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DESCRIPCION
Sitios intergénicos entre genes conservados en el genoma del virus vaccinia Ankara modificado (MVA)

Campo de la Invencién

La presente invencion se refiere a sitios de insercion (tiles para la integracion estable de secuencias exdgenas de
DNA en el genoma del MVA.

Descripcidn de la Técnica Afin

Los miembros de la familia poxvirus tienen grandes genomas de DNA bicatenario que codifican varios centenares de
proteinas (Moss, B. 2007 "Poxviridae: The Viruses and Their Replication" en Fields Virology, 52 edicién (D.M. Knipe,
P.M. Howley, D.E. Griffin, R. A. Lamb, M.A. Martin, B. Roizman, y S.E. Straus, Eds), Lippincott Williams & Wilkins,
Philadelphia, PA). La secuencia gendmica de la cepa vaccinia fuertemente atenuada vaccinia Ankara modificada
(MVA) (Mayr, A. et al. 1978 Zentralbl Bakteriol 167:375-390), que no puede crecer en la mayoria de las células de
mamifero y que es un buen candidato para un vector de vacuna recombinante, es conocida (Sutter, G. y Moss, B.
1992 Proc Natl Acad Sci USA 89:10847-10851; y Sutter G. et al. 1994 Vaccine 12:1032-1040) ha sido sometida a
pases mas de 570 veces en fibroblastos de embridon de pollo, durante lo cual se han producido 6 deleciones
principales con relacion a la cepa parental Ankara de tipo salvaje, acompafiadas por una restriccion severa en el
campo del hospedador (Meyer, H. et al. 1991 J Gen Virol 72: 1031-1038).

Sumario de la Invencién

La presente invencion se refiere a nuevos sitios de insercién Utiles para la integracion de secuencias exdgenas en
una region intergénica (IGR) de un genoma del virus vaccinia, en la que la IGR esta localizada entre o esta
flanqueada por los marcos de lectura abiertos (ORFs) 069-070 del genoma del virus vaccinia en la nomenclatura de
CDC/Acambis y donde los ORFs corresponden a genes conservados, y a vectores plasmidicos afines Utiles para
insertar DNA exdgeno en el genoma del virus vaccinia, y adicionalmente a virus vaccinia recombinantes que
comprenden una secuencia exdégena insertada en dicho nuevo sitio de insercion como medicamento o vacuna.

Breve Descripcion de los Dibujos

Figura 1. Relaciones filogenéticas de HIV-1 y HIV-2 basadas en la identidad de secuencias del gen pol.
SIVepz Y SIVsmm son lentivirus de primates subhumanos recuperados de un chimpancé y un mono negro
mangabey, respectivamente.

Figura 2. Relaciones filogenéticas de los grupos M, N y O de HIV-1 con 4 aislados SIV¢p, diferentes basadas
en secuencias del gen pol de longitud total. La barra indica una distancia genética de 0,1 (divergencia de
nucleétidos 10%) y las posiciones del asterisco agrupan aislados N de HIV-1 basados en secuencias de env.

Figura 3. Propiedades trépicas y biologicas de aislados de HIV-1.

Figura 4. Proteinas codificadas por HIV. Se indican la localizacién de los genes de HIV, los tamafios de los
productos primarios de traduccién (en algunos casos poliproteinas), y las proteinas virales maduras
procesadas.

Figura 5. Representaciéon esquematica de un virion de HIV-1 maduro.

Figura 6. Representacion lineal de la glicoproteina Env de HIV-1. La flecha indica el sitio de la escisiéon de
gpl60 en gpl20 y gp4l. En gpl20, las areas sombreadas representan dominios variables (V1 a Vs) y los
recuadros vacios representan secuencias conservadas (C; a Cs). En el ectodominio gp41 se indican varios
dominios: el péptido de fusion N-terminal, y las dos hélices de ectodominio (hélices N y C). EI dominio que
abarca la membrana estd representado por un recuadro negro. En el dominio citoplasmico gp4l, se
representan el motivo de endocitosis Tyr-X-X-Leu (YXXL) (SEQ ID NO: 1) y dos dominios helicoidales
predichos (hélice-1y -2). Se indican los nimeros de los aminoacidos.

Figura 7. Vector de transferencia pLW-73.

Figura 8. Secuencia de nucledtidos del vector de transferencia pLW-73 (cadena superior, SEQ ID NO: 2;
cadena inferior, SEQ ID NO: 3).

Figura 9. Secuencia de nucle6tidos que codifica la proteina Env del clado D Ugandan (aislado AO7412)
(SEQ ID NO: 4).

Figura 10. Secuencia de nucledtidos alterada en codones que codifica la proteina gagpol del clado D
Ugandan (aislado AO3349 (SEQ ID NO: 5).
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Figura 11. Generacion de MVAs recombinantes y andlisis de estabilidad de los genes insertados. A)
diagrama esquematico de insercidon de env y gagpol en los sitios Del Il y Del Ill, respectivamente. B)
evaluacion de la estabilidad por inmunotincién.

Figura 12. Tipos y frecuencia de mutaciones de env en MVA/65A/G env.

Figura 13. Insercion de Env en I8R/G1L IGR y Gag Pol en Del IIl.

Figura 14. Modificaciones de los constructos A/G para aumentar la estabilidad.

Figura 15. Expresion de Env después de pases en placas.

Figura 16. Analisis PCR y por transferencia Western de clones individuales.

Figura 17. Expresion de A/G env por MVA doble recombinante.

Figura 18. Virus recombinantes que expresan env y gagpol de los aislados HN-1 Ugandan.
Figura 19. MVA/UGD4a - analisis de placas env sin mancha

Figura 20. Modificacion del gen UGD env en MVA recombinante.

Figura 21. MVA/UGD4b - andlisis de placas gag sin mancha. *, localizacion de tramos de 4-6 residuos G o C.
Figura 22. Modificacion del gen gagpol UGD en MVA recombinante.

Figura 23. Construccién de MVA estable recombinante que expresa UGD env y gagpol.
Figura 24. Respuestas celulares suscitadas por MVA/UGDA4d.

Figura 25. Respuestas de anticuerpos suscitadas por MVA/UGDA4d.

Depésito de Microorganismos

El microorganismo siguiente ha sido depositado de acuerdo con los términos del Tratado de Budapest con la
American Type Culture Collection (ATCC) Manassas, VA, en la fecha indicada:

Microorganismo No. de Acceso Fecha

MVA 1974/NIH Clon 1 PTA-5095 27 marzo 2003

El Clon 1 de MVA 1974/NIH se deposité como No. de Acceso en ATCC: PTA-5095 en fecha 27 de marzo de 2003
con la American Type Culture Collection (ATCC), 10801 University Blvd., Manassas, VA 20110-2209, Estados
Unidos. Este depésito se realizd de acuerdo con las estipulaciones del Tratado de Budapest acerca del
Reconocimiento Internacional del Depésito de Microorganismos para los Propoésitos de Procedimiento de Patente y
las Regulaciones expuestas en el mismo (Tratado de Budapest).

Descripcion Detallada de la Realizacion Preferida

A no ser que se defina otra cosa, los términos técnicos y cientificos utilizados en esta memoria tienen el mismo signi-
ficado que es entendido cominmente por una persona con experiencia ordinaria en la técnica a la que se refiere
esta invencién. Véase, v.g., Singleton P y Sainsbury D., Dictionary of Microbiology and Molecular Biology, 32 edicion,
J. Wiley & Sons, Chichester, Nueva York, 2001 and Fields Virology, 5th Ed. (D.M. Knipe, P.M. Howley, D.E. Giriffin,
R. A. Lamb, M.A. Martin, B. Roizman, and S.E. Straus, eds), Lippincott Williams & Wilkins, Philadelphia, PA, 2007.

El término de transicién "que comprende" es sinénimo de "que incluye", "que contiene", o "caracterizado por", es
inclusivo o indefinido y no excluye elementos adicionales, no citados, o pasos de métodos.

La expresion de transicion "constituido por" excluye cualquier elemento, paso, o ingrediente no especificado en la
reivindicacion, pero no excluye componentes o pasos adicionales que no estén relacionados con la invencion tales
como impurezas asociadas ordinariamente con ellos.

La expresién de transicion "constituido esencialmente por" limita el alcance de una reivindicacion a los materiales o
pasos especificados y aquéllos que no afectan de modo sustancial a la o las caracteristicas basicas y novedosas de
la invencion reivindicada.

Los poxvirus se dividen en las subfamilias Chordopoxvirinae y Entomopoxvirinae, basadas en campo de hospedador
vertebrado e insecto. La subfamilia Chordopoxvirinae esta constituida por 8 géneros: Orthopoxvirus, Parapoxvirus,
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Avipoxvirus, Capripoxvirus, Leporipoxvirus, Suipoxvirus, Molluscipoxvirus, y Yatapoxvirus. El miembro prototipico del
género Orthopoxvirus es el virus vaccinia.

Se han consignado secuencias genémicas completas para al menos un miembro de cada género de Chordopoxvirus
y dos Entomopoxvirus. En todos los Chordopoxvirus se conservan aproximadamente 100 genes, y
aproximadamente la mitad de éstos estan presentes también en los Entomopoxvirus. Basandose en lo anterior,
pueden hacerse varias generalizaciones: l10s genes son en gran parte no-solapantes, tienden a existir en bloques
que apuntan hacia el extremo mas préximo del genoma, estan localizados usualmente en la regién central si se
conservan en gran parte y conciernen a funciones esenciales de replicacion, y estan localizados usualmente en las
regiones extremas si son variables y estan relacionados con interacciones del hospedador. La disposicién de los
genes centrales es notablemente similar en todos los chordopoxvirus. Una convencion para la nomenclatura de los
genes u ORFs (marcos de lectura abiertos) del virus vaccinia, originada antes de la secuenciacion del genoma
entero y utilizada subsiguientemente para la secuencia completa de la cepa Copenhague del virus vaccinia, consiste
en utilizar la letra del fragmento de DNA de la endonucleasa de restriccion Hindlll, seguida por el nimero de ORF
(de izquierda a derecha) dentro del fragmento, y L o R, dependiendo de la direccion del ORF. Una excepcién a esta
regla se hizo para el fragmento Hindlll C; los ORFs se enumeraron desde la derecha a fin de evitar el comienzo en
el extremo altamente variable de la izquierda del genoma. Los nombres de los polipéptidos corresponden a los
nombres de los genes, excepto que se suprime la L o R. en la mayoria de las secuencias subsiguientes del genoma
completo de poxvirus, los ORFs se numeraron sucesivamente desde un extremo del genoma al otro. Sin embargo,
las designaciones antiguas de letras se han mantenido como nombres comunes a fin de proporcionar continuidad en
la bibliografia. EI numero de ORF de la cepa Western Reserve (WR) del virus vaccinia se indica comunmente en los
libros de referencia debido a que esta cepa ha sido utilizada para la gran mayoria de los estudios bioquimicos y
genéticos.

Los inventores de una realizacibn de la presente invencién identificaron nuevos sitios para la insercion de
secuencias de DNA exdgenas en el genoma del virus vaccinia Ankara modificado (MVA). Los nuevos sitios de
insercion estan localizados en las regiones intergénicas (IGRs) del genoma viral, en donde las IGRs estan, a su vez,
localizadas entre o flanqueadas por los marcos de lectura abiertos (ORFs) 069-070 del genoma del MVA en la
nomenclatura de CDC/Acambis.

De acuerdo con lo anterior, una realizacién de la invencion se refiere a un MVA recombinante que comprende una
secuencia heterdloga de DNA insertada en una IGR del genoma viral que esta localizada entre, o flanqueada por los
marcos de lectura abiertos (ORFs) 069-70 del genoma del MVA en la nomenclatura de CDC/Acambis.

Sorprendentemente, se encontré que las secuencias exdgenas de DNA se mantienen insertadas de manera estable
en las IGRs del genoma del MVA. El genoma del MVA debe considerarse como bastante inestable. Parece ser que
los genes o secuencias de DNA no esenciales para la propagacion del virus estan delecionados o fragmentados.
Aunque se encontro - por una parte - que se obtienen MVAs estables recombinantes cuando se insertan secuencias
heterélogas de DNA en los sitios de delecion del genoma del MVA existentes naturalmente, se encontré por otra
parte que a veces estos MVAs recombinantes son inestables. Por esta razén, podria llegarse a la conclusiéon de que
seria de esperar que la insercion de secuencias heterélogas de DNA no esenciales para la propagacion viral en los
espacios entre los ORFs fuera delecionada asimismo por el virus.

Si bien la secuencia de nucleétidos de un ORF codifica una secuencia de aminoacidos que forman un péptido,
polipéptido o proteina, las IGRs entre dos ORFs no tienen capacidad codificante alguna, pero pueden comprender
elementos reguladores, sitios de fijacion, secuencias promotoras y/o intensificadoras esenciales para o implicadas
en el control de la transcripcion de la expresién del gen viral. Por tanto, la IGR puede estar involucrada en el control
de regulacion del ciclo vital del virus. Sin embargo, los autores de la presente realizacion han demostrado también
que los nuevos sitios de insercidn tienen la ventaja inesperada de que pueden insertarse de manera estable
secuencias exdgenas de DNA en el genoma del MVA sin influir o cambiar las caracteristicas tipicas y la expresion
génica del MVA. Los nuevos sitios de insercion son especialmente (tiles, dado que no se ha alterado ningin ORF o
secuencia codificante del MVA.

La secuencia de nucledtidos de un ORF comienza regularmente con un coddn de partida y termina con un codén de
parada. Dependiendo de la orientacion de los dos ORFs adyacentes, la IGR, la region entre estos ORFs, esta
flanqueada por los dos codones de parada de los dos ORFs adyacentes, o bien por los dos codones de partida de
los dos ORFs adyacentes, o bien por el codon de parada del primer ORF y el codén de comienzo del segundo ORF,
o por el codén de comienzo del primer ORF y el codén de parada del segundo ORF.

De acuerdo con lo anterior, el sitio de insercion para la secuencia exégena de DNA en la IGR puede encontrarse
aguas abajo o en posicion 3' del codon de parada de un primer ORF. En el caso de que el ORF adyacente,
denominado también segundo ORF, tenga la misma orientaciéon que el primer ORF, este sitio de insercion aguas
abajo del codén de parada del primer ORF se encuentra aguas arriba o en posicion 5' del codén de comienzo del
segundo ORF.
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En el caso de que el segundo ORF tenga una orientacion opuesta con relacién al primer ORF, lo cual significa que la
orientacion de los dos ORFs adyacentes apunta uno hacia otro, entonces el sitio de insercion se encuentra aguas
abajo de los codones de parada de ambos ORFs.

Como tercera alternativa, en el caso de que los dos ORFs adyacentes se lean en direcciones opuestas, pero la
orientacion de los dos ORFs adyacentes apunte en direcciones opuestas respecto al otro, lo que es sinénimo de un
posicionamiento que se caracteriza porque los codones de comienzo de los dos ORFs son adyacentes uno a otro,
entonces el DNA exdgeno esta insertado aguas arriba con relacion a ambos codones de comienzo.

Los ORFs en el genoma del MVA se presentan en dos direcciones codificantes. Por consiguiente, la actividad de
sintesis de mRNA tiene lugar de izquierda a derecha, es decir, en direccién hacia delante y, correspondientemente,
de derecha a izquierda (direccién inversa). Es practica comuan en poxvirologia y se ha convertido en una clasificacion
estandar para los virus vaccinia identificar los ORFs por su orientacién y su posicion en los diferentes fragmentos de
digestion por restriccion con Hindlll del genoma. Para la nomenclatura, los diferentes fragmentos de Hindlll se
nombran por letras mayusculas descendentes correspondientes con su tamafio decreciente. Los ORFs se enumeran
de izquierda a derecha en cada fragmento Hindlll, y la orientacién del ORF se indica con una mayuscula L (que
representa la transcripcién de derecha a izquierda) o R (que representa la transcripcion de izquierda a derecha).
Adicionalmente, existe una publicacibn méas reciente de la estructura del genoma del MVA, que utiliza una
nomenclatura diferente, numerando simplemente el ORF del extremo izquierdo al extremo derecho del genoma e
indicando su orientacion con una L o R mayuscula (Antoine, G. et al., 1998 Virology 244: 365-396). Como ejemplo, el
ORF I8R, de acuerdo con la nomenclatura antigua, corresponde al ORF 069R de acuerdo con Antoine et al.

En sus esfuerzos para producir recombinantes del virus vaccinia Ankara modificado (MVA) que expresen genes de
HIV como vacunas candidato, los inventores han observado inestabilidad en la expresion de los genes de HIV. Los
mismos han determinado que una de las causas de inestabilidad se debe a deleciones del gen extrafio y el MVA
flanqueante. Para resolver este problema, los inventores se propusieron insertar genes extrafios entre los genes
conservados a fin de evitar que ocurrieran deleciones viables en los MVAs recombinantes. Los virus que llevan tales
deleciones presentan una ventaja de crecimiento y superaran por tanto a las poblaciones de virus rMVA. Si se
insertan genes extrafios entre los genes conservados en el genoma de vaccinia (se considera que estos genes son
necesarios para la replicacion del virus vaccinia y son por tanto "genes esenciales"), cualquier delecion de un gen
esencial inhibiria la replicacion del virus y, por tanto, no superaria a los MVAs recombinantes. Asi pues, la expresion
estable de la poblaciéon de rMVA se mantiene. La cepa de MVA que los inventores han estado utilizando para
producir sus recombinantes fue proporcionada por ellos a los Centros para Control y Prevencion de Enfermedades
(CDC) y fue secuenciada posteriormente por Acambis (nUmero de acceso a GenBank AY603355). La cepa de MVA
en la que Bavarian Nordic ha basado su publicacion WO 03/097845 es una cepa de virus vaccinia Ankara
modificada (nimero de acceso a GenBank U94848) secuenciada por Antoine, G. et al. 1998 Virology 244: 365-396.
(Obsérvese que los nimeros de genes en estas dos secuencias para un gen dado son diferentes.)

Los autores de la invencion consideraron inicialmente los genes conservados en la familia Poxviridae asi como
aquellos genes conservados en la subfamilia Chordopoxvirinae (los poxvirus de vertebrados) (Upton C. et al. 2003
Journal of Virology 77: 7590-7600). Estos genes estdn enumerados en la nomenclatura del virus vaccinia de
Copenhague (nimero de acceso a GenBank M35027) dada en el Poxvirus Bioinformatics Resource Center, que se
encuentra en Internet en poxvirus.org. Estos genes totalizan 49 genes conservados en la familia Poxvirus y 41 genes
adicionales conservados en los chordopoxvirus, lo que hace un total de 90 genes conservados. De estos 90 genes
conservados, los inventores listaron sitios intergénicos entre pares de genes conservados. Estos pares de genes se
enumeran en la Tabla 1. (Obsérvese que estdn marcados genes que no han sido incluidos en la publicacion de
Bavarian Nordic WO 03/097845). Las orientaciones de estos genes son variables, transcribiéndose algunos hacia la
derecha, y algunos hacia la izquierda. Esto significa que algunos de los sitios intergénicos contienen promotores que
tendrian que conservarse en la construcciéon del vector de insercion. Adicionalmente, para genes conservados
solapantes, durante la construccion del vector los genes tendrian que reconstruirse utilizando codones alternativos
para minimizar las secuencias de repeticion.

Los inventores concentraron su atencién en los genes conservados cuya orientacion es "extremo a extremo" de tal
modo que los codones de parada 3' de los genes estan en proximidad estrecha uno a otro. La construccion de los
vectores de transferencia utilizados en estos sitios se ve facilitada por el hecho de que en esta region no habria
ningun promotor entre los codones de parada. Si existen nucleétidos intergénicos que separan los codones de
parada, entonces la construccion del vector de insercion es directa. Si el codén de parada de un gen se encuentra
dentro del extremo 3' del otro gen, entonces, durante la construccion del vector de transferencia del pladsmido, el gen
puede reconstruirse utilizando codones alternativos para minimizar las secuencias de repeticion, o, dependiendo de
la magnitud del solapamiento, corregirse simplemente en la PCR de los flancos a fin de no solaparse. La Tabla 2
proporciona los sitios intergénicos que cumplen el requisito de que la orientacién de los genes conservados sea
"extremo a extremo". Los genes intergénicos resaltados en gris carecen de extremos solapantes y por consiguiente
son mas simples de construir.

Los inventores concentraron su atencion especificamente en los 6 sitios intergénicos que carecen de extremos
solapantes. En cuanto a la invencién, éstos 6, eligieron el sitio intergénico, 069-070 070 (I8R-G1L), a fin de insertar
Su gen extrafo.
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Ademas de utilizar el requisito de los genes conservados arriba enumerados en la aplicacion de Upton, para
cualquier gen que se haya delecionado experimentalmente y cuya replicacion del virus se haya reducido 10 veces
en el mutante, este gen podria considerarse como un "gen esencial”. Si este gen se encuentra adyacente a otro gen
esencial o conservado, el sitio intergénico entre los dos genes podria considerarse como un sitio de insercién
diferente para un gen extrafio.

Tabla 1

Sitios Intergénicos entre Genes Conservados

Genes/Copenhague CDC/ Genes Acambis Antoim;:; al. Ge- ¢PUb\II{/C§gs(‘)/(?;7;3aéll5I§ta o
N = No
FIL-F10L 038L-039L
F12L-F13L 042L-043L N
F17R-E1L 047R-048L N
E1L-E2L 048L-049L
E8SR-E9L 055R-056L
E9L-E10R 056L-057L N
11L-12L 062L-063L
12L-13L 063L-064L
I5L-16L 066L-067L
I6L-17L 067L-068L N
I7L-18R 068L-069R N
IBR-G1L 069-070 069R-070L N
G1L-G3L 070L-071L N
G3L-G2R 071 L-072R N
G2R-G4L 072R-073L N
G4L-G5R 073L-074R N
G5R-G5.5R 074R-075R N
G5.5R-G6R 075R-076R N
G6R-G7L 076R-077L N
G7L-G8R 077L-078R
G8R-G9R 078R-079R
G9R-LIR 079R-080R N
L1IR-L2R 080R-081R
L2R-L3L 081R-082L
L3L-L4R 082L-083R
LAR-L5R 083R-084R N
L5R-J1R 084R-085R N
J3R-J4R 087R-088R
J4R-J5L 088R-089L
J5L-J6R 089L-090R
J6R-H1L 090R-091L N
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(continuacion)

Genes/Copenhague CDC/ Genes Acambis gntgi:r:aeit ¢Publicado en Ial\llis;taNge WO03/097845?
H1L-H2R 091L-092R N
H2R-H3L 092R-093L
H3L-H4L 093L-094L N
H4L-H5R 094L-095R
H5R-H6R 095R-096R N
H6R-H7R 096R-097R
H7R-D1R 097R-098R
D1R-D2L 098R-099L N
D2L-D3R 099L-100R N
D3R-D4R 100R-101R
D4R-D5R 101R-102R
D5R-D6R 102R-103R N
D6R-D7R 103R-104R
09R-D10R 106R-107R N

D10R-D11L 107R-108L
D11L-D12L 108L-109L
D12L-D13L 109L-110L
D13L-AlL 110L-111L
AlL-A2L 111L-112L N
A2L-A2.5L 1121-113L
A2.5L-A3L 113L-114L
A3L-A4L 114L-115L
A4L-A5R 115L-116R
A5R-A6L 116R-117L N
AG6L-ATL 117L-118L
ATL-A8R 118L-119R
A8R-A9L 119R-120L N
A9L-A10L 120L-121L
A10L-A11R 121L-122R
Al1R-Al12L 122R-123L
Al12L-A13L 123L-124L
Al13L-Al14L 1241-125L
Al4L-A14.5L 125L-125.5L N
Al14.5L-A15L 125.5L-126L N
A15L-A16L 126L-127L N
Al16L-A17L 127L-128L N
Al17L-A18R 128L-129R N
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(continuacién)

.GeneS/copenhague CDC/ Genes Acambis gﬂtgigrfeit ¢SPublicado en Ia'\llis:taNge WO003/097845?

| AL8R-AL9L 129R-130L N |

| Al9L-A21L 130L-131L N |

| A21L-A20R 131L-132R N |
A20R-A22R 132R-133R N |
A22R-A23R 133R-134R |
A23R-A24R 134R-135R |

| A28L-A29L 139L-140L |

| A29L-A30L 140L-141L |

Tabla 2

Genes conservados con orientacion "extremo a extremo"

Genes extremo a extremo Extremos solapantes CDC/ Genes Acambis Genes Antoine

04-050 047R—048L

074-075 |
078-079 076R-077L
083-084 “081R_082L

"G2R-G4L
G6R-GTL

oy

AT N
IS QR
;‘3 *..fmﬁ’ 6.“&

“100-101 098R—099L
) i

e
ferda ™

R
ASR-A6L
ASR—A9L

118-119 116R-117L
121-122 11911-1201.,

‘.’...J .E‘i.‘?

132-133 12911-1301,

Al BR-A] 9L

5 Los genes representados en gris carecen totalmente de extremos solapantes y por consiguiente son mas sencillos
de utilizar como sitios intergénicos

De acuerdo con la presente invencion, pueden insertarse secuencias de DNA heterélogas en una IGR del genoma
del MVA que esta localizada entre o flanqueada por los ORFs con orientacion "extremo a extremo".

Las secuencias heterologas o exdégenas de DNA son secuencias que, en la naturaleza, no se encuentran asociadas
10 normalmente con el poxvirus tal como se utiliza de acuerdo con la presente invencion. De acuerdo con una
realizacién adicional de la presente invencion, la secuencia exégena de DNA comprende al menos una secuencia
codificante. La secuencia codificante esta enlazada operativamente a un elemento de control de la transcripcion,
preferiblemente a un elemento poxviral de control de la transcripcién. Adicionalmente, pueden utilizarse también
combinaciones entre elementos de control de la transcripcion poxvirales y, v.g., sitios de entrada de ribosoma

15 internos.

De acuerdo con una realizacion adicional, la secuencia exdgena de DNA puede comprender también dos o mas
secuencias codificantes enlazadas a uno o varios elementos de control de la transcripcion. Preferiblemente, la
secuencia codificante codifica una o mas proteinas, polipéptidos, péptidos, antigenos extrafios o epitopes
antigénicos, especialmente los de genes terapéuticamente interesantes.
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Genes terapéuticamente interesantes de acuerdo con la presente invencidon pueden ser genes derivados de u
homélogos a genes de microorganismos patégenos o infecciosos que son causantes de enfermedades. De acuerdo
con ello, en el contexto de la presente invencioén tales genes terapéuticamente interesantes se presentan al sistema
inmunitario de un organismo a fin de afectar, preferiblemente inducir, una respuesta inmune especifica y, por
consiguiente, vacunar o proteger profilacticamente el organismo contra una infeccién con el microorganismo. En
realizaciones preferidas adicionales de la presente invencién, los genes terapéuticamente interesantes se
seleccionan de genes de virus infecciosos, v.g., - pero sin caracter limitante - el virus del dengue, el virus de la
hepatitis B o C, o virus de la inmunodeficiencia humana tales como HIV. Si la secuencia heteréloga de DNA se
deriva de HIV, la misma es preferiblemente HIV env.

Adicionalmente, los genes terapéuticamente interesantes de acuerdo con la presente invencion comprenden
también genes relacionados con enfermedades, que tienen un efecto terapéutico sobre enfermedades de trastorno
proliferativo, cancer o enfermedades metabdlicas. Por ejemplo, un gen terapéuticamente interesante relacionado con
el cancer podria ser un antigeno de cancer que tenga la capacidad de inducir una reaccién inmune anticancer
especifica.

De acuerdo con una realizacién adicional, la secuencia codificante comprende al menos un marcador o gen de
seleccion.

Los genes de seleccion transducen una resistencia particular a una célula, por lo cual se hace posible un cierto
método de seleccion. El técnico experimentado esta familiarizado con una diversidad de genes de seleccion, que
pueden utilizarse en un sistema poxviral. Entre éstos se encuentran, v.g., el gen de resistencia a la neomicina (NPT)
o el gen de fosforribosil-transferasa (gpt).

Los genes marcadores inducen una reaccion coloreada en las células transducidas, que puede utilizarse para
identificar las células transducidas. El técnico experimentado est4 familiarizado con una diversidad de genes
marcadores, que pueden utilizarse en un sistema poxviral. Entre éstos se encuentran el gen que codifica, v.g., B-
galactosidasa (3-gal), B-glucosidasa (B-glu), la proteina verde fluorescente (EGFP) o la proteina fluorescente azul.

De acuerdo con otra realizacion adicional, la secuencia exdégena de DNA comprende una secuencia espaciadora,
gue separa el elemento de control de la transcripcién poxviral y/o la secuencia codificante en la secuencia exégena
de DNA del codon de parada y/o el codén de comienzo de los ORFs adyacentes. Esta secuencia espaciadora entre
el codon de parada/comienzo del ORF adyacente y la secuencia codificante insertada en el DNA exdgeno tiene la
ventaja de estabilizar el DNA exdgeno insertado y, por tanto, cualquier virus recombinante resultante. El tamafio de
la secuencia espaciadora es variable con tal que la secuencia carezca de su propia funcién codificante o reguladora.

De acuerdo con una realizacién adicional, la secuencia espaciadora que separa el elemento de control de la
transcripcion poxviral y/o la secuencia codificante en la secuencia exdgena de DNA del codén de parada del ORF
adyacente tiene al menos un nucledtido de longitud.

De acuerdo con ofra realizacién, la secuencia espaciadora que separa el elemento de control de la transcripcién
poxviral y/o la secuencia codificante en la secuencia exdgena de DNA del codén de comienzo del ORF adyacente
tiene al menos 30 nucleétidos. Particularmente, en los casos en que un elemento promotor tipico del virus vaccinia
se identifica aguas arriba de un coddén de comienzo, la insercion del DNA exdgeno puede no separar el elemento
promotor del codén de comienzo del ORF adyacente. Un elemento promotor tipico de vaccinia puede identificarse
por escaneo para, v.g., la secuencia "TAAAT" para promotores tardios (Davison & Moss, 1989 J. Mol. Biol.; 210:771-
784) y un dominio rico en A/T para promotores tempranos. Una secuencia espaciadora de aproximadamente 30
nucleétidos es la distancia preferida para asegurar que un promotor poxviral localizado aguas arriba del codén de
comienzo del ORF no se vea influenciado. Adicionalmente, de acuerdo con otra realizacion preferida, la distancia
entre el DNA exdgeno insertado y el codon de comienzo del ORF adyacente es alrededor de 50 nucleétidos, y mas
preferiblemente alrededor de 100 nucleétidos.

De acuerdo con una realizacidon adicional, la secuencia espaciadora comprende un elemento de control de la
transcripcidn poxviral adicional que es capaz de controlar la transcripcion del ORF adyacente.

Una cepa tipica de MVA que puede utilizarse de acuerdo con la presente invencidn para generar un MVA
recombinante es MVA 1274/NIH Clon 1, que ha sido depositada como ATCC Accession No.: PTA-5095 en fecha 27
de marzo de 2003 con la American Type Culture Collection (ATCC, 10801 University Blvd., Manassas, VA 20110-
2209, Estados Unidos.

El término "derivados" de un virus de acuerdo con la presente invencion se refiere a virus de la progenie que
muestran los mismos rasgos caracteristicos que el virus parental, pero que presentan diferencias en una o mas
partes de su genoma. El término "derivado de MVA" describe un virus, que tiene las mismas caracteristicas
funcionales comparado con MVA. Por ejemplo, un derivado de MVA 1974/NIH Clon 1 tiene los rasgos caracteristicos
de MVA 1974/NIH Clon 1. Una de estas caracteristicas de MVA 1974/NIH Clon 1 o derivados del mismo es su
atenuacion y su severa restriccion en gama de hospedadores.
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El MVA recombinante de acuerdo con la presente invencién es util como medicamento o vacuna. El mismo puede
utilizarse para la introduccién de la secuencia codificante exdégena en una célula diana, siendo dicha secuencia
homologa o heteréloga respecto al genoma de la célula diana.

La introduccion de una secuencia codificante exdégena en una célula diana puede hacerse in vitro para producir
proteinas, polipéptidos, péptidos, antigenos o epitopes antigénicos. Este método comprende la infeccion de una
célula hospedadora con el MVA recombinante de acuerdo con la invencién, cultivo de la célula hospedadora
infectada en condiciones adecuadas, y aislamiento y/o enriquecimiento del polipéptido, péptido, proteina, antigeno,
epitope y/o virus producido por dicha célula hospedadora.

Adicionalmente, el método para introducciéon de una o mas secuencias homdlogas o una o mas secuencias
heterdlogas en las células puede aplicarse para terapia in vitro e in vivo. Para la terapia in vitro, células aisladas que
han sido infectadas previamente (ex vivo) con el MVA recombinante de acuerdo con la invencion se administran al
cuerpo animal vivo para afectarlo, induciendo preferiblemente una respuesta inmune. Para la terapia in vivo, el
poxvirus recombinante de acuerdo con la invencién se administra directamente al cuerpo animal vivo para afectarlo,
induciendo preferiblemente una respuesta inmune. En este caso, las células que rodean el sitio de inoculacién, pero
también aquellas células a las que el virus se transporta por via, v.g., del torrente sanguineo, son infectadas
directamente in vivo por el MVA recombinante de acuerdo con la invencién. Después de la infeccion, estas células
sintetizan las proteinas, péptidos o epitopes antigénicos de los genes terapéuticos, que son codificados por las
secuencias codificantes exdgenas y, subsiguientemente, presentan los mismos o partes de los mismos en la
superficie celular. Las células especializadas del sistema inmune reconocen la presentacion de tales proteinas,
péptidos o epitopes heterdlogos y lanzan una respuesta inmune especifica.

Dado que el MVA tiene fuertemente restringido su crecimiento y, por tanto, esta fuertemente atenuado, el mismo es
util para el tratamiento de una amplia gama de mamiferos con inclusion de los humanos, que incluye animales o
humanos con sistema inmune comprometido. La presente invencién proporciona también composiciones
farmacéuticas y vacunas para inducir una respuesta inmune en un cuerpo animal vivo, con inclusion de un humano.

La composicion farmacéutica puede incluir generalmente uno o més portadores, aditivos, antibiéticos, conservantes,
adyuvantes, diluyentes y/o estabilizadores farmacéuticamente aceptables y/o aprobados. Tales sustancias auxiliares
pueden ser agua, solucién salina, glicerol, etanol, agentes humectantes o emulsionantes, sustancias tamponadoras
del pH, o analogos. Portadores adecuados son tipicamente moléculas grandes que se metabolizan lentamente, tales
como proteinas, polisacaridos, acidos polilacticos, acidos poliglicélicos, aminoacidos polimeros, copolimeros de
aminoécidos, agregados lipidicos, o analogos.

Para la preparaciéon de vacunas, el poxvirus recombinante de acuerdo con la invencién se convierte en una forma
fisiol6gicamente aceptable. Esto puede hacerse basdndose en la experiencia en la preparacion de vacunas de
poxvirus utilizadas para vacunacion contra la viruela (como ha sido descrito por Stickl, H. et al., 1974 Dtsch Med
Wochenschr. 99:2386-2392). Por ejemplo, el virus purificado se guarda a -80°C con un titulo de 5x10 E8 TCIDso/ml
formulado en Tris aproximadamente 10 mM, NaCl 140 mM, pH 7,4. Para la preparacion de dosis de vacuna, v.g., se
liofilizan 10E2-10E8 particulas del virus en 100 ml de solucién salina tamponada con fosfato (PBS) en presencia de
2% de peptona y 1% de albumina humana en una ampolla, preferiblemente una ampolla de vidrio. Alternativamente,
las dosis de vacuna pueden producirse por liofilizacion gradual del virus en una formulacién. Esta formulacion puede
contener aditivos adicionales tales como manitol, dextrano, azlcar, glicina, lactosa o polivinilpirrolidona u otros
adyuvantes tales como antioxidantes o gases inertes, estabilizadores o proteinas recombinantes (v.g., seroalbimina
humana) adecuados para administracién in vivo. La ampolla de vidrio se sella luego y puede guardarse entre 4°C y
la temperatura ambiente durante varios meses. Sin embargo, mientras que no exista necesidad alguna, la ampolla
se guarda preferiblemente a temperaturas inferiores a -20°C.

Para vacunacion o terapia, el liofilizado puede disolverse en 0,1 a 0,5 ml de una solucién acuosa, preferiblemente
solucién salina fisiolégica o tampdn Tris, o administrarse sea sistémica o localmente, es decir, por vias parenteral,
subcutanea, intramuscular, por escarificacion o cualquier otra via de administracion conocida por el técnico
experimentado. El modo de administracién, la dosis y el numero de administraciones pueden ser optimizados por los
expertos en la técnica de manera conocida. Sin embargo, en la mayoria de los casos un paciente se vacuna con una
segunda dosis aproximadamente 1 mes a 6 semanas después de la primera dosis de vacunacion.

La presente invencion se refiere adicionalmente a vectores plasmidicos, que pueden utilizarse para generar MVA
recombinante de acuerdo con la presente invencion, y se refiere también a ciertas secuencias de DNA.

Regularmente, la IGR localizada entre o flanqueada por 2 ORFs adyacentes comprende secuencias de nucleétidos
en las cuales puede insertarse la secuencia exégena de DNA de interés. Por consiguiente, el vector plasmidico de
acuerdo con la presente descripcién comprende una secuencia de DNA derivada de u homéloga al genoma del
MVA, en donde dicha secuencia de DNA comprende un fragmento completo o parcial de una secuencia IGR
localizada entre o flanqueada por dos ORFs adyacentes del genoma viral. Preferiblemente, el vector plasmidico
comprende, insertado en dicha secuencia derivada de IGR al menos un sitio de clonacién para la insercion de una
secuencia exégena de DNA de interés y, preferiblemente, para la insercion de un elemento de control de la

10



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

ES 2396 376 T3

transcripcion poxviral enlazado operativamente a dicha secuencia heter6loga de DNA. Opcionalmente, el vector
plasmidico comprende una casete de gen informador y/o gen de seleccion.

La secuencia derivada de IGR de la invencién se selecciona como 071-072.

Las secuencias de DNA son preferiblemente derivadas de u homdlogas al genoma del MVA depositado como ATCC
Accession No.: PTA-5095 en fecha 27 de marzo de 2003 con la American Type Culture Collection (ATCC, 10801
University Blvd., Manassas, VA 20110-2209, Estados Unidos.

Para generar un vector plasmidico de acuerdo con la presente invencion, las secuencias se aislan y se clonan en un
vector de clonacion estandar, tal como pBluescript (Stratagene), en donde aquéllas flanquean el DNA exd6geno a
insertar en el genoma del MVA. Opcionalmente, un vector plasmidico de este tipo comprende una casete de gen de
seleccién o gen informador, que puede delecionarse del virus recombinante final, debido a una secuencia repetitiva
incluida en dicha casete.

Los métodos para introducir secuencias exdégenas de DNA por un vector plasmidico en un genoma del MVA y méto-
dos para obtener MVA recombinante son bien conocidos por las personas expertas en la técnica y, adicionalmente,
pueden deducirse de Molecular Cloning, A Laboratory Manual, Segunda Edicién, J. Sambrook, E.F. Fritsch y T.
Maniatis, Cold Spring Harbor Laboratory Press, 1989 y Current Protocols in Molecular Biology, John Wiley and Sons
Inc. 1998, capitulo 16, seccion IV, "Expression of proteins in mammalian cells using vaccinia viral vectors".

El MVA de acuerdo con la presente invencidon puede producirse por transfeccién de una célula con un vector
plasmidico de acuerdo con la presente invencion, infeccion de la célula transfectada con un MVA vy,
subsiguientemente, identificacion, aislamiento y, opcionalmente, purificacion del MVA de acuerdo con la invencion.

Las secuencias de DNA de acuerdo con la invencién pueden utilizarse para identificar o aislar el MVA o sus
derivados de acuerdo con la invencion y células o individuos infectados con un MVA de acuerdo con la invencion.
Las secuencias de DNA se utilizan, v.g., para generar cebadores de PCR, sondas de hibridacién, o se utilizan en
tecnologias de redes.

Los HIVs y Su Replicacién

El agente etiologico del sindrome de la inmunodeficiencia adquirida (SIDA) esta reconocido por ser un retrovirus que
exhibe caracteristicas tipicas del género lentivirus, al que se hace referencia como virus de la inmunodeficiencia
humana (HIV). Las relaciones filogenéticas de los lentivirus humanos se muestran en Fig. 1. HIV-2 estd mas
estrechamente relacionado con SIVsmm, un virus aislado de monos tiznados Mangabey en su habitat natural, que con
HIV-1. Actualmente se cree que HIV-2 representa una transmision zoonética de SIVsmm al hombre. Una serie de
aislados lentivirales de chimpancés cautivos, designados SIV,,, son parientes genéticos cercanos de HIV-1.

Los primeros andlisis filogenéticos de aislados de HIV-1 concentraron su atencion en muestras de Europa/América
del Norte y Africa; agrupaciones discretas de virus se identificaron de estas dos areas del mundo. Subtipos o clados
genéticos distintos de HIV-1 se definieron subsiguientemente y se clasificaron en 3 grupos: M (principal); O
(aberrante); y N (no-M ni O) (Fig. 2). El grupo M de HIV-1, que incluye mas del 95% de los aislados de virus
globales, esta constituido por al menos 8 clados discretos (A, B, C, D, F, G, H y J), basados en la secuencia de los
genomas virales completos. Miembros del grupo O de HIV-1 han sido recuperados de individuos que vivian en
Cameran, Gabén, y Guinea Ecuatorial; sus genomas comparten menos de 50% de identidad con secuencias de
nucleétidos que presentan los virus del grupo M. Las cepas de HIV-1 del grupo N descubiertas méas recientemente
han sido identificadas en individuos infectados de Camerin, no reaccionan serolégicamente en el ensayo de
inmunosorbente unido a enzima (ELISA) del virus total estandar, pero son facilmente detectables por andlisis de
transferencia Western convencionales.

El conocimiento méas actual acerca de la variacion genética de HIV-1 proviene de estudios de virus del grupo M de
origen geogréfico diverso. Los datos recogidos durante la tltima década indican que la poblacion de HIV presente en
un individuo infectado puede variar desde 6% a 10% en secuencia de nucleétidos. Aislados de HIV-1 dentro de un
clado pueden presentar distancias de nucleétidos de 15% en gag y hasta 30% en secuencias codificantes de gp120.
La variacion genética interclados puede oscilar entre 30% y 40% dependiendo del gen analizado.

La totalidad de los subtipos del grupo M de HIV-1 pueden encontrarse en Africa. Los virus del clado A son
genéticamente los mas divergentes y eran el subtipo mas comun de HN-1 en africa al comienzo de la epidemia. Con
la répida propagacion de HIV-1 al Africa del Sur durante medianos a Gltimos de los afios 1990, los virus del clado C
se han convertido en el subtipo dominante y dan cuenta actualmente del 48% de las infecciones de HIV-1 en todo el
mundo. Los virus del clado B, el subtipo de HIV-1 mas intensamente estudiado, siguen siendo los aislados mas
prevalecientes en Europa y América del Norte.

Las tasas elevadas de recombinacion genética son un sello de los retrovirus. Inicialmente se creia que las
infecciones simultdneas por cepas de virus genéticamente diversas no era probable que se establecieran en
individuos en riesgo para HIV-1. Hacia 1995, sin embargo, se hizo evidente que una fraccién importante de la
diversidad global del grupo M de HIV-1 incluia recombinantes virales interclado. Actualmente se percibe que se
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encontraran recombinantes de HIV-1 en areas geogréficas tales como Africa, América del Sur, y el Sudeste de Asia,
donde coexisten subtipos miltiples de HIV-1 y pueden dar cuenta de mas del 10% de las cepas de HIV-1
circulantes. Molecularmente, los genomas de estos virus recombinantes se asemejan a mosaicos de retazos, con
segmentos de subtipos diversos de HIV-1 yuxtapuestos, que reflejan los eventos de cruzamiento mdltiples que han
contribuido a su generacion. La mayoria de los recombinantes de HIV-1 han surgido en Africa y una mayor parte
contiene segmentos derivados originalmente de virus del clado A. En Tailandia, por ejemplo, la composicién de la
cepa circulante predominante esta constituida por un segmento del gen gag mas pol del clado A y un gen env del
clado E. Dado que el gen env del clado E en las cepas Thai HIV-1 es estrechamente afin al env del clado E
presente en los aislados virales de la Republica Centroafricana, se cree que el evento original de recombinacion
ocurrié en Africa, con la introduccién subsiguiente de un virus descendente en Tailandia. Es interesante que, hasta la
fecha, no se ha informado de ningun aislado de longitud total de HIV-1 subtipo E (es decir, con genes de los subtipos
E gag, pol, y env).

El descubrimiento de que los receptores de las quimioquinas a y B funcionan como correceptores para la fusion y
entrada de virus en células susceptibles CD4" ha conducido a un esquema de clasificacion revisado para HIV-1 (Fig.
3). Los aislados pueden agruparse ahora sobre la base de la utilizacién de receptores de quimioquinas en ensayos
de fusién en los cuales las protefnas correceptoras de HIV-1 gp120 y CD4" se expresan en células separadas.
Como se indica en Fig. 3, los aislados de HIV-1 que utilizan el receptor CXCR4 (designados ahora virus X4) son
usualmente cepas de la linea de células T (TCL)-trépicas inductoras de sincitios (SlI), mientras que aquéllos que
utilizan exclusivamente el receptor CCR5 (virus R5) son predominantemente macréfagos (M)-trépicos y no
inductores de sincitios (NSI). Las cepas duales-trépicas R5/X4, que pueden comprender la mayoria de los aislados
de pacientes y exhiben un continuo de fenotipos trépicos, son frecuentemente Sl.

Como sucede para todos los retrovirus competentes en replicacion, los 3 productos de traduccion primarios de HIV-
1, todos ellos proteinas codificantes estructurales, se sintetizan inicialmente como precursores poliproteinicos, que
son procesados subsiguientemente por proteasas virales o celulares en proteinas maduras asociadas a particulas
(Fig. 4). El precursor de Gag de 55 kilodaltons Pr55°% se escinde en las proteinas de la matriz (MA), de la céFpsida
(CA), de la nucleocapsida (NC), y p6. La autocatdlisis de la poliproteina de 160 kilodaltons Gag-Pol, Pr160°%9" da
lugar a la proteasa (PR), la transcriptasa inversa heterodimera (RT), y las proteinas integrasas (IN), mientras que la
digestion proteolitica por una o méas enzimas celulares convierte el precursor glicosilado gpl60 de Env de 160
kilodaltons en los productos de escision gp120 de la superficie (SU), y gp41 transmembranal (TM). Las 6 proteinas
remanentes codificadas por HIV-1 (Vif, Vpr, Tat, Rev, Vpu y Nef) son los productos de traduccién primarios de los
mRNAs remodelados.

Gag

Las proteinas Gag de HIV, como las de otros retrovirus, son necesarias y suficientes para la formacion de particulas
no infecciosas semejantes al virus. Las proteinas Gag retrovirales se sintetizan generalmente como precursores
poliproteinicos; el precursor gag de HIV-1 ha sido designado, basandose en su masa molecular aparente, Pr55%%,
Como se ha indicado previamente, el mMRNA para Pr55°% es el transcrito de 9,2 kb no remodelado (Fig. 4) que
requiere Rev para su expresion en el citoplasma: cuando esta presente el ORF pol, la proteasa (PR) viral escinde
Pr55°% durante o poco después de la gemacion de la célula para generar las proteinas Gag maduras pl17 (MA), p24
(CA), p7 (NC), y p6 (véase Fig. 4). En el virion, MA esta localizada inmediatamente dentro de la bicapa lipidica de la
envoltura viral, CA forma la porcion exterior de la estructura de nicleo de forma conica en el centro de la particula, y
NC esta presente en el centro de un complejo de ribonucleoproteina con el genoma viral del RNA (Fig. 5).

El precursor de HIV Pr55°% se oligomeriza después de su traduccion y se direcciona a la membrana plasmatica,
donde se ensamblan particulas de tamafio y densidad suficientes que son visibles por EM. La formacién de
particulas semejantes a virus por Pr55%% es un proceso de autoensamblamiento, teniendo lugar interacciones
criticas Gag-Gag entre dominios multiples a lo largo del precursor de Gag. El ensamblaje de particulas semejantes a
virus no requiere la participaciéon de RNA gendmico (aunque la presencia de acido nucleico parece ser esencial),
enzimas codificadas por pol, o glicoproteinas Env, pero la produccion de viriones infecciosos requiere la
encapsidacion del qenoma viral de RNA y la incorporacion de las glicoproteinas Env y el precursor poliproteinico
Gag-Pol Pr160%%¢",

Pol

Aguas abajo de gag se encuentra la region mas altamente conservada del genoma de HIV, el gen pol, que codifica 3
enzimas: PR, RT, e IN (véase Fig. 4). RT e IN son necesarias, respectivamente, para la transcripcion inversa del
genoma de RNA viral en una copia bicatenaria de DNA, y para la integracion del DNA viral en el cromosoma de la
célula hospedadora. PR juega posteriormente un papel critico en el ciclo vital por mediacion de la produccién de
viriones infecciosos maduros. Los productos del gen pol se derivan por escision enzimatica de una proteina de
fusion Gag-Pol de 160 kilodaltons, a la que se hace referencia como Pr160%%" Esta proteina de fusion se produce
por cambio de marco ribosémico durante la traduccion de Pr55%% (véase Fig. 4). El mecanismo de cambio de marco
para la expresién de Gag-Pol, utilizado también por muchos otros retrovirus, asegura que las proteinas derivadas de
pol se expresan a un nivel bajo, aproximadamente 5% a 10% del nivel de expresion de gag. Al igual que Pr55%% el
término N de Pr160%%9"° esta miristilado y direccionado a la membrana plasmatica.
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Proteasa

Estudios iniciales de pulso y caza realizados con retrovirus aviares indicaban claramente que las proteinas Gag
retrovirales se sintetizan inicialmente como precursores poliproteinicos que se escinden para generar productos mas
pequefios. Estudios subsiguientes demostraron que la funcion de procesamiento es proporcionada por una enzima
viral en lugar de una enzima celular, y que la digestién proteolitica de los precursores Gag y Gag-Pol es esencial
para la infectividad del virus. El analisis de la secuencia de las PRs recombinantes indicaba que las mismas estan
relacionadas con proteasas celulares "asparticas" tales como pepsina y renina. Ademas de estas enzimas celulares,
las PRs retrovirales utilizan dos residuos Asp yuxtapuestos en el sitio activo para coordinarse a una molécula de
agua que cataliza la hidrélisis de un enlace peptidico en la proteina diana. Al contrario que las proteasas asparticas
celulares, que funcionan como pseudodimeros (utilizando dos pliegues de la misma molécula para generar el sitio
activo), las PRs retrovirales funcionan como dimeros verdaderos. Los datos cristalograficos de rayos X de la PR de
HIV-1 indican que los dos mondmeros se mantienen unidos en parte por una hoja 8 antiparalela de 4 cadenas
derivada de ambos extremos N y C de cada monémero. El sitio de fijacion de sustrato esta localizado dentro de una
hendidura formada entre los dos mondmeros. Al igual que sus homélogos animales, el dimero HIV PR contiene
"aletas" flexibles que cuelgan del sitio de fijacion y pueden estabilizar el sustrato dentro de la hendidura; los sitios
Asp del sitio activo se encuentran en el centro del dimero. Es interesante que, aunque se observa cierta homologia
limitada de aminoacidos alrededor de los residuos del sitio activo, las secuencias primarias de las PRs retrovirales
son sumamente divergentes, si bien sus estructuras son notablemente similares.

Transcriptasa Inversa

Por definicién, los retrovirus poseen la capacidad de convertir sus genomas de RNA monocatenario en DNA
bicatenarios durante las Ultimas etapas del proceso de infeccion. La enzima que cataliza esta reaccion es RT, en
asociacion con su actividad asociada de RNasaH. Las RTs retrovirales tienen 3 actividades enzimaticas: (a)
polimerizacion de DNA dirigida al RNA (para sintesis de la cadena menos del DNA), (b) actividad de RNasaH (para
la degradacion del cebador tRNA y el RNA gendmico presentes en los hibridos intermedios DNA-RNA), y (c)
polimerizacion de DNA dirigida por el DNA para la sintesis de la segunda cadena de DNA o cadena mas).

La holoenzima madura RT de HIV-1 es un heterodimero de subunidades de 66 y 51 kd. La subunidad de 51 kd (p51)
se deriva de la subunidad de 66 kd (p66) por eliminacion proteolitica del dominio RNasaH de 15 kd del terminal C de
p66 por PR (véase Fig. 4). La estructura cristalina de la RT de HIV-1 revela un pliegue altamente asimétrico en
donde las orientaciones de las subunidades p66 y p51 difieren sustancialmente. La subunidad p66 puede
visualizarse como una mano derecha, con el sitio activo de la polimerasa en la palma, y una hendidura profunda de
fijaciébn de molde formada por la palma, los dedos, y subdominios de dedo pulgar. El dominio de polimerasa esta
ligado a la RNasaH por el subdominio de condensacion. El sitio activo, localizado en la palma, contiene 3 residuos
Asp criticos (110, 185 y 186) en proximidad estrecha, y dos iones Mg2+ coordinados. La mutacion de estos residuos
Asp anula la actividad de polimerizacion de RT. La orientacion de los 3 residuos Asp del sitio activo es similar a la
observada en otras DNA-polimerasas (v.g. el fragmento Klenow del DNA pol | de E. coli). La subunidad p51 parece
ser rigida y no forma una hendidura de polimerizacién; Asp 110, 185 y 186 de esta subunidad estan ocultos en el
interior de la molécula. Aproximadamente 18 pares de bases del duplex cebador-molde se encuentran en la
hendidura de fijacion de acido nucleico, prolongandose desde el sitio activo de la polimerasa al dominio de RNasaH.

En la estructura RT-cebador-molde-dNTP, la presencia de un didesoxinucle6tido en el extremo 3' del cebador
permite la visualizacién del complejo catalitico capturado inmediatamente antes del ataque sobre el dNTP entrante.
La comparacion con estructuras obtenidas previamente sugiere un modelo por el cual los dedos se cierran para
atrapar el molde y el dNTP antes del ataque nucledfilo del 3'-OH del cebador sobre el NTP entrante. Después de la
adicion del dNTP entrante a la cadena en crecimiento, se ha propuesto que los dedos adoptan una configuracién
mas abierta, liberando con ello el pirofosfato y permitiendo que la RT se fije al dNTP siguiente. La estructura de la
RNasaH de HIV-1 ha sido determinada también por cristalografia de rayos X; este dominio exhibe un pliegue global
similar al de la RNasaH de E. coli.

Integrasa

Un rasgo distintivo de la replicacion de los retrovirus es la insercién de una copia de DNA del genoma viral en el
cromosoma de la célula del hospedador después de la transcripcion inversa. El DNA viral integrado (el provirus)
sirve como molde para la sintesis de RNAs virales y se mantiene como parte del genoma de la célula hospedadora
durante toda la vida de la célula infectada. Los mutantes retrovirales deficientes en la capacidad para integrarse no
consiguen establecer generalmente una infeccion productiva.

La integracion del DNA viral esta catalizada por la integrasa, una proteina de 32 kd generada por escisién mediada
por PR de la porcion C-terminal de la poliproteina Gag-Pol de HIV-1 (véase Fig. 4).

Las proteinas retrovirales IN se componen de 3 dominios estructural y funcionalmente distintos: un dominio N-
terminal que contiene dedos de cinc, un dominio central, y un dominio C-terminal relativamente no conservado.
Debido a su baja solubilidad, no ha sido posible cristalizar hasta ahora la proteina de 288 aminoacidos IN de HIV-1
entera. Sin embargo, la estructura de los 3 dominios ha sido resuelta independientemente por métodos de
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cristalografia de rayos X o NMR. La estructura cristalina del dominio central del virus del sarcoma aviar IN ha sido
determinada. El domino N-terminal (residuos 1 a 55), cuya estructura fue resuelta por espectroscopia NMR, se
compone de 4 hélices con un cinc coordinado por los aminoacidos His-12, His-16 Cys-40, y Cys-43. La estructura
del dominio N-terminal es reminiscente de las proteinas de fijacion de DNA helicoidales que contienen un motivo
denominado hélice-vuelta-hélice; sin embargo, en la estructura del HIV-1 este motivo contribuye a la formacion de
dimeros. Inicialmente, la escasa solubilidad dificult6 los esfuerzos para resolver la estructura del dominio central. Sin
embargo, los intentos de cristalografia alcanzaron éxito cuando se observé que un cambio de Phe a Lys en el
residuo 185 IN aumentaba notablemente la solubilidad sin disrupcién de la actividad catalitica in vitro. Cada
monomero del dominio central IN de HIV-1 (residuos IN 50 a 212) estd compuesto de una hoja  pentacatenaria
flanqueada por hélices; esta estructura exhibe una analogia notable a otras polinucleotidil-transferasas que incluyen
RNasaH y la transposasa MuA del bacteriéfago. Tres residuos altamente conservados se encuentran en posiciones
analogas en otras polinucleotidil-transferasas; en HIV-1 IN éstas son Asp-64, Asp-116 y Glu-152, el denominado
motivo D,D-35-E. Las mutaciones en estas posiciones bloquean la funcién de HIV IN tanto in vivo como in vitro. La
estrecha proximidad de estos 3 aminoacidos en la estructura del cristal tanto del virus del sarcoma aviar como de los
dominios centrales de HIV-1 respalda la hipétesis de que estos residuos juegan un papel fundamental en la catalisis
de la reaccién de transferencia de polinucleotidilo que se encuentra en el corazén del proceso de integracion. El
dominio C-terminal, cuya estructura ha sido resuelta por métodos NMR, adopta una topologia de pliegue
pentacatenaria en barril B reminiscente de un dominio Src de homologia 3 (SH3). Recientemente, se han resuelto
las estructuras de rayos X de fragmentos de la proteina IN del virus SIV y el virus del sarcoma de Rous, que abarcan
tanto el dominio central como el dominio C-terminal.

Env

Las glicoproteinas Env de HIV juegan un papel fundamental en el ciclo vital del virus. Las mismas contienen los
determinantes que interaccionan con el receptor CD4 y el correceptor, y catalizan la reaccion de fusion entre la
bicapa lipidica de la envoltura viral y la membrana plasmética de la célula hospedadora. Adicionalmente, las
glicoproteinas Env de HIV contienen epitopes que provocan respuestas inmunes que son importantes desde ambas
perspectivas de diagndstico y de desarrollo de vacunas.

La glicoproteina Env del HIV se sintetiza a partir del mRNA bicistrénico Vpu/Env de 4,3 kb remodelado una sola vez
(véase Fig. 4); la traduccion ocurre en ribosomas asociados con el reticulo endoplasmético rugoso (ER). El
precursor de la poliproteina de 160 kd (gp160) es una proteina integral de membrana que estd anclada a las
membranas celulares por una sefial hidroéfoba de interrupcion de la transferencia en el dominio destinado para ser la
glicoproteina Env TM madura, gp41 (Fig. 6). El gp160 esta glicosilado cotraduccionalmente, forma enlaces disulfuro,
y sufre oligomerizacion en el ER. La forma oligdmera predominante parece ser un trimero, aunque se observan
también dimeros y tetrameros. El gp160 es transportado al Golgi, donde, al igual que otras proteinas precursoras de
la envoltura retroviral, es escindido proteoliticamente por las enzimas celulares al gp120 de la glicoproteina SU
madura y a la glicoproteina TM gp4l. (véase Fig. 6). La enzima celular responsable de la escisién de los
precursores retrovirales de Env que sigue a un motivo Lys/Arg-X-Lys/Arg-Arg altamente conservado es furina o una
proteasa semejante a furina, aunque otras enzimas pueden catalizar también el procesamiento de gpl160. La
escisibn de gpl60 es necesaria para la actividad de fusidon inducida por Env y la infectividad del virus.
Subsiguientemente a la escision de gp160, gp120 y gp41 forman una asociacion no covalente que es critica para el
transporte del complejo Env desde el Golgi a la superficie de la célula. La interaccion gp120-gp41 es bastante débil,
y una cantidad sustancial de gp120 se desprende de la superficie de las células que expresan Env.

El complejo de glicoproteinas Env de HIV, en particular el dominio SU (gp120), esté glicosilado muy fuertemente;
aproximadamente la mitad del peso molecular de pgl60 se compone de cadenas laterales de oligosacaridos.
Durante el transporte de Env desde su sitio de sintesis en el ER a la membrana plasmética, muchas de las cadenas
laterales son modificadas por la adicion de azlcares complejos. Las nhumerosas cadenas laterales de oligosacaridos
forman lo que podria imaginarse como una nube de azucar, oscureciendo gran parte del gpl20 contra el
reconocimiento inmune del hospedador. Como se muestra en Fig. 6, gp120 contiene dominios conservados (C; a
Cs) y variables (V1 a Vs) intercalados. Los residuos Cys presentes en los gpl20s de diferentes aislados estan
altamente conservados y forman enlaces disulfuro que unen las cuatro primeras regiones variables en bucles
grandes.

Una funcién primaria de las glicoproteinas Env virales es promover una reaccion de fusion de membranas entre las
bicapas lipidicas de las membranas de la envoltura viral y la célula del hospedador. Este evento de fusion
membranal permite que el centro viral logre entrar en el citoplasma de la célula hospedadora. Han sido implicadas
varias regiones tanto en gp120 como en gp41, directa o indirectamente, en la fusion membranal mediada por Env.
Estudios de la proteina hemaglutinina HA, de los ortomixovirus y la proteina F de los paramixovirus indicaron que un
dominio fuertemente hidréfobo en el término N de estas proteinas, al que se hace referencia como el péptido de
fusién, juega un papel critico en la fusion membranal. Los andlisis de mutaciones demostraron que un dominio
analogo estaba localizado en el término N de las glicoproteinas TM de HIV-1 HIV-2, y SIV (véase Fig. 6).
Sustituciones no hidrofobas en esta region de gp41 reducian notablemente o bloqueaban la formacién de sincitios y
daban como resultado la produccién de viriones no infecciosos de la progenie.
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En posicién C-terminal al péptido de fusién pg4l se encuentran dos dominios anfipaticos helicoidales (véase Fig. 6)
que juegan un papel fundamental en la fusion membranal. Las mutaciones en la hélice N-terminal (a la que se hace
referencia como hélice N), que contiene un motivo de repeticién de heptada semejante a una cremallera de Leu,
deterioran la infectividad y actividad de fusion membranal, y los péptidos derivados de estas secuencias exhiben una
actividad antiviral potente en cultivo. La estructura del ectodominio de HIV-1y SIV gp41, los dos motivos helicoidales
en particular, ha sido el foco de analisis estructurales en los Ultimos afos. Las estructuras se determinaron por
cristalografia de rayos X o espectroscopia NMR, sea para proteinas de fusion que contenian los dominios
helicoidales, una mixtura de péptidos derivados de las hélices N y C, o en el caso de la estructura de SIV, la
secuencia intacta del ectodominio gp41 desde el residuo 27 al 149. Estos estudios obtuvieron fundamentalmente
estructuras trimeras similares, en las cuales los dos dominios helicoidales estdn empaquetados en una modalidad
antiparalela para generar un haz de 6 hélices. Las hélices N forman un serpentin enrollado en el centro del haz,
estando empaquetadas las hélices C en hendiduras hidréfobas en el exterior.

En los pasos que conducen a la fusion membranal, la fijacién de CD4 induce cambios de conformacién en Env que
facilitan la fijacion de correceptores. Después de la formacion de un complejo ternario gp120/CD4/correceptor, gp4l
adopta una conformacién hipotética que permite que el péptido de fusion se inserte en la bicapa lipidica diana. La
formacion del haz de 6 hélices gp41 (que implica interacciones antiparalelas entre las hélices Ny C de gp41) une las
membranas viral y celular y tiene lugar la fusion membranal.

Uso de Virus MVA Recombinante para Reforzar la Respuesta Inmune de las Células CD+8

La presente invencion se refiere a la generacién de una respuesta inmune de las células T CD8" contra un antigeno,
asi como a la provocaciéon de una respuesta de anticuerpos. Mas particularmente, la presente invencién se refiere a
regimenes de inmunizacion "de cebado y refuerzo” en los cuales la respuesta inmune inducida por la administracion
de una composicion cebadora se refuerza por la administracion de una composicion reforzante. La presente
invencién esta basada en la demostracién experimental previa de que puede conseguirse un refuerzo eficaz
utilizando vectores vaccinia Ankara modificados (MVA), después de cebado con cualquiera de una diversidad de
tipos diferentes de composiciones cebadoras que incluyen MVA recombinante propiamente dicho.

Un componente protector principal de la respuesta inmune contra varios patdgenos esta mediado por linfocitos T del
tipo CD8", conocidos también como linfocitos T citotéxicos (CTL). Una fraccién importante de las células CD8" es la
secrecion de interferon gamma (IFNy), y este proporciona una medida de la respuesta inmune de las células T
CD8". Un segundo componente de la respuesta inmune es un anticuerpo dirigido contra las proteinas del patégeno.

La presente invencién emplea MVA que, como demuestran experimentos anteriores, se ha encontrado que es un
medio eficaz para proporcionar un reforzamiento a una respuesta inmune de las células T CD8" cebadas para el
antigeno utilizando cualquiera de una diversidad de composiciones cebadoras diferentes y provocando también una
respuesta de anticuerpos.

Resulta interesante que un trabajo experimental anterior demuestra que el uso de predecesores de la presente
invencion permite que un virus MVA recombinante que expresa un antigeno de HIV refuerce una respuesta inmune
de las células T CD8" cebada por una vacuna de DNA, provocando también una respuesta de anticuerpos. Puede
encontrarse que el MVA induce una respuesta de células T CD8" después de inmunizacién. Puede demostrarse
también que MVA recombinante ceba una respuesta inmune que es reforzada por una o mas inoculaciones de MVA
recombinante.

Primates no humanos inmunizados con DNA plasmidico y reforzados con la MVA resultaban protegidos eficazmente
contra el enfrentamiento exposicién intramucosal con virus vivo (Amara et al. 2001, Science 292: 69-74).
Ventajosamente, los inventores contemplan que puede emplearse un régimen de vacunacion utilizando
inmunizacion intradérmica, intramuscular o mucosal tanto para cebado como para refuerzo, constituyendo un
régimen de inmunizacién general adecuado para inducir las células T CD8" y provocando también una respuesta de
anticuerpos, v.g., en humanos.

En diversos aspectos y realizaciones, la presente invencién emplea un vector de MVA que codifica un antigeno de
HIV para reforzar una respuesta inmune de las células T CD8" al antigeno cebado por la administracién previa de
acido nucleico codificante del antigeno y provocar también una respuesta de anticuerpos.

Un aspecto general de la presente invencién proporciona el uso de un vector MVA para reforzar una respuesta
inmune de las células T CD8" a un antigeno de HIV y provocar también una respuesta de anticuerpos.

Un aspecto de la presente invencion proporciona un método de reforzamiento de la respuesta inmune de las células
T CD8" a un antigeno de HIV en un individuo, y provocar también una respuesta de anticuerpos, incluyendo el
método la provision en el individuo de un vector de MVA que incluye acido nucleico codificante del antigeno,
enlazado operativamente a secuencias reguladoras para la produccién de antigeno en el individuo por expresién del
&cido nucleico, por el cual se refuerza una respuesta inmune de las células T CD8" al antigeno cebado previamente
en el individuo.
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Una respuesta inmune a un antigeno de HIV puede ser cebada por inmunizacion con DNA plasmidico o por
infeccion con un agente infeccioso.

Un aspecto adicional de la invencion proporciona un método de induccién de una respuesta inmune de las células T
CD8" a un antigeno de HIV en un individuo, provocando también una respuesta de anticuerpos, comprendiendo el
método administrar al individuo una composicion cebadora que comprende acido nucleico que codifica el antigeno y
administrando luego una composicion reforzante que comprende un vector de MVA que incluye acido nucleico
codificante del antigeno enlazado operativamente a secuencias reguladoras para produccién de antigeno en el
individuo por expresion del acido nucleico.

Un aspecto adicional proporciona el uso de un vector de MVA, como se describe, en la fabricacion de un
medicamento para administracién a un mamifero a fin de reforzar una respuesta inmune de las células T CD8" a un
antigeno HIV, provocando también una respuesta de anticuerpos. Un medicamento de este tipo esta destinado
generalmente a administracion después de la administracion previa de una composicion cebadora que comprende
acido nucleico codificante del antigeno.

La composicion cebadora puede comprender DNA codificante del antigeno, encontrdndose dicho DNA
preferiblemente en la forma de un plasmido circular que no es capaz de replicarse en células de mamifero. Cualquier
marcador seleccionable no deberia ser resistente a un antibiotico utilizado clinicamente; asi, por ejemplo, se prefiere
la resistencia a Kanamicina a la resistencia a Ampicilina. La expresion del antigeno deberia estar impulsada por un
promotor que sea activo en células de mamifero, por ejemplo el promotor inmediato temprano de citomegalovirus
(CMV IE).

En realizaciones particulares de los diversos aspectos de la presente invencion, la administracion de una
composicion cebadora va seguida por reforzamiento con una composicion reforzante, o composiciones de refuerzo
primera y segunda, siendo las composiciones de refuerzo primera y segunda iguales o diferentes una de otra. Otras
composiciones de refuerzo adicionales pueden emplearse sin apartarse de la presente invencién. En una
realizacién, un régimen de inmunizacion triple emplea DNA, a continuacion adenovirus como primera composicion
cebadora, seguido por MVA como una segunda composicion reforzante, seguida opcionalmente por una
composicion cebadora ulterior (tercera) o administracion reforzante subsiguiente de uno u otro o ambos vectores
iguales o diferentes. Otra opcion es DNA seguido por MVA, seguido a su vez por adenovirus, seguido opcionalmente
por administracion de refuerzo subsiguiente de uno u otro 0 ambos vectores iguales o diferentes.

El antigeno a codificar en las composiciones respectivas de cebado y refuerzo (sin embargo se emplean muchas
composiciones de refuerzo) no precisa ser idéntico, pero debe compartir al menos un epitope de las células T CD8".
El antigeno puede corresponder a un antigeno completo, o un fragmento del mismo. Pueden emplearse epitopes
peptidicos o cadenas artificiales de epitopes, cortando mas eficientemente una secuencia innecesaria de proteina en
el antigeno y la secuencia codificante en el vector o vectores. Pueden incluirse uno o mas epitopes adicionales, por
ejemplo epitopes que sean reconocidos por las células T adyuvantes, especialmente epitopes reconocidos en
individuos de diferentes tipos HLA.

Un antigeno de HIV de la invencién a codificar por un virus MVA recombinante incluye polipéptidos que tienen
actividad inmunégena provocada por una secuencia de aminoacidos de una secuencia de aminoécidos de HIV Env,
Gag, Pol, Vif, Vpr, Tat, Rev, Vpu, o Nef como al menos un epitope de las células T CD8". Esta secuencia de
aminoéacidos se corresponde sustancialmente con al menos un fragmento de 10-900 aminodcidos y/o secuencia de
consenso de un Env o Pol de HIV conocido; o al menos un fragmento de 10-450 aminoacidos y/o secuencia de
consenso de un Gag de HIV conocido; o al menos un fragmento de 10-100 aminoacidos y/o secuencia de consenso
de un Vif, Vpr, Tat, Rev, Vpu, o Nef de HIV conocido.

Aunque se presenta una secuencia precursora de Env de longitud total para uso en la presente invencion, Env esta
opcionalmente delecionado de las subsecuencias. Por ejemplo, pueden estar delecionados regiones de la superficie
de gp120 y productos de escisién transmembranales de gp41.

Aungue se presenta una secuencia precursora de Gag de longitud total para uso en la presente invencién, Gag esta
delecionado opcionalmente de las subsecuencias. Por ejemplo, pueden estar delecionadas regiones de la proteina
matriz (pl7), regiones de la proteina de la capsida (p24), regiones de la proteina de la nucleocapsida (p7), y
regiones de p6 (el péptido C-terminal de la poliproteina Gag).

Aunque se presenta una secuencia precursora Pol de longitud total para uso en la presente invencion, Pol esta
delecionado opcionalmente de las subsecuencias. Por ejemplo, pueden estar delecionadas regiones de la proteina
proteasa (p10), regiones de la proteina transcriptasa inversa (p66/p51), y regiones de la proteina integrasa (p32).

Una Env, Gag o Pol de HIV de este tipo puede tener identidad global de al menos 50% con respecto a una
secuencia de aminoacidos de la proteina Env, Gag o Pol, tal como identidad de 50-99%, o cualquier intervalo o valor
comprendido entre ellos, provocando al mismo tiempo una respuesta inmundgena contra al menos una cepa de un
HIV.
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El porcentaje de identidad puede determinarse, por ejemplo, por comparacion de la informacién de secuencia
utilizando el programa de computadora GAP, version 6.0, disponible del Grupo de Computadoras de Genética de la
Universidad de Wisconsin (UWGCG). El programa GAP utiliza el método de alineacién de Needleman y Wunsch (J.
Mol. Biol. 1970 48:443), como ha sido revisado por Smith y Waterman (Adv Appl Math 1981 2:482). Brevemente, el
programa GAP define la identidad como el nimero de simbolos alineados (es decir, nucleétidos o aminoacidos) que
son idénticos, dividido por el nimero total de simbolos de la mas corta de las dos secuencias. Los parametros
preferidos por defecto para el programa GAP incluyen: (1) una matriz de comparacion unitaria (que contiene un valor
de 1 para identidades y 0 para no-identidades) y la matriz de comparacion ponderada de Gribskov y Burgess (Nucl.
Acids Res 1986 14:6745), como ha sido descrita por Schwartz y Dayhoff (editores, Atlas of Protein Sequence and
Structure, National Biomedical Research Foundation, Washington, D.C. 1979, pp. 353-358); (2) una penalidad de 3,0
por cada laguna y una penalidad adicional de 0,10 por cada simbolo en cada laguna; y (3) sin penalidad para los
lagunas en los extremos.

En una realizacion preferida, una Env de la presente invencion es una forma variante de al menos una proteina de la
envoltura de HIV. Preferiblemente la Env estd compuesta de gpl20 y el gp4l que abarca la membrana y el
ectodominio, pero carece de parte o la totalidad del dominio citoplasmico de gp41.

Secuencias conocidas de HIV estan disponibles faciimente de bases de datos de secuencias de HIV comerciales e
institucionales, tales como GENBANK, o como compilaciones publicadas, tales como Myers et al. eds., Human Re-
troviruses and AIDS, A Compilation and Analysis of Nucleic Acid and Amino Acid Sequences, Vols. |y I, Theoretical
Biology and Biophysics, Los Alamos, N. Mex. (1993), o en Internet en hiv-web.lanl.gov/.

Las sustituciones o inserciones de una Env, Gag o Pol de HIV para obtener una Env, Gag o Pol de HIV adicional,
codificadas por un &cido nucleico para uso en un virus de MVA recombinante de la presente invencién, pueden
incluir sustituciones o inserciones de al menos un residuo de aminoacido (v.g., 1-25 amino&cidos). Alternativamente,
al menos un aminoacido (v.g., 1-25 aminoacidos) puede delecionarse de una secuencia Env, Gag o Pol de HIV.
Preferiblemente, tales sustituciones, inserciones o deleciones se identifican basandose en caracteristicas de
seguridad, niveles de expresion, inmunogenicidad y compatibilidad con tasas de replicacion altas de MVA.

Pueden prepararse variaciones en la secuencia de aminoacidos en una Env, Gag o Pol de HIV de la presente
invencion, v.g., por mutaciones en el DNA. Tales Env, Gag o Pol de HIV incluyen, por ejemplo, deleciones,
inserciones o sustituciones de nucleétidos que codifican diferentes residuos de aminoacidos dentro de la secuencia
de amino4cidos. Obviamente, las mutaciones que se haran en el 4cido nucleico codificante de una Env, Gag o Pol
de HIV no deben poner la secuencia fuera del marco de lectura, y preferiblemente no creardn dominios
complementarios que pudieran producir estructuras de mRNA secundarias.

El acido nucleico codificante de Env, Gag o Pol de HIV de la presente invencion puede prepararse también por
amplificacion o mutagénesis orientada de nucledtidos en DNA o RNA codificante de una Env, Gag o Pol de HIV y
sintesis o transcripcion inversa subsiguiente del DNA codificante para producir DNA o RNA codificante de una Env,
Gag o Pol de HIV, basandose en la doctrina y las directrices presentadas en esta memoria.

Los virus de MVA recombinantes que expresan Env, Gag o Pol de HIV de la presente invencién incluyen un conjunto
finito de secuencias codificantes de Env, Gag o Pol de HIV como nucleétidos de sustitucion que pueden ser obteni-
dos rutinariamente por una persona con experiencia ordinaria a la técnica sin experimentacion excesiva, basandose
en la doctrina y las orientaciones presentadas en esta memoria. Para una descripcion detallada de quimica y estruc-
tura de las proteinas, véase Schulz, G.E. et al., 1978 Principles of Protein Structure, Springer-Verlag, Nueva York,
N.Y., y Creighton, T.E., 1983 Proteins: Structure and Molecular Properties, W. H. Freeman & Co., San Francisco,
CA. Para una presentacion de sustituciones de secuencias de nucleétidos, tales como pOreferencias de codones,
véase Ausubel et al. eds. Current Protocols in Molecular Biology, Greene Publishing Assoc., Nueva York, N.Y. 1994
en 8§ A.1.1-A.1.24, y Sambrook, J. et al. 1989 Molecular Cloning: A Laboratory Manual, Second Edition, Cold Spring
Harbor Laboratory Press, Cold Spring Harbor, N.Y. en los Apéndices Cy D.

Asi pues, una persona con experiencia ordinaria a la técnica, dadas la doctrina y orientaciones presentadas en esta
memoria, conocera el modo de sustituir otros residuos de aminoacidos en otras posiciones de un DNA o RNA de
env, gag o pol de HIV para obtener Env, Gag o Pol de HIV alternativas, con inclusién de variantes por sustitucion,
delecion o insercion.

Dentro del vector de MVA, secuencias reguladoras para la expresion del antigeno codificado incluiran un promotor.
Por "promotor" se entiende una secuencia de nucleétidos a partir de la cual puede iniciarse la transcripciéon de DNA
enlazado operativamente aguas abajo (es decir, en la direccion 3' en la cadena sentido del DNA bicatenario).
"Enlazado operativamente" significa unido como parte de la misma molécula de acido nucleico, posicionado
adecuadamente y orientado para que se inicie la transcripcion a partir del promotor. EI DNA enlazado
operativamente a un promotor se encuentra "bajo regulacién de la iniciacion transcripcional" del promotor. Otras
secuencias reguladoras que incluyen fragmentos terminadores, secuencias de poliadenilacion, genes marcadores y
otras secuencias pueden incluirse en caso apropiado, de acuerdo con el conocimiento y la practica de la persona
con experiencia ordinaria en la técnica: véase, por ejemplo, Moss, B. (2001). Poxviridae: the viruses and their
replication. En Fields Virology, D.M. Knipe, y P.M. Howley, eds. (Philadelphia, Lippincott Williams & Wilkins), pp.
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2849-2883. Muchas técnicas y protocolos conocidos para manipulacién de acido nucleico, por ejemplo en la
preparacion de constructos de acido nucleico, mutagénesis, secuenciacion, introduccion de DNA en células y
expresion de genes, asi como analisis de proteinas, se describen en detalle en Current Protocols in Molecular
Biology, 1998, Ausubel et al. editores., John Wiley & Sons.

Los promotores para uso en aspectos y realizaciones de la presente invencion pueden ser compatibles con sistemas
de expresién de poxvirus e incluyen secuencias naturales, modificadas y sintéticas.

Una cualquiera o ambas de las composiciones de cebado y refuerzo pueden incluir un adyuvante, tal como el factor
estimulante de colonias granulocitos-macréfagos (GM-CSF) o el acido nucleico codificante del mismo.

La administracién de la composicién reforzante se realiza por regla general aproximadamente 1 a 6 meses después
de la administracion de la composicidn cebadora, con preferencia aproximadamente 1 a 3 meses.

Preferiblemente, la administracion de la composicion cebadora, la composicién reforzante, 0 ambas composiciones
cebadora y reforzante, es inmunizacion intradérmica, intramuscular o mucosal.

La administracion de vacunas de MVA puede realizarse utilizando una aguja para inyectar una suspension del virus.
Una alternativa es el uso de un dispositivo de inyeccidon sin aguja para administrar una suspensién de virus
(utilizando, v.g., el inyector sin aguja Biojector™) o un polvo liofilizado resuspendido que contiene la vacuna, que
hace posible la produccién de dosis preparadas individualmente, que no precisan almacenamiento en frio. Esto
representaria una gran ventaja para una vacuna que es necesaria en las areas rurales de Africa.

MVA es un virus con un registro de seguridad excelente en inmunizaciones humanas. La generacion de virus
recombinantes puede realizarse sencillamente, y los mismos se pueden fabricar de manera reproducible en grandes
cantidades. La administracion intradérmica, intramuscular o mucosal del virus MVA recombinante es por
consiguiente sumamente adecuada para vacunacion profilactica o terapéutica de humanos contra el SIDA que
puede ser controlada por una respuesta de las células T CD8".

El individuo puede padecer SIDA, con lo que el suministro del antigeno y la generacion de una respuesta inmune de
las células T CD8" al antigeno son beneficiosos o tienen un efecto terapéuticamente beneficioso.

Muy probablemente, la administracion tendra finalidad profilactica para generar una respuesta inmune contra HIV o
SIDA antes de la infeccion o el desarrollo de los sintomas.

Los componentes a administrar de acuerdo con la presente invencién pueden formularse en composiciones
farmacéuticas. Estas composiciones pueden comprender un excipiente, portador, tampon, estabilizador u otros
materiales farmacéuticamente aceptables bien conocidos por los expertos en la técnica. Tales materiales deberian
ser no toxicos y no deberian interferir con la eficacia del ingrediente activo. La naturaleza precisa del portador u otro
material puede depender de la ruta de administracién, v.g., las rutas intravenosa, cutanea o subcutanea, nasal,
intramuscular, o intraperitoneal.

Como se ha indicado, la administracion es preferiblemente intradérmica, intramuscular o mucosal.

Puede incluirse solucion salina fisiolégica, dextrosa u otra solucién de sacaridos o glicoles tales como etilenglicol,
propilenglicol o polietilenglicol.

Para inyeccion intravenosa, cutanea, subcuténea, intramuscular o mucosal, o inyeccion en el sitio de la afeccion, el
ingrediente activo se encontrara en la forma de una solucién acuosa parenteralmente aceptable que esta exenta de
pirégenos y tiene pH, isotonicidad y estabilidad adecuados. Las personas con experiencia relevante en la técnica
son perfectamente capaces de preparar soluciones adecuadas utilizando, por ejemplo, vehiculos isoténicos tales
como Inyeccién de Cloruro de Sodio, Inyeccion de Ringer, inyeccion de Ringer Lactada. En caso requerido, pueden
incluirse, conservantes, estabilizadores, tampones, antioxidantes y/u otros aditivos.

Puede emplearse una formulacién de liberacion lenta.

Después de la produccion de las particulas de MVA y formulacién opcional de tales particulas en composiciones, las
particulas pueden administrarse a un individuo, particularmente un humano u otro primate. La administracién puede
realizarse a otro mamifero, v.g. un roedor tal como ratén, rata o hamster, cobayo, conejo, oveja, cabra, cerdo,
caballo, vaca, burro, perro o gato.

La administracion se realiza preferiblemente en una "cantidad profilacticamente eficaz' o una "cantidad
terapéuticamente eficaz" (segun sea el caso, aunque la profilaxis puede considerarse terapia) siendo ésta suficiente
para beneficiar al individuo. La cantidad real administrada, y la tasa de evolucion temporal de la administracion,
dependeran de la naturaleza y gravedad del problema que se esté tratando. La prescripcion del tratamiento, v.g.,
decisiones acerca de dosificacion, etc, estd dentro de la responsabilidad de los médicos generalistas y otros
doctores en medicina, 0 en un contexto veterinario de un técnico veterinario, y tipicamente tiene en cuenta el
trastorno a tratar, el estado del paciente individual, el punto de suministro, el método de administracién y otros
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factores conocidos por los expertos. Ejemplos de las técnicas y protocolos mencionados anteriormente pueden
encontrarse en Remington's Pharmaceutical Sciences, edicién 162, 1980, Osol, A. (Edit.).

En un régimen preferido, el DNA se administra a una dosis de 300 ug a 3 mg/inyeccion, seguido por MVA a una
dosis de 10° a 10° particulas infecciosas de virus/inyeccion.

Una composicién puede administrarse sola o en combinacién con otros tratamientos, sea simultdnea o
secuencialmente dependiendo de la afeccién a tratar.

El suministro a un mamifero no humano no precisa ser para un propésito terapéutico, sino que puede ser para uso
en un contexto experimental, por ejemplo, en la investigacién de mecanismos de respuestas inmunes a un antigeno
de interés, v.g., proteccién contra HIV o SIDA.

Un plasmido lanzadera, constructo recombinante de vacuna clinica MHA/ HIV 1 y mecanismo para retencién de
inserciones de genes extrafios intactos en MVA recombinante por alteracién de codones del gen extrafio e insercién
del gen extrafio entre dos genes esenciales del virus vaccinia.

La invencion proporciona mecanismos para:

° retencién de genes extrafios intactos por insercion de los mismos entre dos genes de virus vaccinia que son
esenciales para la replicacion del MVA. La delecion del gen extrafio puede proporcionar una ventaja
significativa de crecimiento para el MVA recombinante permitiendo que el mismo compita con MVA que
contiene el gen extrafio intacto después de sometimiento a pases repetidos. Sin embargo, la mayoria de las
deleciones de un gen extrafio incluyen la pérdida de alguna parte del DNA del virus vaccinia flanqueante. Si
el DNA del virus vaccinia es esencial, entonces dichos virus con deleciones no se replicaran y competiran con
el MVA que contiene el gen extrafio intacto. Esta metodologia ser& util en la produccién de virus vaccinia
recombinantes que tienen que amplificarse en gran escala por ejemplo para utilizacién en pruebas clinicas, y

° estabilizacién de inserciones de genes extrafios por alteracion de "puntos calientes" especificos que en caso
contrario sufren facilmente mutacion después de sometimiento a pases repetidos del virus recombinante.
Esta metodologia es util en la produccién de virus recombinantes que tienen que amplificarse en gran escala
por ejemplo para uso en pruebas clinicas.

Y describe:

° el plasmido lanzadera, pLW-73, utilizado para insercién de un gen extrafio entre dos genes esenciales del
virus vaccinia; y

° el constructo MVA/UGDA4d de vacuna clinica recombinante MVA/HIV-1, un material que incorpora el uso de

estos dos mecanismos.
Nuevos Métodos para Generacion de Virus MVA Recombinantes Estables

Los autores de la invenciéon han obtenido recombinantes del virus vaccinia Ankara modificado (MVA) que expresan
los genes env y gagpol a partir de aislados de HIV-1 de diferentes localizaciones geograficas.

Los genes extrafios se insertaron en 2 sitios, Delecion 1l y Delecién 11l de MVA. Se ha demostrado que la estabilidad
de estos genes después de pases repetidos de MVA recombinante en cultivo de tejidos es variable. Los inventores
demostraron que la inestabilidad era debida, o bien a delecidén del gen extrafio entero y algo de DNA flanqueante, o
a mutaciones puntuales especificas que daban como resultado la propagacion de viriones de la progenie que tienen
una ventaja de crecimiento debido a que no expresan el gen extrafio. En este caso los inventores describen dos
nuevos métodos de retencion del MVA recombinante del gen extrafio intacto. En primer lugar, los inventores
construyeron un vector de transferencia que dirige la insercion de un gen extrafio entre 2 genes esenciales del virus
vaccinia en la region central conservada del genoma. El uso de este sitio para insercion de genes evita el desarrollo
de variantes que contengan grandes deleciones que incluyen el DNA esencial del virus vaccinia. Adicionalmente,
este plasmido puede utilizarse para insercién de genes adicionales en virus recombinantes. En segundo lugar, el
andlisis de aislados con mutaciones puntuales revel ciertos "puntos calientes" con propensién para la insercion o
delacion una sola base que cause terminacion prematura durante la traduccion. Los inventores demostraron que la
generaciéon de mutaciones silenciosas en estos sitios daba como resultado la estabilizacién del gen insertado.

|. Construccién v aplicaciéon del nuevo vector de transferencia

Construccién del nuevo vector de transferencia, pLW-73

1. La region central del genoma del MVA, K7R-A24R, se examin0 respecto a 1) pares de genes conservados
en la familia poxvirus o la subfamilia Chordopoxvirus y 2) genes que se encuentran en direccién opuesta de
tal modo que sus extremos 3' estan en proximidad estrecha, proporcionando con ello un sitio de insercion que
podria no causar disrupcion de un promotor de vaccinia. El sitio elegido como nuevo sitio de insercién se
encontrara entre dos genes esenciales, 18Ry G1L.

2. El flanco izquierdo del nuevo vector se construyé de manera siguiente: se cort6 el plasmido LAS-1 con las
enzimas de restriccion EcoRI y Xhol para eliminar el flanco del Il MVA, GFP, y la repeticién directa del flanco
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de MVA. Esta insercién se corté con Ascl y Sacl, y se aisl6 el fragmento GFP. Se amplificaron por PCR
quinientos treinta y uno pares de bases en el extremo del gen I8R (con inclusién del coddn de parada TAA)
con los sitios de restriccion EcoRI y Ascl en los extremos del producto PCR. La amplificacion por PCR de 229
pares de bases de la repeticion directa (desde el extremo del gen I8R que incluia el codén de parada TAA) se
realizé con oligonucledtidos que contenian los sitios de restriccion Sacl y Xhol. La totalidad de las 4 piezas de
DNA, 1) la cadena principal del vector con los extremos EcoRI y Xhol, 2) el nuevo flanco izquierdo que
contenia el extremo de I8R con los extremos EcoRI y Ascl, 3) GFP con extremos Acsl y Sacl y 4) la repeticion
directa del flanco I8R con extremos Sacl y Xhol se ligaron para producir el plasmido pLW-72.

3. El flanco derecho se construyé como sigue: se corté pLW-72 con las enzimas de restriccion Pstl y Hindlll
para liberar el flanco del Il del MVA en el plasmido. Se amplificaron por PCR setecientos dos pares de bases
en el extremo del gen G1L con los sitios de las enzimas de restriccion Pstl y Hindlll en los extremos y se
ligaron en el vector pLW-72 para producir pLW-73 (Fig. 7). La secuencia de pLW-73 se proporciona en Fig. 8.

4. Las caracteristicas salientes de pLW-73 son: 1) el vector estaba disefiado para insercién de genes
extrafios entre los genes esenciales en el genoma del MVA. El flanco izquierdo esti constituido por el
extremo del gen 18R y el flanco derecho esta constituido por el extremo del gen G1L; 2) se incluye el gen GFP
para seleccion inicial facil del virus recombinante, 3) el GFP estéa flanqueado por repeticiones directas del gen
I8R, lo cual permite la expresion transitoria de GFP, dado que el GFP se perdera después de pases repetidos
del virus recombinante. Con referencia a WO 2004/087201, las caracteristicas 2 y 3 estaban contenidas
también en los plasmidos anteriores utilizados para producir recombinantes MVA/HIV, pLAS-1y pLAS-2.

Aplicacién de pLW-73

1. El gen env del aislado ADA del clado B de HIV-1 se clon6 en pLW-73 y se obtuvo un virus MVA
recombinante. La secuenciacion del DNA confirmd la localizacién e integridad del gen env.

2. Un virus MVA recombinante que expresaba el gen env del clado D Ugandan (aislado AO7412) (Fig. 9) en
el sitio Delecion 1l de MVA resulto ser inestable, es decir, después de pases seriados en cultivo, el gen se
deleciond de una porcion significativa de la progenie del virus. El mismo gen se cloné luego en pLW-73 y se
obtuvo y caracterizé un virus MVA recombinante. La insercion del gen env era estable después de pases
seriados repetidos (8x) en cultivo, es decir, no se encontrd delecion alguna del gen insertado o la region
flanqueante de MVA. Adicionalmente, no se registré ninguna otra mutacion cuando se inserté el gen en este
sitio.

Il. Mutacién puntual de "puntos calientes"

Andlisis de mutaciones puntuales

Un virus MVA recombinante que expresaba el gen gagpol del Clado D Ugandan (aislado AO3349) en el sitio
Delecion Il de MVA resultd ser inestable. La alteracion genética principal era la generacion de mutaciones en un
solo punto en tramos de 4-6 residuos G o C (Tabla 3). Adicionalmente, se encontraron mutaciones puntuales
similares en placas sin mancha de virus recombinantes similares que expresaban los genes gagpol de un aislado del
clado A de Kenia y un aislado del clado C de Tanzania de HIV-1.

Mutagénesis de puntos calientes y analisis de estabilidad en virus recombinante

Utilizando mutagénesis orientada, se produjeron mutaciones silenciosas en seis regiones de este tipo del gen gag
procedente del aislado de HIV-1 Ugandan. Este gen alterado, UGD 4d gagpol orf (Fig. 10), se cloné en pLAS-1y se
recombiné en el mismo sitio Delecién Il de MVA como se hizo durante la construccién del virus inestable. Después
de pase seriado repetido (8x) en cultivo, no se encontré placa alguna que no se expresara. La secuenciacion del
DNA del stock de virus del pase 8 comprob6 que se mantenia la integridad del gen gagpol.

Ill. Construccién del recombinante doble

Virus MVA/UGDA4d

El virus MVA/UGDA4d, un virus recombinante que expresa la envoltura del subtipo D A07412 Ugandan y el gagpol
AO03349, se construyd de la manera siguiente: Se insertaron los genes de la envoltura y gagpol en el Clon 1 de MVA
1974/NIH por recombinacion homéloga utilizando los plasmidos lanzadera pLW-73 y pLAS-1, respectivamente. Se
aisl6 MVA/UGDA4d por 6 tandas de purificacion en placas en células fibroblastos de embridn de pollo y se amplificd y
caracteriz6 subsiguientemente.

Sumario

1. Se construy6 un vector de transferencia de plasmido que dirige la recombinacion de un gen extrafio entre
dos genes esenciales, I8R y G1L, en la region central conservada del genoma del MVA. Se demostré que el
uso de este sitio inhibe la seleccién de virus mutantes con deleciones de los flancos gen/MVA insertados.
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2. Se alteraron tramos altamente mutables de residuos G y C por mutagénesis orientada y se generaron
mutaciones silenciosas en la secuencia codificante. Se demostré que este cambio estabilizaba el gen cuando
se insertd en Delecion 11l de MVA.

3. Utilizando estos dos métodos anteriores, se construy6 el recombinante doble de MVA UGD4d que expresa
de manera estable tanto el env como el gagpol del clado D Ugandan.

Ejemplo 1

Se han producido MVAs recombinantes que expresan los genes env y gagpol de HIV-1 a partir de muchos aislados
diferentes. La estabilidad de los genes insertados después de sometimiento a pases repetidos en cultivo de tejido ha
demostrado ser variable. En este caso los inventores (1) demuestran que la inestabilidad representa una
combinacién de mutacién o delecién espontanea del gen insertado y la seleccién de mutantes que no se expresan, y
(2) describen nuevos métodos para reduccion de la inestabilidad.

Resumen

Se construyeron MVAs recombinantes que expresan env y gagpol de muchos aislados diferentes. Se someti6 cada
virus a pases repetidos en células fibroblastos de embrion de pollo para mimetizar la amplificacion en gran escala
requerida para la produccion de virus para pruebas clinicas. Se monitorizd la estabilidad de la inserciéon por
inmunotincion de env y gag de placas individuales. Para algunos virus recombinantes, se encontré que la expresion
de env y/o gag se perdia rapidamente en una fraccion significativa de la poblacién de virus. Para identificar el o los
mecanismos de pérdida de expresion, se aislaron placas individuales y se caracteriz6 la naturaleza de las
mutaciones. En algunos casos, se identificaron secuencias especificas de DNA con propension a mutar por adicion
o delecién de un solo nucleétido. La generacién de tales mutaciones podia evitarse por alteracion de codones sin
cambio del producto de traduccién predicho. En otros casos, la pérdida de expresién estaba causada por grandes
deleciones que se extendian frecuentemente en los genes de MVA flanqueantes no esenciales. Para impedir que
ocurriera esto, se construyé un nuevo pldsmido lanzadera que se disefid para dirigir la insercién de los genes
extrafios entre dos genes esenciales de MVA. La recombinacién en este sitio reducia las deleciones del DNA
extrafio. En un caso, sin embargo, la toxicidad asociada con la expresion de env de HIV de alto nivel era tan grave
gue la seleccion de mutantes ratos daba todavia como resultado una poblacion inestable. En este caso, Unicamente
la truncacion del dominio transmembranal de env permitié la construcciéon de un MVA recombinante estable.

Generacion de MVAs Recombinantes y Analisis de la Estabilidad de los Genes Insertados

Se clonaron los genes env y gagpol en vectores lanzadera de MVA. Se analizaron la expresiéon y la funcion por
ensayos de expresion transitoria. Se recombiné gagpol en MVA 1974/NIH Clon 1. Se purificaron los MVA
recombinantes en placas con 6-8 tandas seguido por amplificacion del virus. Se recombiné env en el aislado
MVA/gagpol y los MVA recombinantes dobles (Fig. 11A) se purificaron en placas con 6-8 tandas y se amplificaron.
Para evaluar la estabilidad de las inserciones, se sometio el virus a pases seriados en células CEF utilizando una
multiplicidad de infeccion (m.o.i.) de ~ 1 pfu/célula para mimetizar la producciéon en gran escala. Se evalud la
estabilidad por determinacion del porcentaje de células que expresaban env o gag, como se determind por
inmunotincién con anticuerpos monoclonales (Fig. 11B).

Estabilidad de los MVAs Recombinantes

Se construyeron MVAs recombinantes que expresaban genes de aislados de HIV-1 de localizaciones geogréaficas
diferentes. Se insertaron los genes env y gagpol en las deleciones Il y Il del MVA, respectivamente; ambos bajo
control del promotor H5 modificado. La estabilidad de los genes env y gagpol de 7 MVAs recombinantes se muestra
en la Tabla 4. Se observaron grados variables de inestabilidad en los 7 virus. En MVA/65A/G, la expresion de env se
perdia rapidamente, expresando solo 25% de los viriones env en el pase 6. En MVA/UGD4a, la expresion tanto de
env como de gagpol se perdia cada vez mas con los pases sucesivos del virus. Dado que se requieren al menos 6-7
pases para la produccién de una gran cantidad de virus para una prueba en Fase |, estos dos virus se consideraron
inadecuados.

Andlisis de la Expresién de MVA/65A/G

Haciendo referencia a Fig. 12, se seleccionaron aleatoriamente 13 placas de P3 y P5 de MVA/65A/G y se analizaron
por inmunotincién con T-24 mAb (sitio de fijacion representado en a), transferencia Western, PCR, y secuenciacion.
Se encontraron 5 tipos de placas y los nimeros de estas placas obtenidos para cada tipo se dan a la derecha de
Fig. 12. Las placas a, b, y c se tefiian, pero b y ¢ eran versiones truncadas debido a sustitucién de bases (causando
el codon de parada) (b) y deleciéon del extremo del gen env y parte del flanco de MVA (c). Las placas d y e sin
mancha eran resultado de la adicién de G a un tramo 5G que causaba un cambio de marco (d) y una gran delecion
del gen env entero y partes de los flancos de MVA (e). Asi, la adicion de pares de bases, sustitucién, y deleciones
contribuian todas ellas a la expresién inestable del gen env en MVA/65A/G. Este env A/G, el ejemplo mas inestable
con el que se trabajé, se selecciond para estudiar modificaciones que pudieran aumentar la estabilidad.
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Modificaciones en los Constructos A/G para Aumentar la Estabilidad

1. Se produjo una envoltura sintética eliminando tramos de 4 y 5 G y C por mutaciones silenciosas a fin de
prevenir mutaciones puntuales.

2. Se construyo el vector 18/G1, es decir, pLW-73, con un sitio de insercion entre los genes esenciales 18R y
G1L a fin de prevenir deleciones de genes y flancos de MVA que fuesen viables. Los extremos de los genes
I8R (500 pb) y G1L (750 pb) de MVA se amplificaron por PCR y se insertaron en un vector que contenia el
promotor mH5 temprano/tardio del virus vaccinia controlador de la expresién de genes extrafios. Se utilizd
este vector 18/G1 para insertar genes extrafios en MVA por recombinaciéon homdloga (Fig. 13). Las
deleciones de genes insertados y MVA flanqueante del gen insertado no serian viables debido a que partes
de genes esenciales se habrian delecionado. Por consiguiente, los virus con estas mutaciones no serian
capaces de superar a la poblaciéon con su ventaja de crecimiento normal.

3. La envoltura A/G de gp140 se mutd por delecion del dominio transmembranal y la cola citoplasmica de
gp41, dando como resultado una proteina secretada.

Testado de las Modificaciones para Aumentar la Estabilidad

Se produjeron 7 virus recombinantes simples con modificaciones env y/o uso del nuevo vector como se muestra en
Fig. 14. Se aislaron 5 placas de cada virus y se sometieron a pases independientemente en CEF para determinar si
las modificaciones aumentaban la expresion estable de la envoltura. Las placas sometidas a pases se analizaron por
inmunotincion con mAb T-43 (sitio de fijacibn mapeado a 101-125 aa de env), transferencia Western, PCR, y
secuenciacion.

Expresion de Env después de Pases en Placas

Haciendo referencia a Fig. 15, 5 aislados de placas sometidos independientemente a pases de cada uno de los 7
recombinantes arriba enumerados se caracterizaron en los pases 1, 3, 5y 7 por inmunotincion con mAb T-43 (que
se fija entre los aminoacidos 101 y 125 en gp120). Cuatro de 7 virus (Fig. 15, a, b, ¢, e) tenian expresion inestable
de proteinas en cada una de las 5 placas sometidas a pases; dos pases de placa de (Fig. 15f) tenian también
expresion inestable de env. Estos incluian virus con el env sintético tanto en del Il (Fig. 15¢) como en el sitio
esencial del gen (Fig. 15f) del genoma del MVA. Unicamente los virus recombinantes que contenian la envoltura
como gpl140 truncado y secretado se mantenian expresando de manera estable la envoltura (Fig. 15, d y g)-

Transferencia Western, PCR y Anédlisis de Secuencia

De los pases en placas seleccionados, se escogieron clones para analizar la expresion de proteinas por
transferencia Western, PCR, y analisis de secuencia (Fig. 16). Para el andlisis por transferencia Western, se
utilizaron T-24 y T-32 que se fijaban en el principio y el fin de la envoltura del clado A, respectivamente, a fin de
determinar si se producia Unicamente envoltura parcial o envoltura de longitud total. Los virus de control, marcados
¢, se encuentran a la derecha de cada transferencia. Para los 3 virus producidos en la delecién Il de MVA (Fig. 16 a,
b, y c), tnicamente en Fig. 16 c (es decir, los clones gp140), se encontraban todos los clones que expresaban
proteina detectable en Western. Esta proteina (como se midioé por T-32) no estaba truncada. Cuando se inserto la
envoltura en el sitio del gen esencial por el vector 18/G1 (Fig. 16 d, e, y f), nuevamente, sélo la envoltura de gp140
se expresaba en todos los clones y no estaba truncada. Aunque el uso del vector 18/G1 no impedia mutaciones en la
secuencia env, el mismo impedia las deleciones que se habian observado en la envoltura insertada en del Il.
(Obsérvense los productos PCR positivos para todos los clones testados a partir del vector 18/G1, y en cambio los
productos PCR negativos a partir de los clones testados utilizando el vector del II).

Expresion de Env en el Clado A/G Recombinante Doble

Basandose en resultados previos con analisis simple de env, se produjeron recombinantes dobles que expresaban
gagpol con gp140 o con el gen sintético gp160, y se testaron respecto a estabilidad de la expresion de env (Fig. 17).
Se aislaron 5 placas de cada uno como se ha descrito previamente, y se sometieron a pases 7 veces para analizar
la estabilidad de la expresién de env. En el pase 7, las placas procedentes de los pases se sometieron a
inmunotincion con mAbs T-43 y T-32 (que se fijan a gp120 y gp41l, respectivamente). Con mAb T-43, uno de 5
clones de la envoltura sintética de expresion recombinante estaba constituido Unicamente por placas sin mancha. La
tincién subsiguiente con T-32 de estas placas demostré que otra placa tenia expresion truncada de la envoltura.
Todas las placas sometidas a pases del recombinante doble que contenia la envoltura de gp140 parecian estables
por inmunotinciéon tanto con T-43 como con T-32. Los titulos eran también 2 logs mayores que con el otro
recombinante doble. Por tanto un recombinante doble del clado A/G que expresaba de manera estable la envoltura
pudo podia producirse Unicamente con la envoltura de gp140.

Virus Recombinantes que Expresan env y gagpol a partir de Aislados de HIV-1 Ugandan

Se construyeron virus MVA recombinantes que expresaban los genes env y gagpol de HIV-1 a partir de aislados
AO741 y AO3349 Ugandan, como se muestra en Fig. 18. Se sometieron a pases seriados cuatro a seis aislados
independientes de cada uno y se encontré que ambos genes eran inestables tanto si se expresaban solos como en
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combinacién (Tabla 5). En contraste, la expresion de gp140 en lugar de gpl160 fijado a la membrana daba como
resultado la estabilidad del gen env después de pases seriados (Fig. 18 y Tabla 5).

MVA/UGD4a - Anédlisis de Placas de env sin Mancha

Para determinar el mecanismo de la inestabilidad, se aislaron 24 placas individuales sin mancha (utilizando Mab T-
43) del pase 6 de MVA/UGDA4a, se amplificaron, y se caracterizaron. Se identificaron dos pequefias deleciones (1,2 'y
0,3 kb) por amplificacion PCR y secuenciacion del DNA (Fig. 19). Todos los restantes aislados contenian deleciones
muy grandes que se extendian al MVA flanqueante. Los puntos de rotura aproximados para estas deleciones se
identificaron utilizando pares de cebadores procedentes del interior del gen env o las regiones flanqueantes de MVA.

Modificacién del env UGD en MVA Recombinante

Para mejorar el problema de la inestabilidad del gen env UGD, el gen env A07412 se inserté en MVA utilizando el
nuevo vector, 18/G1, que dirige la recombinacién de un gen extrafio entre dos genes esenciales del virus vaccinia, 18
y G1 y utiliza el promotor H5 modificado (Fig. 20). Se sometieron a pases seriados cuatro placas independientes y
se analizaron respecto a la expresion de env por inmunotincién con Mabs T-43 y T-32 en el pase 5. El gen era
estable en todos los aislados (Tabla 6).

MVA/UGDA4b - Anédlisis de Placas gag sin Mancha

Para determinar el mecanismo de inestabilidad del gen gag, se escogieron 8 placas individuales sin mancha
(utilizando Mab 183-H12-5C - Depoésito NIAID AIDS) del pase 6 de MVA/UGD4b, se amplificaron, y se secuencio la
inserciéon gagpol (Tabla 7). En 7 aislados se encontré una insercion o delecion de un solo residuo G en la posicién
564-569. En un aislado, se delecion6 un residuo C de la secuencia CCCC en la posicion 530-534. Adicionalmente,
las placas sin mancha de los stocks de MVA/KEA y MVA/TZC sometidos a muchos pases revelaban un punto
caliente similar para mutacién, a saber, la posicion 564-569. El examen de la secuencia completa del gen gagpol
UGD A07412 exhibia 22 tramos de 4 o més residuos G o C (Fig. 21).

Modificacion del Gen gagpol UGD en MVA Recombinante

Dado que el mecanismo de inestabilidad del gen gagpol era fundamentalmente insercion o delecion de un solo
nucleétido en un tramo de 4-6 residuos G o C, la estrategia para mejorar la estabilidad de este gen fue generar
mutaciones silenciosas en tales sitios. Asi, se empled mutagénesis orientada en 6 sitios en gag pl17 y p24 (Tabla 3).
El gen del codon alterado (c.a.) resultante insertado en MVA en la misma localizacién, es decir, Delecion I, resultd
estable después de sometimiento seriado a pases (Fig. 2 y Tabla 8).

Construccion de MVA Estable Recombinante que Expresa env y gagpol UGD

Se construy6 un virus recombinante que expresaba el gen env UGD en el locus 18/G1 y el gen gagpol alterado en
codones en Delecion 11l de MVA (Fig. 23). El sometimiento a pases seriados demostro la ausencia de inestabilidad
de cualquier gen. Adicionalmente, el nivel de la expresion de proteinas y la secuencia de DNA se mantenian
inalterados durante el sometimiento a pases (Tabla 9).

Conclusiones

La inestabilidad de las inserciones env y gagpol se atribuye a la generacién de mutaciones y deleciones puntuales y
a la ventaja de crecimiento de los mutantes de MVA que no se expresan. La inestabilidad puede reducirse
generalmente por alteracion de codones y/o inserciéon en una region esencial del genoma del MVA (MVA/UGDA4d)
pero tuvo que alterarse env en un caso (MVA/65A/G).

Ejemplo 2
Inmunogenicidad de MVA/UGDA4d en Ratones BALB/c

Grupos de 10 ratones cada uno se inmunizaron por la via intraperitoneal con 10° 6 10’ unidades infecciosas de
MVA/UGD4d. Grupos de 5 ratones cada uno se inmunizaron analogamente con MVA-1974 parental. Los ratones se
inmunizaron en las semanas 0 y 3 y se sangraron en las semanas 0, 3, y 5. Se extirparon los bazos en la semana 5.

Se midieron las respuestas celulares en esplenocitos recientes por tincion intracelular con citoquinas. Los
esplenocitos se estimularon por separado con lo siguiente: 1) el péptido gag inmunodominante (AMQMLKETI (SEQ
ID NO: 6)), 2) péptidos env (DTEVHNVWATHACVP (SEQ ID NO: 7) y QQQSNLLRAIEAQQH (SEQ ID NO: 8)), 3)
péptidos pol (8 péptidos con variantes de aminoacidos simples de ELRQHLLRWGLTT (SEQ ID NO: 9) y
HGVYYDPSKDLIAE (SEQ ID NO: 10)), y 4) MVA.

Se tifieron las células para expresion superficial de CD4 y CD8 y luego para expresion intracelular de IFN-y e IL2 o
TNF. Como se muestra en Fig. 24, MVA/UGDA4d provocaba respuestas de CD8/IFN-y al péptido gag, los péptidos
pol, y MVA. Las respuestas al péptido gag eran multifuncionales, expresando tanto IFN-y como IL2 o TNF.
Asimismo, se provocaron respuestas de CD4/IFN-y al conjunto de péptidos env.
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Se midieron las respuestas humorales por ELISA (Fig. 25). Se demostraron respuestas fuertes a UGD env al cabo
de 3 semanas después de una inmunizacion, y se reforzaron por la segunda inmunizacién. Adicionalmente, se
provocaron respuestas fuertes de virus vaccinia después de 1 y 2 inmunizaciones.

Tabla 3. Cambios de Nucle6tidos MVA/UGD Realizados Para Eliminar Tramos de G y C (Aislado AO3349 de

HIV-1)
Nucleoétido # que comienza con ATG |Secuencia Original |Secuencia Modificada
28-32 GGGGG GGGG
70-74 GGGGG GGGG
408-411 GGGG GGGA
530-533 CCcCcC CACC
564-569 GGGGGG AGGAGG
686-689 GGGG GAGG
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Tabla 5. Virus Recombinantes que Expresan env y gagpol de los Aislados HIV-1 Ugandan

% Sin mancha
Pase | env gag
9 12,2 17,4
5 5,8 2,6
UGD4a 5 2,7 17,6
5 8,4 7,2
5 11,4 8,0
6 1,5 17,0
5 3,3 9,3
5 3,7 8,3
5 7,9 4.4
UGD4b 5 15,2 5,0
4 Nd 18,8
4 Nd 46,7
UGDla 4 Nd 64,9
4 Nd 38,1
5 7,9 44,8
UGD gag3349 8 36,6
8 254
6 22,9
6 33,1
UGD env 8 9,0
8 2,9
8 13,3
8 12,5
8 14,3
UGDgag/gp140| 5 1,2 18,9
5 2,3 17,6

Tabla 6. Modificacion del Gen env UGD en MVA Recombinante

% Sin mancha

Pase |env gag
UGD9 |5 0,5
5 0,4
5 0,0
5 0,5
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Tabla 7. MVA/UGD4b - Analisis de Placas gag sin Mancha # Placas Individuales con Mutacién

Gen Base# | Secuencia | MVA/UGD | MVA/KEA [MVA/TZC

28 GGGGG
pl7
70 GGGGG n=1
408 GGGG
530 CCcCcC n=1
p24 564 |GGGGGG n=7 n=16 n=21
686 GGGG
1050 |GGGGGG
p7 1133 GGGG
pl 1320 GGGG
1361 ccce
1387 GGGG
p6
1419 GGGG
1473 CCCC

1494 | GGGGG
1590 | GGGGG
1599 | GGGGG
2362 | GGGG
Proteasa RT | 2380 | GGGG
2528 | GGGGG

2596 | GGGG
2893 | GGGG
3001 | CcCCC

Tabla 8. Modificacién del Gen gagpol UGD en MVA Recombinante

% Sin Mancha

Pase| env | gag

6 0,9
UGD gag (c.a.)

6 0,0

6 0,5

Tabla 9. Construccion de MVA Estable Recombinante que Expresa env y gagpol UGD

% Sin mancha

Pase | env gag

UGD4d | 11 0,0 0,7
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REIVINDICACIONES

1. Un virus vaccinia Ankara modificado (MVA) recombinante que comprende una secuencia de DNA heter6loga
insertada en una region intergénica (IGR) del genoma del MVA, que esta localizado entre, o flanqueado por, los
marcos de lectura abiertos (ORFs) 069-070 del genoma del MVA en la nomenclatura de CDC/Acambis, que
corresponde a los ORFs I8R-G1L en la nomenclatura de Copenhague.

2. El MVA de acuerdo con la reivindicacion 1, en donde la secuencia de DNA heteréloga comprende al menos una
secuencia codificante, bajo el control transcripcional de un elemento de control de la transcripcién poxviral.

3. ElI MVA de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1-2, en donde la secuencia de DNA heterdloga codifica
una o mas proteinas, polipéptidos o péptidos.

4. El MVA de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1-3, en donde la secuencia de DNA heteréloga se
deriva del virus de la inmunodeficiencia humana (HIV).

5. El MVA de acuerdo con la reivindicacién 4, en donde la secuencia de DNA heter6loga derivada del virus de la
inmunodeficiencia humana codifica HIV env.

6. El MVA de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1-5, en donde el genoma del MVA es el del MVA
depositado en ATCC bajo el niumero de acceso PTA-5095.

7. El MVA de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1 a 5, en donde el genoma del MVA es el que tiene la
secuencia de GenBank numero de acceso AY603355.

8. EI MVA de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1 a 5, en donde el genoma del MVA es el que tiene la
secuencia de GenBank, nimero de acceso U94848.

9. Un vector plasmidico que comprende una secuencia de DNA derivada de u homdloga al genoma de un MVA, en
donde dicha secuencia de DNA comprende
i) un fragmento completo o parcial de una secuencia IGR localizada entre las secuencias completas o
parciales de los ORFs 069-070 en la nomenclatura de CDC/Acambis del genoma del MVA, que corresponde
a los ORFs I8R-G1L en la nhomenclatura de Copenhague; y
i) insertado en dicha secuencia IGR un sitio de clonacion para insercién de una secuencia de DNA que es
heter6loga al genoma del MVA; y
iii) opcionalmente, una casete de gen informador o de seleccién.

10. Un vector plasmidico que comprende una secuencia de DNA derivada de u homoéloga al genoma de un MVA, en
donde dicha secuencia de DNA comprende
i) un fragmento completo o parcial de los ORFs 069-070 en la nomenclatura de CDC/Acambis que
corresponde a los ORFs I8R-G1L en la nhomenclatura de Copenhague; y
i) insertado en dichos ORFs, un sitio de clonacién para insercion de una secuencia de DNA que es
heter6loga al genoma del MVA; y
iii) opcionalmente, una casete de gen informador o de seleccién.

11. El vector plasmidico de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 9 a 10, en donde la secuencia de DNA se
deriva de o0 es homdloga al genoma del MVA depositado en ATCC bajo el nUmero de acceso PTA-5095.

12. El vector plasmidico de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 9 a 10, en donde la secuencia de DNA se
deriva de o es homoéloga al genoma del MVA que tiene la secuencia de GenBank nimero de acceso AY603355.

13. El vector plasmidico de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 9 a 10, en donde la secuencia de DNA se
deriva de o es homodloga al genoma del MVA que tiene la secuencia de GenBank, nimero de acceso U94848.

14. Una composicién farmacéutica, de vacuna o inmundgena que comprende el MVA o el vector plasmidico de
acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1 a 13.

15. El MVA o vector plasmidico de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1 a 8 para uso como
medicamento, composicién inmundégena, o vacuna.

16. Uso del MVA de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1 a 8 para la preparacién de un medicamento,
composicién inmundgena, o vacuna para el tratamiento o la profilaxis de una infecciéon viral o una enfermedad
proliferativa.

17. El MVA de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1-8 para uso en el tratamiento o la profilaxis de una
infeccion viral o una enfermedad proliferativa.
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ATGAGAGTGAGGGAGACAGTGAGGAATTATCAGCACTTGTGGAGATGGGGCATCATGCTCC
TTGGGATGTTAATGATATGTAGTGCTGCAGACCAGCTGTGGGTCACAGTGTATTATGGGGT
ACCTGTGTGGAAAGAAGCAACCACTACTCTATTTTGTGCATCAGATGCTAAAGCACATANMA
GCAGAGGCACATAATATCTGGGCTACACATGCCTGTGTACCAACAGACCCCAATCCACGAG
AAATAATACTAGGAAATGTCACAGAAAACTTTAACATGTGGARGAATAACATGGTAGAGCA
GATGCATGAGGATATAATCAGTTTATGGGATCAAAGTCTAAARACCATGTGTAAARATTAACC
CCACTCTGTGTTACTTTAAACTGCRACTACATATTGGAATGGAACTTTACAGGGGAATGAAA
CTAAAGGGAAGAATAGARGTGACATAATGACATGCTCTTTCAATATAACCACAGAAATAAG
AGGTAGRAAGAAGCAAGAAACTGCACTTTTCTATAAACTTGATGTGGTACCACTAGAGGAT
ARGGATAGTAATAAGACTACCAACTATAGCAGCTATAGATTAATARATTGCAATACCTCAG
TCGTGACACAGGCGTGTCCAAAAGTARACCTTTGAGCCAATTCCCATACATTATTGTGCCCC
AGCTGGATTTGCGATTCTGAAATGTAATAATAAGACGTTCAATGGARCGGGTCCATGCAAA
ARTGTCAGCACAGTACAGTGTACACATGGAATTAGGCCAGTAGTGTCAACTCAACTGTTGT
TGAATGGCAGTCTAGCAGAAGAAGAGATAATAATTAGATCTGAARAATATCACARATAATGC
AAMAACCATAATAGTACAGCTTAATGAGTCTGTAACAAT TGATTGCATAAGGCCCAACAAC
AATACAAGAAAAAGTATACGCATAGGACCAGGGCAAGCACTCTATACAACAGACATAATAG
GGRATATAAGACAAGCACATTGTAATGTTAGTAAAGTAAAATGGGGAAGAATGTTARAARG
GGTAGCTGAAAAATTARAAGACCTTCTTARCCAGACAARAGAACATAARCTTTTGAACCATCC
TCAGGAGGGGACCCAGAAATTACAACACACAGCTTTAATTGTGGAGGGGAATTCTTCTACT
GCAATACATCAGGACTATTTAATGGGAGTCTGCTTAATGAGCAGTTTAATGAGACATCAAA
TGATACTCTCACACTCCAATGCAGAATAAAACAAATTATARACATGTGGCAAGGAGTAGGA
BAAGCAATGTATGCCCCTCCCATTGCAGGACCAATCAGCTGTTCATCAAATATTACAGGAC
TATTGTTGACAAGAGATGGTGGTAATACTGGTAATGATTCAGAGATCTTCAGACCTGGAGG
GGGAGATATGAGAGACAATTGGAGAAGTGAATTATACAAATATAARGTAGTAAGAATTGAA
CCAATGGGTCTAGCACCCACCAGGGCAARAAGAAGAGTGGTGGARAGAGAANAAAGAGCAA
TAGGACTGGGAGCTATGTTCCTIGGGTTCTTGGGAGCGGCAGGARAGCACGATGGGCGCAGC
GTCACTGACGCTGACGGTACAGGCCAGACAGTTATTGTCTGGTATAGTGCAACAGCRARAC
AATTTGCTGAGAGCTATAGAGGCGCAACAGCATCTGTTGCAACTCACAGTCTGGGGCATTA
AACAGCTCCAGGCAAGAGTCCTGGCTATGCGAAAGCTACCTAAAGGATCAACAGCTCCTAGE
AATTTGGGGTTGCTCTGGAAARCACATTTCCACCACTACTGTGCCCTGCGARCTCTACCTGS
AGTAATAGATCTGTAGAGGAGATTTGGAATAATATGACCTGGATGCAGTGGGAARGAGAAA
TTGAGAATTACACAGGTTTAATATACACCTTAATTGAAGAATCGCAAACCCAGCAAGAAAA
GRATGAACAAGAACTATTGCAATTGGATAAATGGGCAAGTTTGTGGAATTGGTTTAGTATA
ACAAAATGGCTGTGGTATATAAAAATATTCATAATGATAGTAGGAGGCTTAATAGGTTTAA
GRATAGTTTTTGCTGTGCTTTCTTTAGTAAATAGAGTTAGGCAGGGATATTCACCTCTGTC
TTTTCAGACCCTCCTCCCAGCCCCGAGGGGACCCGACAGGCCCGAAGGAATAGAAGAAGAR
GGTGGAGAGCAAGGCTAA

Fig. 9
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ATGGGTGCGAGAGCGTCAGTATTAAGCGGAGGARAATTAGATGAATGGGAAANAATT
CGGTTACGGCCAGGAGGAAACAAAARATATAGATTAAAACATTTAGTATGGGCAAGC
AGGGAGCTAGAACGATTTGCACTTAATCCTGGT CTTTTAGAAACATCAGAAGGCTGT
AGACAAATAATAGARCAGCTACAACCATCTATTCAGACAGGATCAGAGGAACTTARAA
TCATTACATAATACAGTAGTAACCCTCTATTGTGTACATGARAGGATAAAGGTAGCA
GATACCAAGGAAGCTTTAGATAARGATAAAGGAAGAACAAACCAAAAGTARGARARAR
GCACAGCAAGCAACAGCTGACAGCAGCCAGGTCAGCCAAAATTATCCTATAGTACAA
AACCTACAGGGACAAATGGTACACCAGTCCTTATCACCTAGGACTTTGAATGCATGG
GTAAAAGTAATAGARGAGAAGGCTTTCAGCCCAGRAGTAATACCCATGTTTTCAGCA
TTATCAGAAGGACGCCACACCAACAGATTTAAACACCATGCTAAACACAGTAGGAGGA
CATCAAGCAGCCATGCARATGTTAARAGAGACTATCAATGAGGAAGCTGCAGAATSG -
GATAGGCTACATCCAGTGCCTGCAGGGCCTGTTGCACCAGGCCAAATGAGAGAACCA
AGAGGAAGTGATATAGCAGGAACTACCAGTACCCTTCAGGAACAAAGAAATCTATAA
AAGATGGATAATCCTAGGATTAAATAARATAGTAAGAATGTATAGCCCTGTCAGCAT
TTTGGACATAAGACRAGGACCAAAGGAACCCTTTAGAGACTATGTAGATCGGTTCTA
TAAAACTCTACGAGCCGAGCAAGCTTCACAGGATGTAARRAATTGGATGACTGARAC
CTTGTTAGTCCAAAATGCGAATCCAGATTGTAAAACTATCTTAARAGCATTGGGACC
AGCGGCTACATTAGAAGARATGATGACAGCATGT CAGGGAGTGGGGGGACCCAGTCA
TAAAGCAAGAGTTTTGGCTGAGGCAATGAGCCAAGCATCAAACACAMAATGCTGTTAT
AATGATGCAGAGGGGCAATTTCAAGGGCAAGAAAATCATTAAGTGTTTCAACTGTGG

CAAAGAAGGACACCTAGCAAAAMATTGTAGGGCTCCTAGGAAAAGAGGCTGTTGGAA
ATGTGGAAAGGAAGGGCACCAAATGAAAGATTGTAATGAAAGACAGGCTAATTTITTT
AGGGAGAATTTGGCCTTCCCACAAGGGGAGGCCAGGGRATTTCCTTCAGAGCAGACC
AGAGCCAACAGCCCCACCAGCAGAGAGCTTCGGGETTTGGGGAAGAGATAACACCCTC
CCAGAANCAGGAGGGGAAAGAGGAGCTGTATCCTTCAGCCTCCCTCARATCACTCTT
TGGCAACGACCCCTAGTCACAATAAAAATAGGGGGACAGCTAAAGGAAGCTCTATTA
GATACAGGAGCAGATGATACAGTAGTAGAAGARATGAATT TGCCAGGAARATGGARA
CCAAAAARTGATAGGGGGAATTGGGGGCTTTATCAAAGTAAGACAGTATGATCAAATA
CTCGTAGARATCTATGGATATAAGGCTACAGGTACAGTATTAGTAGGACCTACACCT
GTCAACATAATTGGAAGAAATTTGTTGACTCAGATTGGTTGCACTTTAAATTTTCCA
ATTAGTCCTATTGAAACTGTACCAGTARRATTAAAGTCAGGGATGGATGGTCCAAGA
GTTAAACAATGGCCATTGACAGAAGAGAAAATAAAAGCACTAATAGAAATTTGTACA
GARAATGGAAAAGGAAGGAAAACTTTCAAGAATTGGACCTGAARATCCATACAATACT
CCAATATTTGCCATARAGAAAAAAGACAGTACTAAGTGGAGAAAATTAGTAGATTTC
AGAGAACTTAATARAGAGAACTCAAGATTTCTGGGAAGTTCAACTAGGAATACCACAT
CCTGCAGGGCTAAARANGARAAARATCAGTAACAGTACTGGAGGTGGGTGATGCATAT
TTTTCAGTTCCCTTATATGAAGACTTTAGAAAATACACTGCATTCACCATACCTAGT
ATAAACAATGAGACACCAGGAATTAGATATCAGTACRAATGTGCTTCCACRAGGATGG
AAAGGATCACCGGCAATATTCCARAGTAGCATGACAAAAATTTTAGAACCTTTTAGA
AAACAARATCCAGARGTGGTTATCTACCAATACATGCACGATTTGTATGTAGGATCT
GACTTA

Fig. 10-1
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GAAATAGGGCAGCATAGAATAAAANTAGAGGAATTAAGGGGACACCTATTGAAGTGGG
GATTTACCACACCAGACAARRAATCATCAGAAGGAACCTCCATTTCTTTGGATGGGTTA
TGAACTCCATCCTGATAAATGGACAGTACAGCCTATAAAACTGCCAGAAARAGAAAGC
TGGACTGTCAATGATCTGCAGAAGTTAGTGGGGAAATTAAATTGGGCAAGTCAAATTT
ATTCAGGAATTAAAGTAAGACAATTATGCAAATGCCTTAGGGGAACCAAAGCACTGAC
AGARGTAGTACCACTGACAGAAGAAGCAGAATTAGRACTGGCAGARAACAGGGAACTT
CTARAAGAAACAGTACATGGAGTGTATTATGACCCATCAARAGACTTAATAGCAGAAA
TACAGAAACAAGGGCAAGACCAATGGACATATCAAATTTATCAAGAACAATATAAARAA
TTTGAAAACAGGAAAGTATGCAAAGAGCGAGGAGTACCCACACTAATGATGTAANACAA
TTAACAGAGGCAGTGCAAAAAATAGCCCAAGAATGTATAGTGATATGGGGAARGACTC
CTARATTCAGACTACCCATACARAAGGARACATGGGAAACATGGTGCACAGAGTATTG
GCAGGCCACCTGGATTCCTGAGTGGGAGTTTGTCAATACCCCTCCCTTGGTTAAATTA
TGGTACCAGTTAGAGAAGGAACCCATAGTAGGAGCAGAAACCTTCTAA

Fig. 10-2
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Fig. 10-1

Fig. 10-2

Fig. 10
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