

660

720

780

840

900

960

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1380

1440

1500

1560



gag
Glu

cac
His

aac
Asn

ccc
Pro

atc
Ile

aag
Lys

gag
Glu

gce
Ala

agg
Arg

aag
Lys

gac
Asp

cce
Pro

agc
Ser

tgg
Trp

tac
Tyr

agg
Arg

ctg
Leu

gtg
Val

tac
Tyr

gtg
Val

atc
Ile

gcc
Ala

cag
Gln

aag
Lys

atc
Ile

gtg
Val

aag
Lys

atg
Met

ggc
Gly

gac
Asp

gac
Asp

gag
Glu

ctg
Leu

agg
Arg

ctg
Leu

acc
Thr

gag
Glu

aac
Asn

aag
Lys

tgg
Trp

gac
Asp

aag
Lys

aca
Thr

gag
Glu

tac
Tyr

atc
Ile

gag
Glu

gac
Asp

gcc
Ala

gag
Glu

cag
Gln

ctg
Leu

ccc
Pro

atc
Ile

atc
Ile

gtg
Val

cct
Pro

ggc
Gly

aag
Lys

cag
Gln

aag
Lys

ctg
Leu

aga
Arg

gce
Ala

ccc
Pro

tac
Tyr

gag
Glu

aag
Lys

aac
Asn
525

aag
Lys
545

gag
Glu
565

ttc
Phe
585

gag
Glu
605

ctg
Leu
625

cag
Gln
645

aag
Lys
665

gac
Asp
685

ggc
Gly
705

gag
Glu
725

tac
Tyr
745

cag
Gln
765

tgg
Trp
785

gcc
Ala
805

ggc
Gly
825

ctg
Leu
845

acc
Thr

atc
Ile

gtg
Val

ggc
Gly

ccc
Pro

agc
Ser

ctg
Leu

gac
Asp

ttc
Phe

ggc
Gly

aag
Lys

ccc
Pro

gag
Glu

ggc
Gly

aga
Arg

atg
Met

ctg
Leu

ggc
Gly

gtg
Val

ctg
Leu

agg
Arg

gtg
Val

aag
Lys

gag
Glu

aag
Lys

acc
Thr

ctg
Leu

gag
Glu

aag
Lys

gac
Asp

gag
Glu

tac
Tyr

ggc
Gly

agg
Arg

gcc
Ala

ggc
Gly

ggc
Gly

aac
Asn

aag
Lys

gag
Glu

gag
Glu

aac
Asn

gag
Glu

gag
Glu

gag
Glu

acc
Thr

gag
Glu

gtg
vVal

ccc
Pro

ggc
Gly

gcc
Ala
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gac
Asp

ggc
Gly

aag
Lys

ctg
Leu

gtg
Val

aag
Lys

gcc
Ala

aag
Lys

gtg
vVal

ggc
Gly

ggc
Gly

ttc
Phe

agg
Arg

ctg
Leu

gag
Glu

gcc
Ala

agg
Arg

gac
Asp
530

atc
Ile
550

agg
Arg
570

ctg
Leu
590

gcc
Ala
610

atc
Ile
630

cct
Pro
650

tgg
Trp
670

cag
Gln
690

atc
Ile
710

atc
Ile
730

ggc
Gly
750

cac
His
770

gcc
Ala
790

gag
Glu
810

atc
Ile
830

ggc
Gly
850

agc
Ser

ggc
Gly

atc
Ile

acc
Thr

ctg
Leu

gtg
Val

ccc
Pro

agg
Arg

ctg
Leu

tac
Tyr

atc
Ile

tgg
Trp

tac
Tyr

tgg
Trp

ctg
Leu

agc
Ser

gag
Glu

73

atc
Ile

ggc
Gly

aag
Lys

gcc
Ala

aag
Lys

gcc
Ala

acc
Thr

atg
Met

ggc
Gly

tac
Tyr

cce
Pro

ctg
Leu

ctg
Leu

aag
Lys

gag
Glu

atg
Met

acc
Thr

gtg
Val

ttc
Phe

ggc
Gly

ctg
Leu

ccc
Pro

ctg
Leu

aac
Asn

ctg
Leu

atc
Ile

agc
Ser

gac
Asp

tgg
Trp

atg
Met

ttt
Phe

gcc
Ala

agg
Arg

tac
Tyr

acc
Thr

atc
Ile

acc
Thr

ggc
Gly

ggc
Gly

agg
Arg

cce
Pro

atc
Ile

cct
Pro

gcc
Ala

tgg
Trp

aag
Lys

cag
Gln

gac
BAsp

agc
Ser

agg
Arg

ggc
Gly

ggc
Gly
535

aac
Asn
555

atc
Ile
575

atg
Met
585

aag
Lys
615

gaa
Glu
635

tac
Tyr
655

gac
Asp
675

cac
His
695

agg
Arg
715

cag
Gln
735

ctg
Leu
755

cce
Pro
775

ccc
Pro
795

cag
Gln
815

agc
Ser
835

agg
Arg
855

atc
Ile

aca
Thr

atg
Met

agc
Ser

gac
Asp

atc
Ile

aac
Asn

ttc
Phe

ccc
Pro

agg
Arg

gac
Asp

gtg
Val

gce
Ala

acc
Thr

gcc
Ala

aag
Lys

ctg
Leu

gag
Glu

aag
Lys

acc
Thr

ctg
Leu

ggc
Gly

tgc
Cys

acc
Thr

agg
Arg

gcc
Ala

cac
His

tac
Tyr

ccce
Pro

cag
Gln

ctg
Leu

tgc
Cys

cce
Pro

ctg
Leu

ctg
Leu

gag
Glu

ggc
Gly

aac
Asn

ccc
Pro

gag
Glu

ccc
Pro

gag
Glu

ggc
Gly

agg
Arg

acc
Thr

gtg
val

acc
Thr

gce
Ala

cag
Gln

gcc
Ala

ggc
Gly

gga
Gly

tac
Tyr

gac
Asp

ttc
Phe

aag
Lys

aag
Lys

acc
Thr

ctg
Leu

ctg
Leu

atc
Ile

agc
Ser

aac
Asn

agc
Ser

tac
Tyr

agg
Arg

ggc
Gly

gag
Glu

ccce
Pro
540

aag
Lys
560

acc
Thr
580

ccc
Pro
600

ctg
Leu
620

atg
Met
640

ttc
Phe
660

aac
Asn
680

gcc
Ala
700

ctg
Leu
720

ggc
Gly
740

gtg
Val
760

aag
Lys
780

acc
Thr
800

aag
Lys
820

gac
Asp
840

gtg
Val
860

1620

1680

1740

1800

1860

1920

1980

2040

2100

2160

2220

2280

2340

2400

2460

2520

2580



gag
Glu

gag
Glu

gag
Glu

gac
Asp

gcg
Ala

ttc
Phe

ctc
Leu

gtg
Val

agg
Arg

gcc
Ala

gag
Glu

atc
Ile

acc
Thr

atc
Ile

tgg
Trp

ctg
Leu

gac
Asp

ggc
Gly

aag
Lys

ctg
Leu

atc
Ile

cag
Gln

cag
Gln

ggc
Gly

ctg
Leu

gag
Glu

ggc
Gly

cac
His

aac
Asn

tgg
Trp

acc
Thr

gtg
Val

ggc
Gly

cag
Gln

gag
Glu

gtg
Val

gac
Asp

aag
Lys

aag
Lys

gtg
Val

atc
Ile

tac
Tyr

aag
Lys

cag
Gln

ggc
Gly

ggc
Gly

gac
Asp

agg
Arg

agc agc
Ser Ser
865

aag tac
Lys Tyr
885

aag ctg
Lys Leu
905

ggc gtg
Gly Val
925

atg agc
Met Ser
945

gac cct
Asp Pro
965

atc gag
Ile Glu
985

ctg aac
Leu Asn
1005

cgc ggc
Arg Gly
1025

gag gag
Glu Glu
1045

ccc ctg
Pro Leu
1065

gag gac
Glu Asp
1085

gtg agg
Val Arg
1105

cag gtg
Gln Val
1125

tac tgg
Tyr Trp
1145

ctg gtg
Leu Val
1165

cag
Gln

aac
Asn

gcc
Ala

agc
Ser

cac
His

cce
Pro

ctg
Leu

tgg
Trp

aag
Lys

aac
Asn

gag
Glu

aag
Lys

ctg
Leu

ccc
Pro

cag
Gln

ttc
Phe

agc
Ser

cag
Gln

tac
Tyr

gtg
Val

ttc
Phe

ttc
Phe

ccc
Pro

gcc
Ala

atg
Met

aag
Lys

gcc
Ala

atc
Ile

ctg
Leu

aag
Lys

gtg
Val

aat
Asn

ctg
Leu

ggc
Gly

agg
Arg

agg
Arg

atc
Ile

cag
Gln

cag
Gln

gcc
Ala

aca
Thr

atc
Ile

acc
Thr

ctg
Leu

gcc
Ala

ttc
Phe

aca
Thr

ctg
Leu

ES 2392670 T3

ggc ggc
Gly Gly
870

cag tac
Gln Tyr
890

aag cag
Lys Gln
910

ccc aag
Pro Lys
930

ctg aac
Leu Asn
950

tgg atg
Trp Met
970

agg gag
Arg Glu
990

cag att
Gln Ile
1010

ctg acc
Leu Thr
1030

att ctg
Ile Leu
1050

gtg atc
Val Ile
1070

aag gtg
Lys Val
1090

cac gtg
His val
1110

cac ctg
His Leu
1130

tgg atc
Trp Ile
1150

gtg aag
Val Lys
1170

ctg
Leu

atg
Met

aac
Asn

gtg
Val

agc
Ser

ggc
Gly

acc
Thr

tac
Tyr

gag
Glu

agc
Ser

aag
Lys

ggc
Gly

atc
Ile

ccc
Pro

ccc
Pro

gac
Asp

74

ggc
Gly

aac
Asn

atg
Met

ccc
Pro

atc
Ile

tac
Tyr

tgg
Trp

ccc
Pro

gag
Glu

cag
Gln

agc
Ser

aag
Lys

cag
Gln

gtg
Val

gag
Glu

ccc
Pro

aag
Lys

acc
Thr

gac
Asp

ctg
Leu

ggc
Gly

gag
Glu

acc
Thr

ggc
Gly

gtg
Val

gag
Glu

cag
Gln

ttc
Phe

aag
Lys

gag
Glu

tgg
Trp

atc
Ile

ggc ctg
Gly Leu
875

ccc tgg
Pro Trp
895

gac atc
Asp Ile
915

agg gcc
Arg Ala
935

ttc agc
Phe Ser
955

ctg tgg
Leu Trp
975

gtg aac
Val Asn
995

atc aag
Ile Lys
1015

cag tgg
Gln Trp
1035

cag gag
Gln Glu
1055

gac aac
Asp Asn
1075

gcc aag
Ala Lys
1095

atc ggc
Ile Gly
1115

aag gac
Lys Asp
1135

gac ttc
Asp Phe
1155

gag ggc
Glu Gly
1175

agc
Ser

agg
Arg

gac
Asp

atg
Met

acc
Thr

ccce
Pro

gac
Asp

acc
Thr

acc
Thr

ggc
Gly

cag
Gln

atc
Ile

aag
Lys

gtg
val

atc
Ile

gag
Glu

agc
Ser

aac
Asn

gag
Glu

acc
Thr

ccc
Pro

acc
Thr

atc
Ile

aag
Lys

gag
Glu

tgc
Cys

tgg
Trp

aag
Lys

gag
Glu

tygg
Trp

agc
Ser

gag
Glu

agg
Arg

ccc
Pro

gag
Glu

tac
Tyr

gag
Glu

aag
Lys

cag
Gln

cac
His

atg
Met

tac
Tyr

agc
Ser

aac
Asn

gcc
Ala

gag
Glu

acc
Thr

acc
Thr

agc tgc
Ser Cys
880

gcc gag
Ala Glu
900

gac gac
Asp Asp
920

aag ctg
Lys Leu
940

gag aag
Glu Lys
960

tgg aag
Trp Lys
980

aag ctg
Lys Leu
1000

ctg tgc
Leu Cys
1020

gcc gag
Ala Glu
1040

tac cag
Tyr Gln
1060

tac aag
Tyr Lys
1080

acc cac
Thr His
1100

atc gtg
Ile val
1120

cag tgg
Gln Trp
1140

cct cct
Pro Pro
1160

tac tac
Tyr Tyr
1180

2640

2700

2760

2820

2880

2940

3000

3060

3120

3180

3240

3300

3360

3420

3480

3540



acc
Thr

ggc
Gly

ttc
Phe

gtg
Val

atc
Ile

atc
Ile

aag
Lys

ttc
Phe

tac
Tyr

atg
Met

atg
Met

cag
Gln

<210>
<211>
<212>
<213>

gac
Asp

aag
Lys

ctg
Leu

atg
Met

gag
Glu

ggc
Gly

agg
Arg

agg
Arg

atc
Ile

agg
Arg

gac
Asp

agc
Ser

<220>

<221>
<222>
<223>

<220>

<221>
<222>
<223>

ggc
Gly

gac
Asp

atg
Met

ggc
Gly

gag
Glu

ggc
Gly

atc
Ile

cag
Gln

tac
Tyr

cac
His

gac
Asp

aag
Lys

24
7180
ADN
Secuencia

agc tgc
Ser Cys
1185

aag gtg
Lys Val
1205

gcc ctg
Ala Leu
1225

atc atc
Ile Ile
1245

atg att
Met Ile
1265

aac cag
Asn Gln
1285

acc gtg
Thr Val
1305

tac acc
Tyr Thr
1325

aag gtg
Lys Val
1345

gtg ctg
Val Leu
1365

atc ctg
Ile Leu
1385

gag ctg
Glu Leu
1405

aac
Asn

aag
Lys

acc
Thr

acc
Thr

aag
Lys

gag
Glu

ctg
Leu

gcc
Ala

ctg
Leu

gag
Glu

atc
Ile

tag

aag
Lys

gtg
Val

gac
Asp

ggc
Gly

aag
Lys

atc
Ile

gac
Asp

ttc
Phe

cCccC
Pro

cccC
Pro

gcc
Ala

cag
Gln

ctg
Leu

agc
Ser

tgc
Cys

agc
Ser

gac
Asp

atc
Ile

acc
Thr

cag
Gln

ttc
Phe

tcc
Ser
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agc aag
Ser Lys
1190

gag cag
Glu Gln
1210

ggc ccc
Gly Pro
1230

ccc acc
Pro Thr
1250

gag att
Glu Ile
1270

cac ctg
His Leu
1290

ggc gac
Gly Asp
1310

ctg ccc
Leu Pro
1330

ggc tgg
Gly Trp
1350

agg aag
Arg Lys
1370

gac agg
Asp Arg
1390

artificial quimérica

de la proteina 89.6P-gpl20

gag
Glu

acc
Thr

aag
Lys

gag
Glu

tac
Tyr

gtg
Val

gce
Ala

agc
Ser

aag
Lys

gcc
Ala

acc
Thr

75

ggc
Gly

acc
Thr

gcc
Ala

agc
Ser

gtg
Val

agc
Ser

tac
Tyr

gtg
Val

ggc
Gly

aac
Asn

gac
Asp

Secuencia flanqueante izquierda de TK
1..499
TK-L

aag
Lys

aac
Asn

aac
Asn

gag
Glu

gcc
Ala

cag
Gln

ttc
Phe

aac
Asn

agc
Ser

ccc
Pro

ctg
Leu

gcc ggc
Ala Gly
1195

cag cag
Gln Gln
1215

atc atc
Tle Ile
1235

agc agg
Ser Arg
1255

tgg gtg
Trp Val
1275

ggc atc
Gly Ile
1295

agc atc
Ser Ile
1315

aac gcc
Asn Ala
1335

ccc gcc
Pro Ala
1355

gac gtg
Asp Val
1375

gag cac
Glu His
1395

tac
Tyr

gcc
Ala

gtg
vVal

ctg
Leu

ccc
Pro

agg
Arg

cct
Pro

gag
Glu

atc
Ile

acc
Thr

gac
Asp

Secuencia complementaria a secuencia codificante
519..2033
Secuencia complementaria a la secuencia codificante

atc
Ile

gag
Glu

gac
Asp

gtg
Val

gcc
Ala

cag
Gln

ctg
Leu

cce
Pro

ttc
Phe

ctg
Leu

agg
Arg

acc
Thr

ctg
Leu

agc
Ser

aac
Asn

cac
His

gtg
Val

gac
Asp

ggc
Gly

cag
Gln

gtg
Val

gtg
Val

gac agg
Asp Arg
1200

gag gcc
Glu Ala
1220

cag tat
Gln Tyr
1240

cag atc
Gln Tle
1260

aag ggc
Lys Gly
1280

ctg agg
Leu Arg
1300

gag gag
Glu Glu
1320

aag agg
Lys Arg
1340

tac acc
Tyr Thr
1360

cag tac
Gln Tyr
1380

gtg ctc
Val Leu
1400

3600

3660

3720

3780

3840

3900

3960

4020

4080

4140

4200

4218



<220>
<221>
<222>
<223>

<220>
<221>
<222>
<223>

<220>
<221>
<222>
<223>

<220>
<221>
<222>
<223>
<220>
<223>

TK-R

L2119

Promotor
2144.
Promotor pE/L para SIVgpn

.2183

.6444

Secuencia flanqueante
6488.

L7179

Secuencia del inserto
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Secuencia codificante
2227.
Secuencia codificante de la proteina SIVgpn

SIVgpn y NYVAC-89.6P-SIVgpn

<400> 24

aagcttttge
tgatgattca
attgcaaatc
attagaagcc
attcacagac
aagggtcaaa
aaaagaatcc
cgatatcgca
attctttatt
acggtcctce
tacttgtaca
tcggtctegg
ctgctgcacce
cacatgttga
ccgttggtge
aagaactcgce
tggttgaagg
agggtgttgt
atgttcctcece
ttgttgggcce
acgttgtcgg
agcagcagct
ttggtgcagg
gcgggcacdgce
atcacgctgg
accacgtcca
gtgatgtaga
gtcaggttgg
ggggtcagcet
atctggtcca

acctcctggg
tcggtgtegt
acgggcacgce
agcatcccca

gcgaattggg
aaaataaaat

gatcaataaa
ttttttaagt
actcaatatc
gtgggtcatt
tctcaagatt
cttaataaag
tctectageta
ttttctaacg
gtcatcatgg
tcttggecect
gctcgctect
tcteggtget
tgatctggce
tgatctgcett
cgccggcecac
cgccgceagtt
cgatggtctt
tccacttgge
tggcgtagaa
tggtgcagtt
tgaagtcctce
gggtagacac
ggccgcetgece
agtagtggat
tgttgcagct
gcctgttgaa
agctgcagtt
tggtgttett
tcacgcaggg
ccatgttgtt
ggttggggtc
aggctttggce
cgtagtacac
gcaggtacaa
taccaggcct
ttcaattttt

tggatcacaa
atttggctag
tagactttet
gttatgaatc
ttaaaaaact
gatatttgtt
ccaccgcaat
tgatggatat
gtaccaaggc
ggtgggggce
ccagttgtcc
gttgccgeceg
ggtgatggga
gatcctgcac
gttccaggtg
gaagctgtgc
gttcctgaac
cctgctgatg
ggccctgeeg
aatcaccacg
gctcctgatc
cacgggcctg
gttgaaggtc
ggggatgggce
aatcagcctg
cagggcgtac
cttgatctceg
ggtgatgtte
cttcaggctc
cttccacata
ggtgggcacyg
gtcgctggceg
ggtcacccac
ggtggccagce
agatctgtcg
aagctcgcegce

Secuencia complementaria de promotor
2081.
Secuencia complementaria del promotor pE/L para 89.6P-gpl20

derecha de TK

ccagtatctce
tcaagatgat
gttattatta
tctttcagag
gtttaacaag
cgactttgtg
agatcctatt
attaaagtcg
gcggatcctt
acgccgatgg
ctcatgtcgce
tcgcgagtcea
ggggcgtaca
tgcagggtga
ctgttgaaca
atcacgatct
ttctecctea
ttgcagtggyg
gggccgatgce
ctctcgttceca
acgatgtcct
atgccgtggg
ttgttgttge
tggaagctca
tacttggtgt
tcettettea
ccctecteca
aggttggtge
tcgteccaca
ttgaagttct
caggcgtggg
cagaacaggg
agcttctegg
ggttgcagag
acttcgagcet
caaatttagce
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ttaacgatgt
gaatcttcat
ttgatccaat
gaatacagac
gtccctattg
attagtttga
agatacatag
aataaagtga
actacctcett
gctcgatcct
cgeegeeggg
gcagcaggcc
tggccttgece
tgatgtcgtt
gctgggeggt
cggggtcegcece
gcttgatgac
cctgcectgat
tcagcctctce
gctgcacgat
cttcggceccag
tgcactgcac
acttcaggat
ctttagggca
tgctggtgtt
ccttgttect
tcatgcccca
agttcagggt
ggctgatgat
cggtcacgtt
tggcccacac
tggtggtgge
tcgctagcac
accccatggg
tatttatatt
ttaaaaattg

tcttegecaga
tatctgatat
caaaaaataa
aattgacaaa
ttacagatgg
tgcgattcaa
atcctegteg
acaataatta
ctcectetge
caccaccttg
cctgaagatc
ggtgatgttg
caccttctge
gcccteggtyg
gttgcagtag
gcecgcetgete
gatctgctgce
gtcgceccgatg
cctggtgttg
gatggtcttc
gctgcegtte
ggtgctcacg
ggcgaagccg
ggcctgggta
cttcacgggce
gatggaggtg
gctgctgcetg
cacgcacagg
gtcctegtgce
gcccagcacce
gttgtgcacc
ctcectcecac
ggaagcgacc
catgctggceg
ccaaaaaaaa
aaattttatt

presente en el genoma de los vectores MVA-89.6P-

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
900
960

1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620
1680
1740
1800
1860
1920
1980
2040
2100
2160



ttttttettt
gccaggatge
atcaggctga
aacgagctgg
aagatcctga
tacaacaccg
gaggccaagc
cccaagacca
cagatcggcg
aagctgatcg
gagggctgca
gccatgcaga
cctcagcecg
accacaagca
gtgggcaaca
aaccccacaa
gacaggttct
acccagaccc
ggcgtgaacc
cagaaggcta
ttcgecegeceg
gagggccaca
aagatggacc
atggggaaag
tgctccecca
gcagagagaa
gctgcacctce
ccegtggagg
ggaccccact
tacaagaacg
gacaccccca
ttcecceecatceg
aagctgaagc
aagatggaga
accttcgcca
ctgaacaggg
ctggccaaga
atcctggaca
agcggcecccg
aacgtgagcg
agcaagtggg
tacacctacg
aggaagaggc
ggcgacctga
gaggtggagg
agctgcgagg
gccgaggaga
gacgacgacc
aagctggcga
gagaagttcc
tggaagctcc
aagctggtygyg
ctgtgcagge
gccgaggecyg
taccaggagg
tacaagatcc
acccacacca
atcgtgatct
cagtggtgga
cctcctetgg

ggaatataaa
gcgtgaggaa
ggcccaacgg
acaggttcgg
gcgtgetgge
tgtgcgtgat
agatcgtgca
gcaggcccac
gcaactacgt
aggagaagaa
cceccttacga
tcatcaggga
cccctcagcea
gcgtggacga
tctacaggag
acatcctgga
acaagagcct
tgctgatcca
ccaccctgga
ggctgatgge
cccagcagag
gcgccaggcea
acgtgatggce
aagccccgca
gaggacccag
aagcagagag
aattctctct
tgctgctgaa
acacccccaa
tggagatcga
tcaacatctt
ccaaggtgga
agtggcctct
aggacggcca
tcaagaagaa
tgacacagga
aggagaaggg
tgtacctgga
gcatcagata
acgaggccca
acgacccctg
aggcctacgce
tggaggaggg
ggcagaagct
acggcagecag
gccagaagta
aggagaagcet
tggtgggegt
tcgacatgag
agaaggaccc
agaagatcga
gcgtgetgaa
tgatccgegg
agtacgagga
gcaagcccect
accaggagga
acggcgtgag
ggggccaggt
ccgactactg

tgaggctggt
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taagctcgaa
cagcgtgctg
caagaagaag
cctggeccgag
ccceectggtg
ctggtgcatc
gaggcacctg
cgcccccagce
gcacctgccc
gttcggcgcece
catcaaccag
catcatcaac
gggccagctg
gcagatccag
gtggatccag
cgtgaagcag
gagggccgag
gaacgccaac
ggagatgctg
cgaggctctg
gggacccagg
gtgcagggce
caagtgcccc
atttccccat
ctgtggatct
aaagcagaga
ttggaggaga
caccggcgcce
gatcgtgggc
ggtgctgggce
cggcaggaac
gcccgtgaag
gagcaaggag
gctggaggag
ggacaagaac
cttcaccgag
cggceetggag
gaaggaggag
ccccaagacce
ggaggacgag
gggcgaggtyg
cagatacccc
catgggegge
gctgagggcec
ccagagcctg
caaccagggc
ggcctacagg
gagcgtgagg
ccacttcate
tcececttecag
gctgcccecag
ctgggcegec
caagatgaca
gaacaagatc
ggaggccacc
caagatcctg
gctgetggcee
gcccaagttce
gcaggtgaca
gttcaatctg

gtcgacagat
agcggcaaga
tatatgctga
agcctgcetgg
cccaccggcea
cacgccgagg
gtggtggaga
tccggecgeg
ctgagcccca
gaggtggtgc
atgctgaact
gaggaggccg
agggagccca
tggatgtaca
ctgggcctcee
ggaccaaagg
cagaccgacg
cccgactgcea
accgcctgcece
aaggaggccc
aagcccatca
cccaggaggce
gacaggcagg
ggctcaagtg
gctaaagaac
gaagccttac
ccagtagtga
gacgacagca
ggcatcggeg
aagaggatca
ctgctgaccg
gtggccctga
aagatcgtgg
gcccctcecca
aagtggagga
gtgcagcetgg
ggcatctact
ggcatcatcc
ttcggectggce
aggcactacc
ctggcetgga
gaggagctgg
gccatcagca
aggggcgaga
ggcggectgg
cagtacatga
aagcagaaca
cccaaggtge
ctgaacagca
tggatggget
agggagacct
cagatttacc
ctgaccgagg
attctgagce
gtgatcaaga
aaggtgggca
cacgtgatcc
cacctgceeg
tggatcccecceg
gtgaaggacc
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ctaggcctgg
aggccgacga
agcacgtggt
agaacaagga
gcgagaacct
agaaggtgaa
ccggcaccac
gcggcaacta
ggaccctgaa
ccggcttcca
gcgtgggcga
ccgactggga
gcggcagega
ggcagcagaa
agaagtgcegt
agcccttccea
ccgccgtgaa
agctggtgcet
agggcgtggg
tggcceceegt
agtgctggaa
agggctgctg
ccggttttag
catcaggggc
tacatgcagt
aaggaggtga
ccgcccacat
tcgtgaccgg
gcttcatcaa
agggcaccat
ccctgggeat
agcccggcaa
ccctgaggga
ccaaccccta
tgctgatcga
gcatccctca
acagcgccag
ccgactggceca
tgtggaagct
tgatgcagcec
agtttgaccc
aggccagcca
tgaggaggag
cctacggcag
gcaagggccet
acaccecectg
tggacgacat
ccctgagggce
tcggettcag
acgagctgtg
ggaccgtgaa
ccggcatcaa
aggtgcagtg
aggagcagga
gccaggacaa
agttcgccaa
agaagatcgg
tggagaagga
agtgggactt
ccatcgaggg

tacccaattc
gctggagaag
gtgggccgcee
gggctgccag
gaagagcctg
gcacaccgag
cgagaccatg
ccccecgtgeag
cgcctgggtg
ggccctgage
ccaccaggcc
cctgcagcac
catcgccgge
ccctatceccecce
gaggatgtac
gtcatatgtg
gaactggatg
gaagggcctg
cggcceecgge
gcccatcceccece
ctgcggcaag
gaagtgcggce
gccttggtcee
tgatgccaac
tgggcaagca
cagaggattt
cgagggccag
catcgagctg
cacaaaggag
catgaccggce
gagcctgaac
ggacggcccce
aatctgcgag
caacaccccce
cttcagggag
ccccgecggce
gaggcacagg
ggactacacc
ggtgcccgtyg
cgcccagacce
caccctggece
ggectgccag
caagceccgcece
gctgetgggce
gagcagecagg
gaggaaccce
cgacgaggag
catgacctac
cacccccegag
gcccaccaag
cgacatccag
gaccaagcac
gaccgagatg
gggctgctac
ccagtggagc
gatcaagaac
caaggaggcce
cgtgtgggag
catcagcacc
cgaggagacce

2220
2280
2340
2400
2460
2520
2580
2640
2700
2760
2820
2880
2940
3000
3060
3120
3180
3240
3300
3360
3420
3480
3540
3600
3660
3720
3780
3840
3900
3960
4020
4080
4140
4200
4260
4320
4380
4440
4500
4560
4620
4680
4740
4800
4860
4920
4980
5040
5100
5160
5220
5280
5340
5400
5460
5520
5580
5640
5700
5760



tactacaccg
gacaggggca
gaggccttcc
cagtatgtga
cagatcatcg
aagggcatcg
ctgaggaaga
gaggagttca
aagaggtaca
tacaccatga
cagtacatgg
gtgctccaga
taattaacta
aatataatac
aattgataat
gtatcaagga
acacggtata
acgttatttg
cggacgccat
cgttgatgag
aatttctgat
taattacgct
atggagatgc
aatgttacaa

<210>
<211>
<212>
<213>

25
27
ADN

<220>
<221>
<223> E/L

<400> 25

acggcagctg
aggacaaggt
tgatggccct
tgggcatcat
aggagatgat
gcggcaacca
ggatcaccgt
ggcagtacac
tctacaaggt
ggcacgtgct
acgacatcct
gcaaggagct
atattatatt
ttaaaaatgg
gagttagatt
cagttaaaac
ttagatggtg
agagatcatt
catgatccta
gaatatctac
gtaagatcca
ctacaaaatg
ccgtttccag
ccttttgctce
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caacaagcag
gaaggtgctg
gaccgacagc
caccggctgce
taagaagagc
ggagatcgac
gctggacatc
cgccttcacc
gctgccccag
ggagcccttc
gatcgcctcce
gtagctcgag
ttttatctaa
atgttgtgtc
acgaaccaga
tattactagg
ccaccgtagt
tctataattt
ttctaaatgg
gatccatcaa
aacgaggagg
tcatgattag
atcaatggat
cttcatattc

Secuencia artificial

tatttttttt ttttggaata taaatag

agcaaggagg
gagcagacca
ggccccaagg
cccaccgaga
gagatttacg
cacctggtga
ggcgacgcct
ctgcccagceg
ggctggaagg
aggaaggcca
gacaggaccg
ggggatccac
aaaactaaaa
gttagataaa
aagtgcaaat
agaattattt
gtatatagga
aggaatgatt
attgcgtgat
aaaacaactg
aaatgaacct
tattttaaac
caaggacttt
aggggaattc
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gcaaggccgg
ccaaccagca

ccaacatcat
gcgagagcag
tggcctgggt
gccagggcat
acttcagcat
tgaacaacgc
gcagccccgce
accccgacgt
acctggagca
tagttctaga
ataaacattg
ccgtttatgt
gaggtcgcaa
tttcttagta
tcggctcectg
atcaaatgga
gtgactctag
catccttcta
agtacggcgg
cccgtggeat
tatatcccac

ctacatcacc
ggccgagcetg
cgtggacagc
gctggtgaac
gcccgeccac
caggcaggtg
ccctctggac
cgagcccggce
catcttccag
gaccctggtg
cgacagggtg
gcggccgcecc
attaaatttt
attttgagga
aaaaactgcc
agttacagcg
gtacacatat
tgctaattga
tgactcggtt
agattatttt
atttactaag
ctagtcttaa
acggtaataa

5820
5880
5940
6000
6060
6120
6180
6240
6300
6360
6420
6480
6540
6600
6660
6720
6780
6840
6900
6960
7020
7080
7140
7180
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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
fusién que contiene secuencias de las proteinas Gag, Pol y Nef del VIH-1, estando la secuencia de nucleédtidos
correspondiente a la proteina Env y la secuencia de nucleétidos correspondiente a la proteina de fusion Gag-Pol-Nef
bajo el control de promotores idénticos e insertadas ambas secuencias en el mismo lugar de insercién del vector, el
locus de timidina quinasa, de manera que el vector recombinante carece del gen de la timidina quinasa.

2. Un vector recombinante derivado del virus MVA segun la reivindicacion 1, en el que tanto la secuencia de
nuclettidos correspondiente a la proteina Env como las secuencias utilizadas para generar la secuencia de
nucledtidos 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.

3. Un vector recombinante derivado del virus MVA segun la reivindicacion 2, en el que la secuencia de
nucleétidos 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 dltimo triplete correspondiente a la proteina gp120.

4. Un vector recombinante derivado del virus MVA segln una cualquiera de las reivindicaciones 2 y 3, en el
que la secuencia de nucledtidos 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 segun una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 4, en el
que los promotores que controlan las secuencias de la proteina Env y la proteina de fusion Gag-Pol-Nef son
promotores idénticos 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.

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 fusion Gag-Pol-Nef son promotores
sintéticos pE/L.

7. Un vector recombinante segln las reivindicaciones 1 a 6, en el que la secuencia de nucledtidos
correspondiente a la proteina Env se ha generado eliminando toda la secuencia del gen env que en la secuencia
natural de dicho gen aparece fras el ultimo triplete de !a proteina gp120, la secuencia de nucleétidos 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
promotores sintéticos pE/L.

8. Un vector recombinante segln la reivindicacion 7, en el que tanto la secuencia de nucleédtidos
correspondiente a la proteina Env como las secuencias utilizadas para generar la secuencia de nucleodtidos
correspondiente a la proteina de fusion Gag-Pol-Nef han sido obtenidas de aislados naturales del clade B.

9. Un vector recombinante segun la reivindicacion 8, en el que la secuencia de nucleétidos 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 segtn la reivindicacion 8, en el que las secuencias utilizadas para generar la
secuencia de nucledtidos de la proteina de fusién Gag-Pol-Nef han sido obtenidas del aislado 1IIB, estando la
secuencia de nuclettidos de dicha proteina de fusion representada por SEQ ID NO:16.

11. Un vector recombinante segun las reivindicaciones 9 y 10, en el que la secuencia de nucleédtidos
correspondiente a la proteina Env da lugar a una proteina que reproduce la secuencia de la proteina gp120 del
aislado BX08 y las secuencias utilizadas para generar la secuencia de nucleétidos correspondiente a la proteina de
fusion Gag-Pol-Nef han sido obtenidas del aislado I1IB, estando representadas dichas secuencias, respectivamente,
por SEQ ID NO:15y SEQ ID NO:16.

12. Un vector recombinante segln la reivindicacién 7, en el que tanto la secuencia de nucleétidos
correspondiente a la proteina Env como las secuencias utilizadas para generar la secuencia de nucledtidos
correspondiente a la proteina de fusion Gag-Pol-Nef han sido obtenidas de aislados naturales del clade C.

13. Un vector recombinante segln la reivindicacion 12, en el que la secuencia de nucledtidos

correspondiente a la proteina Env da lugar a una proteina que reproduce la secuencia de la proteina gp120 del
aislado CN54, representada por SEQ ID NO:17.
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14. Un vector recombinante segun la reivindicacion 12, en el que las secuencias utilizadas para generar la
secuencia de nucledtidos correspondiente a la proteina de fusion Gag-Pol-Nef han sido obtenidas del aislado CN54,
estando la secuencia de nucleétidos de la proteina de fusion representada por SEQ ID NO:18.

15. Un vector recombinante segun las reivindicaciones 13 y 14, en el que la secuencia de nuclettidos
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 nucleétidos de la proteina de fusion Gag-Pol-
Nef se han obtenido también del aislado CN54, estando representadas dichas secuencias, respectivamente, por
SEQ ID NO:17 y SEQ ID NO:18.

16. Una composicién que contiene, al menos, un vector recombinante segln una cualquiera de las
reivindicaciones 1 a 15.

17. Una composicion que contiene, al menos, un vector recombinante segun la reivindicacion 16 destinada
a ser administrada a un individuo con el propdsito de provocar o reforzar una respuesta inmune que ayude a
prevenir o a tratar una infeccion provocada por el virus VIH.

18. Una composicién segin una cualquiera de las reivindicaciones 16 y 17, que contiene al menos un
vector recombinante segln una cualquiera de las reivindicaciones 8 a 11.

19. Una composicién segun la reivindicaciéon 18, que contiene, al menos, un vector recombinante segln la
reivindicacion 11.

20. Una composicion segun la reivindicacion 19, destinada a ser administrada a un individuo con el
propésito de provocar o reforzar una respuesta inmune que ayuda a prevenir o tratar una infecciéon 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 inmune y una o mas dosis posteriores para reforzar la respuesta inmune inicial.

21. Una composicidén segun la reivindicacion 20, destinada a ser administrada como la primera dosis de
vacunacion con la que se desencadena la respuesta inmune.

22. Una composicidén 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 proposito de reforzar la respuesta
inmune inicial.

23. Una composicidn segun 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 proposito de reforzar la respuesta inmune inicial.

24. Una composicion seguin una cualquiera de las reivindicaciones 16 y 17, que contiene, al menos, un
vector recombinante seguin una cualquiera de las reivindicaciones 12 a 15.

25. Una composicion segun la reivindicacion 24, que contiene, al menos, un vector recombinante segun la
reivindicacion 15.

26. Una composicién segan la reivindicacion 25, destinada a ser administrada a un individuo con el
propésito de provocar o reforzar una respuesta inmune que ayuda a prevenir o tratar una infecciéon provocada por el
virus VIH como parte de un protocolo de inmunizacién 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.

27. Una composicidon 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 segun la reivindicacion 26, destinada a ser administrada como una o mas de las dosis
posteriores de vacunacién que tienen el proposito es reforzar la respuesta inmune inicial.

29. Una composicion segun 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 mas de las dosis posteriores de
vacunacion que tienen el propdsito de reforzar la respuesta inmune inicial.

30. Una composicién segin una cualquiera de las reivindicaciones 16 y 17, que contiene al menos un
vector recombinante segln una cualquiera de las reivindicaciones 8 a 11, y al menos un vector recombinante segln
una cualquiera de las reivindicaciones 12 a 15.

31. Una composicion segun la reivindicacion 30, que contiene, al menos un vector recombinante segtn la
reivindicacion 11y al menos un vector recombinante segun la reivindicacion 15.
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32. Una composicién segun la reivindicacion 31, destinada a ser administrada a un individuo con el
proposito de provocar o reforzar una respuesta inmune que ayuda a prevenir o tratar una infeccién 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 inmune y una o mas dosis posteriores para reforzar la respuesta inmune inicial.

33. Una composicion seguin la reivindicacién 32, destinada a ser administrada como la primera dosis de
vacunacion que tiene el propdsito de desencadenar la respuesta inmune.

34. Una composicion segun la reivindicacion 32, destinada a ser administrada tras la primera dosis de
vacunacion como una o mas de las dosis posteriores de vacunacion que tienen el propésito de reforzar la respuesta
inmune inicial.

35. Una composicion segln la reivindicacion 32, destinada a ser administrada tanto en la primera dosis de
vacunacion cuyo propdsito es desencadenar la respuesta inmune como en una o mas de las dosis posteriores de
vacunacion que tienen el propésito de reforzar la respuesta inmune inicial.

36. Uso de un vector recombinante derivado del virus MVA segln 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
una infeccién provocada por el virus VIH.

37. Uso segun la reivindicacién 36, en el que medicamento esta disefiado para ser la Gnica vacuna que se
suministre a un individuo para ayudar a prevenir o a tratar una infeccion provocada por el virus VIH.

38. Uso segun la reivindicacion 37, en el que el medicamento contiene al menos un vector segun una
cualquiera de las reivindicaciones 8 a 11 y/o al menos un vector segln una cualquiera de las reivindicaciones 12 a
15.

39. Uso segn la reivindicacion 36, en el que el medicamento esta disefiado para ser administrado como al
menos una de las dosis que forman parte de un protocolo de inmunizacién en el que se administra una primera dosis
de vacunacién para desencadenar la respuesta inmune y una segunda o mas dosis posteriores para reforzar la
respuesta inmune inicial.

40. Uso segun la reivindicacion 39, en el que el medicamento esta disefiado para ser administrado como
parte de, o constituyendo la primera dosis de vacunacion cuyo propésito es desencadenar la respuesta inmune
inicial.

41. Uso segun la reivindicacion 40, 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 un vector segin 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 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 un vector segun la reivindicacion 11, y/o al menos un vector segun la reivindicacion 15, y 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 recombinante derivado del virus NYVAC.

43. Uso segun la reivindicacion 42, en el que el medicamento disefiado para ser administrado como parte
de o constituyendo la primera dosis de vacunacién cuyo proposito es desencadenar la respuesta inmune inicial,
contiene al menos un vector segin la reivindicacion 11, y 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 el vector recombinante NYVAC-B.

44. Uso segun la reivindicacion 42, en el que el medicamento disefiado para ser administrado como parte
de, o constituyendo la primera dosis de vacunacion cuyo propdsito es desencadenar la respuesta inmune inicial,
contiene al menos un vector segln la reivindicacion 15, y 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 el vector recombinante NYVAC-C.

45. Uso segUn la reivindicacién 41, en el que tanto el medicamento disefiado para ser administrado como
parte de, o constituyendo la primera dosis de vacunacion -cuyo propdsito es desencadenar 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

81



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2392670 T3

vector segiin una cualquiera de las reivindicaciones 8 a 11, y/o al menos un vector segun una cualquiera de las
reivindicaciones 12 a 15.

46. Uso segun la reivindicacion 45, en el que tanto el medicamento disefiado para ser administrado como
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 segtn
la reivindicacién 12.

47. Uso segun la reivindicacion 46 en el que tanto el medicamento disefiado para ser administrado como
parte de o constituyendo la primera dosis de vacunacion —cuyo propésito es desencadenar 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 segun la reivindicacion 15.

48. Uso segun la reivindicacion 39, en el que el medicamento esta disefiado para ser administrado como
parte de, o constituyendo la segunda y/o dosis posteriores cuyo propdsito es reforzar la respuesta inmune inicial,
previamente desencadenada.

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 proposito es reforzar la respuesta inmune inicial,
previamente desencadenada- contiene al menos un vector segtn una cualquiera de las reivindicaciones 8 a 11 y/o al
menos un vector segun una cualquiera de las reivindicaciones 12 a 15.

50. Uso segun la reivindicacion 49, en el que el medicamento disefiado para ser administrado como parte
de, o constituyendo la segunda y/o dosis posteriores -cuyo propésito es reforzar la respuesta inmune inicial,
previamente desencadenada- contiene al menos un vector segin una cualquiera de las reivindicaciones 8 a 11, y/o
al menos un vector segin una 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 propésito es desencadenar la
respuesta inmune inicial- contiene al menos un vector recombinante derivado del virus NYVAC.

51. Uso segun 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 segun la reivindicacion 11 y en el que el medicamento disefiado para
ser administrado como parte de, o constituyendo la primera dosis de vacunacion -cuyo propésito es desencadenar la
respuesta inmune inicial- contiene al menos el vector recombinante NYVAC-B.

52. Uso segun 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 segun la reivindicacion 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 el vector recombinante NYVAC-C.

53. Uso segun la reivindicacién 49, 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 segiin una cualquiera de las reivindicaciones 8 a 11, y/o al menos un
vector segun 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 vacunaciéon -cuyo propésito es desencadenar la respuesta
inmune inicial- contiene al menos un plasmido recombinante que contiene secuencias codificantes de antigenos del
VIH-1.

54. Uso segun 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, previamente
desencadenada- contiene al menos un vector segun cualquiera de las reivindicaciones 8 a 11, y/o al menos un
vector segun 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 propésito es desencadenar la respuesta
inmune inicial- contiene al menos un plasmido recombinante que contiene secuencias codificantes de antigenos del
VIH-1 que estan presentes también en al menos uno de los vectores segun cualquiera de las reivindicaciones 8 a
11, o segun una cualquiera de las reivindicaciones 12 a 15 que forman parte o constituyen la segunda dosis y/o
dosis posteriores de vacunacion.

55. 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 al menos un vector segun la reivindicacion 11, y en el que el medicamento disefiado para
ser administrado como parte de, o constituyendo la primera dosis de vacunacién -cuyo prop6sito 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 al menos un vector seglin la reivindicacion 15 y en el que el medicamento disefiado para
ser administrado como parte de, o constituyendo la primera dosis de vacunacion -cuyo propésito 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
fusién que contiene secuencias de las proteinas Gag, Pol y Nef del virus de la inmunodeficiencia de simio, SIV, en el
que las secuencias de nucleotidos de la proteina Env y de la proteina de fusion Gag-Pol-Nef estan controladas por
promotores idénticos y en el que ambas secuencias estan insertadas en el mismo lugar de insercién del vector, el
locus de timidina quinasa, de manera que el vector recombinante carece del gen de la timidina quinasa.

58. Un vector recombinante seguin la reivindicacion 57, en el que tanto la secuencia de nucledtidos
correspondiente a la proteina Env como las secuencias utilizadas para generar la secuencia de nucleétidos de la
proteina de fusion Gag-Pol-Nef se generan a partir de las secuencias de proteinas Env, Gag, Pol y Nef de virus
quimeéricos de la inmunodeficiencia de simio y humano, SHIV.

59. Un vector recombinante derivado del virus MVA seglin la reivindicacion 58, en el que la secuencia de
nucledtidos 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.

60. Un vector recombinante derivado del virus MVA seguin cualquiera de las reivindicaciones 58 y 59, en el
que la secuencia de nucledtidos que codifica la proteina de fusién Gag-Pol-Nef no se proteoliza por accién de la
proteasa retroviral.

61. Un vector recombinante derivado del virus MVA seglin una cualquiera de las reivindicaciones 57 a 60,
en el que los promotores que controlan las secuencias de la proteina Env y la proteina de fusion Gag-Pol-Nef son
promotores idénticos 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.

62. Un vector recombinante derivado del virus MVA segun la reivindicacion 61, en el que los promotores
que controlan las secuencias de la proteina Env y de la proteina de fusién Gag-Pol-Nef son promotores sintéticos
pE/L.

63. Un vector recombinante segln las reivindicaciones 57 a 62, en el que la secuencia de nucledtidos
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 tltimo triplete correspondiente a la proteina gp120, la secuencia de nucledtidos
que codifica la proteina de fusion Gag-Pol-Nef da lugar a una poliproteina que no se proteoliza por accién de la
proteasa del HIV y los promotores bajo cuyo control estan las secuencias correspondientes a la proteina Envy a la
proteina Gag-Pol-Nef son promotores sintéticos pE/L.

64. Un vector recombinante segun la reivindicacion 63, en el que tanto la secuencia de nucledtidos
correspondiente a la proteina Env como las secuencias utilizadas para generar la secuencia de nucledtidos
correspondiente a la proteina de fusion Gag-Pol-Nef han sido obtenidas del virus quimérico SHIV89.6P.

65. Un vector recombinante segln la reivindicacion 64, en el que la secuencia de nucleétidos de la proteina
Env esta representada por SEQ ID NO:22.

66. Un vector recombinante segln la reivindicacion 64, en el que la secuencia de nucleétidos de la proteina
de fusion Gag-Pol-Nef esta representada por SEQ ID NO:23.

67. Un vector recombinante segln las reivindicaciones 65 y 66 que comprende un inserto cuya secuencia
esta representada por SEQ ID NO:24.

68. Una composicion que comprende al menos un vector recombinante seglin una cualquiera de las
reivindicaciones 57 a 67.

69. Una composicion segln la reivindicacion 68, que comprende adicionalmente al menos un excipiente
farmacéuticamente aceptable.

70. Uso de un vector recombinante seglin una cualquiera de las reivindicaciones 57 a 67, o de una
composicion seguiin una cualquiera de las reivindicaciones 68 o 69, para evaluar la capacidad para conferir
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proteccion frente a la infeccion por el VIH de un vector segin una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 15 que
presenta la misma estructura de organizacion génica, sitio de insercion y promotores que el vector segin 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
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
nimero de particulas virales presentes en el plasma de muestras de sangre extraidas del primate, el porcentaje de
células CD4" y/o CD8" en el total de las células mononucleares de sangre periférica (PBMC), la tasa de
supervivencia de los primates infectados o combinaciones de las mismas.

71. Uso segun la reivindicacion 70, en el que se determina el nimero de particulas virales presentes en el
plasma de las muestras de sangre extraidas del primate no humano determinando el nimero de copias de ARN viral
presentes en el plasma.

72. Uso segun una cualquiera de las reivindicaciones 70 6 71, en el que el primate no humano es un
macaco.

73. Uso segun la reivindicacion 72, en el que el virus capaz de infectar al macaco y de causar sintomas
similares a los del SIDA es una forma patégena del virus de la inmunodeficiencia de simio y humana (SHIV).

74. Uso segun la reivindicacion 73, en el que la forma patégena del virus de la inmunodeficiencia de simio y
humana inoculada es el SHIV89.6P.

75. Uso segun las reivindicaciones 73 6 74, en €l que el nimero de copias de ARN viral presentes en el
plasma del macacos se determina transcurridos al menos 10 dias desde el momento de la inoculacion del virus
SHIV.

76. Uso segun 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
administrado a los macacos previamente a la inoculaciéon del SHIV89.6P es un vector de la reivindicacion 67.

78. Uso segun la reivindicacién 77, en el que el vector segin una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 15
que presenta la misma estructura de organizacion génica, sitio de insercion y promotores que el vector de la
reivindicacion 67 es el vector MVA-B y/o el vector MVA-C.

79. Uso segun la reivindicacion 78, en el que el vector de la reivindicacion 67 se administra a los macacos
en una o mas dosis de potenciacion de la respuesta inmune.

80. Uso segun la reivindicacion 79, en el que el vector de la reivindicacion 67 se administra a los macacos
en la tercera dosis de vacunacion.

81. Uso segun la reivindicacion 80, en el que el vector de la reivindicacion 67 se administra a los macacos
adicionalmente en una cuarta dosis de vacunacion.

82. Uso segun 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.

83. Uso segun 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.

84. Uso segun 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 segun 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
organizacion génica, sitio de insercion y promotores que un vector derivado de MVA seglin una cualquiera de las
reivindicaciones 57 a 67 como control en un procedimiento en el que se evalia la eficacia como vacuna de un vector
derivado del virus MVA segun una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 15 mediante el uso del vector segin una
cualquiera de las reivindicaciones 57 a 67 que presenta la misma estructura de organizaciéon génica, sitio de
insercion y promotores que el vector derivado de MVA segun una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 15.
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87. Uso segun la reivindicacién 86, en el que el vector recombinante derivado del virus NYVAC comprende
un inserto cuya secuencia esta representada por SEQ ID NO:24 y el vector recombinante derivado de MVA que se
utiliza en el procedimiento en el que se evallia la eficacia como vacuna de otro vector recombinante derivado del
virus MVA seglin una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 15 es un vector recombinante de la reivindicacion 11.

88. Uso segln la reivindicacion 87, en el que se evalla 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
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 SIV, inserto en el cual la secuencia
codificante de la proteina Env y la secuencia codificante de la proteina de fusién Gag-Pol-Nef estan bajo el control
de promotores idénticos localizados en direcciones opuestas y en la zona mas interna del inserto, caracterizado por
que el inserto esté flanqueado, en uno de sus extremos, por una primera secuencia flanqueante del locus de timidina
quinasa y, en el otro extremo, 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 corta, y
un gen marcador situado entre la segunda secuencia flanqueante mas corta y la tercera secuencia.

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 idénticos que controlan dichas secuencias codificantes son promotores sintéticos
pE/L y el gen marcador es LAC-Z.
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