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DESCRIPCIÓN 

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

Campo de la Invención 

La presente invención se refiere a sitios de inserción útiles para la integración estable de secuencias exógenas de 
DNA en el genoma del MVA. 5 

Descripción de la Técnica Afín 

Los miembros de la familia poxvirus tienen grandes genomas de DNA bicatenario que codifican varios centenares de 
proteínas (Moss, B. 2007 "Poxviridae: The Viruses and Their Replication" en Fields Virology, 5ª edición (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 genómica de la cepa vaccinia fuertemente atenuada vaccinia Ankara modificada 10 
(MVA) (Mayr, A. et al. 1978 Zentralbl Bakteriol 167:375-390), que no puede crecer en la mayoría de las células de 
mamífero 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 más de 570 veces en fibroblastos de embrión de pollo, durante lo cual se han producido 6 deleciones 
principales con relación a la cepa parental Ankara de tipo salvaje, acompañadas por una restricción severa en el 15 
campo del hospedador (Meyer, H. et al. 1991 J Gen Virol 72: 1031-1038). 

Sumario de la Invención 

La presente invención se refiere a nuevos sitios de inserción útiles para la integración de secuencias exógenas en 
una región intergénica (IGR) de un genoma del virus vaccinia, en la que la IGR está localizada entre o está 
flanqueada por los marcos de lectura abiertos (ORFs) 069-070 del genoma del virus vaccinia en la nomenclatura de 20 
CDC/Acambis y donde los ORFs corresponden a genes conservados, y a vectores plasmídicos afines útiles para 
insertar DNA exógeno en el genoma del virus vaccinia, y adicionalmente a virus vaccinia recombinantes que 
comprenden una secuencia exógena insertada en dicho nuevo sitio de inserción como medicamento o vacuna. 

Breve Descripción de los Dibujos 

 Figura 1. Relaciones filogenéticas de HIV-1 y HIV-2 basadas en la identidad de secuencias del gen pol. 25 

SIVcpz 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 SIVcpz diferentes basadas 
en secuencias del gen pol de longitud total. La barra indica una distancia genética de 0,1 (divergencia de 
nucleótidos 10%) y las posiciones del asterisco agrupan aislados N de HIV-1 basados en secuencias de env. 30 

 Figura 3. Propiedades trópicas y biológicas de aislados de HIV-1. 

 Figura 4. Proteínas codificadas por HIV. Se indican la localización de los genes de HIV, los tamaños de los 

productos primarios de traducción (en algunos casos poliproteínas), y las proteínas virales maduras 
procesadas. 

 Figura 5. Representación esquemática de un virión de HIV-1 maduro. 35 

 Figura 6. Representación lineal de la glicoproteína Env de HIV-1. La flecha indica el sitio de la escisión de 
gp160 en gp120 y gp41. En gp120, las áreas sombreadas representan dominios variables (V1 a V5) y los 
recuadros vacíos representan secuencias conservadas (C1 a C5). En el ectodominio gp41 se indican varios 
dominios: el péptido de fusión N-terminal, y las dos hélices de ectodominio (hélices N y C). El dominio que 
abarca la membrana está representado por un recuadro negro. En el dominio citoplásmico gp41, se 40 
representan el motivo de endocitosis Tyr-X-X-Leu (YXXL) (SEQ ID NO: 1) y dos dominios helicoidales 

predichos (hélice-1 y -2). Se indican los números de los aminoácidos. 

 Figura 7. Vector de transferencia pLW-73. 

 Figura 8. Secuencia de nucleótidos del vector de transferencia pLW-73 (cadena superior, SEQ ID NO: 2; 
cadena inferior, SEQ ID NO: 3). 45 

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

 Figura 10. Secuencia de nucleótidos alterada en codones que codifica la proteína gagpol del clado D 
Ugandan (aislado AO3349 (SEQ ID NO: 5). 
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 Figura 11. Generación de MVAs recombinantes y análisis de estabilidad de los genes insertados. A) 
diagrama esquemático de inserción de env y gagpol en los sitios Del II y Del III, respectivamente. B) 

evaluación de la estabilidad por inmunotinción. 

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

 Figura 13. Inserción de Env en I8R/G1L IGR y Gag Pol en Del III. 5 

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

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

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

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

 Figura 18. Virus recombinantes que expresan env y gagpol de los aislados HN-1 Ugandan. 10 

 Figura 19. MVA/UGD4a - análisis de placas env sin mancha 

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

 Figura 21. MVA/UGD4b - análisis de placas gag sin mancha. *, localización de tramos de 4-6 residuos G o C.  

 Figura 22. Modificación del gen gagpol UGD en MVA recombinante. 

 Figura 23. Construcción de MVA estable recombinante que expresa UGD env y gagpol. 15 

 Figura 24. Respuestas celulares suscitadas por MVA/UGD4d. 

 Figura 25. Respuestas de anticuerpos suscitadas por MVA/UGD4d. 

Depósito 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:  20 

Microorganismo No. de Acceso Fecha 

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

 

El Clon 1 de MVA 1974/NIH se depositó 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 depósito se realizó de acuerdo con las estipulaciones del Tratado de Budapest acerca del 
Reconocimiento Internacional del Depósito de Microorganismos para los Propósitos de Procedimiento de Patente y 25 
las Regulaciones expuestas en el mismo (Tratado de Budapest). 

Descripción Detallada de la Realización Preferida 

A no ser que se defina otra cosa, los términos técnicos y científicos utilizados en esta memoria tienen el mismo signi-
ficado que es entendido comúnmente por una persona con experiencia ordinaria en la técnica a la que se refiere 
esta invención. Véase, v.g., Singleton P y Sainsbury D., Dictionary of Microbiology and Molecular Biology, 3ª edición, 30 
J. Wiley & Sons, Chichester, Nueva York, 2001 and Fields Virology, 5th Ed. (D.M. Knipe, P.M. Howley, D.E. Griffin, 
R. A. Lamb, M.A. Martin, B. Roizman, and S.E. Straus, eds), Lippincott Williams & Wilkins, Philadelphia, PA, 2007. 

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

La expresión de transición "constituido por" excluye cualquier elemento, paso, o ingrediente no especificado en la 35 
reivindicación, pero no excluye componentes o pasos adicionales que no estén relacionados con la invención tales 
como impurezas asociadas ordinariamente con ellos. 

La expresión de transición "constituido esencialmente por" limita el alcance de una reivindicación a los materiales o 
pasos especificados y aquéllos que no afectan de modo sustancial a la o las características básicas y novedosas de 
la invención reivindicada. 40 

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

Se han consignado secuencias genómicas 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 están presentes también en los Entomopoxvirus. Basándose en lo anterior, 5 
pueden hacerse varias generalizaciones: los genes son en gran parte no-solapantes, tienden a existir en bloques 
que apuntan hacia el extremo más próximo del genoma, están localizados usualmente en la región central si se 
conservan en gran parte y conciernen a funciones esenciales de replicación, y están localizados usualmente en las 
regiones extremas si son variables y están relacionados con interacciones del hospedador. La disposición de los 
genes centrales es notablemente similar en todos los chordopoxvirus. Una convención para la nomenclatura de los 10 
genes u ORFs (marcos de lectura abiertos) del virus vaccinia, originada antes de la secuenciación 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 restricción HindIII, seguida por el número de ORF 
(de izquierda a derecha) dentro del fragmento, y L o R, dependiendo de la dirección del ORF. Una excepción a esta 
regla se hizo para el fragmento HindIII C; los ORFs se enumeraron desde la derecha a fin de evitar el comienzo en 15 
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 mayoría 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 bibliografía. El número de ORF de la cepa Western Reserve (WR) del virus vaccinia se indica comúnmente en los 20 
libros de referencia debido a que esta cepa ha sido utilizada para la gran mayoría de los estudios bioquímicos y 
genéticos. 

Los inventores de una realización de la presente invención identificaron nuevos sitios para la inserción de 
secuencias de DNA exógenas en el genoma del virus vaccinia Ankara modificado  (MVA). Los nuevos sitios de 
inserción están localizados en las regiones intergénicas (IGRs) del genoma viral, en donde las IGRs están, a su vez, 25 
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 realización de la invención se refiere a un MVA recombinante que comprende una 
secuencia heteróloga de DNA insertada en una IGR del genoma viral que está localizada entre, o flanqueada por los 
marcos de lectura abiertos (ORFs) 069-70 del genoma del MVA en la nomenclatura de CDC/Acambis. 30 

Sorprendentemente, se encontró que las secuencias exógenas 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 propagación del virus están delecionados o fragmentados. 
Aunque se encontró - por una parte - que se obtienen MVAs estables recombinantes cuando se insertan secuencias 
heterólogas de DNA en los sitios de deleción del genoma del MVA existentes naturalmente, se encontró por otra 35 
parte que a veces estos MVAs recombinantes son inestables. Por esta razón, podría llegarse a la conclusión de que 
sería de esperar que la inserción de secuencias heterólogas de DNA no esenciales para la propagación viral en los 
espacios entre los ORFs fuera delecionada asimismo por el virus. 

Si bien la secuencia de nucleótidos de un ORF codifica una secuencia de aminoácidos que forman un péptido, 
polipéptido o proteína, las IGRs entre dos ORFs no tienen capacidad codificante alguna, pero pueden comprender 40 
elementos reguladores, sitios de fijación, secuencias promotoras y/o intensificadoras esenciales para o implicadas 
en el control de la transcripción de la expresión del gen viral. Por tanto, la IGR puede estar involucrada en el control 
de regulación del ciclo vital del virus. Sin embargo, los autores de la presente realización han demostrado también 
que los nuevos sitios de inserción tienen la ventaja inesperada de que pueden insertarse de manera estable 
secuencias exógenas de DNA en el genoma del MVA sin influir o cambiar las características típicas y la expresión 45 
génica del MVA. Los nuevos sitios de inserción son especialmente útiles, dado que no se ha alterado ningún ORF o 
secuencia codificante del MVA. 

La secuencia de nucleótidos de un ORF comienza regularmente con un codón de partida y termina con un codón de 
parada. Dependiendo de la orientación de los dos ORFs adyacentes, la IGR, la región entre estos ORFs, está 
flanqueada por los dos codones de parada de los dos ORFs adyacentes, o bien  por los dos codones de partida de 50 
los dos ORFs adyacentes, o bien por el codón de parada del primer ORF y el codón de comienzo del segundo ORF, 
o por el codón de comienzo del primer ORF y el codón de parada del segundo ORF. 

De acuerdo con lo anterior, el sitio de inserción para la secuencia exógena de DNA en la IGR puede encontrarse 
aguas abajo o en posición 3' del codón de parada de un primer ORF. En el caso de que el ORF adyacente, 
denominado también segundo ORF, tenga la misma orientación que el primer ORF, este sitio de inserción aguas 55 
abajo del codón de parada del primer ORF se encuentra aguas arriba o en posición 5' del codón de comienzo del 
segundo ORF. 
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En el caso de que el segundo ORF tenga una orientación opuesta con relación al primer ORF, lo cual significa que la 
orientación de los dos ORFs adyacentes apunta uno hacia otro, entonces el sitio de inserción 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 
orientación de los dos ORFs adyacentes apunte en direcciones opuestas respecto al otro, lo que es sinónimo de un 5 
posicionamiento que se caracteriza porque los codones de comienzo de los dos ORFs son adyacentes uno a otro, 
entonces el DNA exógeno está insertado aguas arriba con relación a ambos codones de comienzo. 

Los ORFs en el genoma del MVA se presentan en dos direcciones codificantes. Por consiguiente, la actividad de 
síntesis de mRNA tiene lugar de izquierda a derecha, es decir, en dirección hacia delante y, correspondientemente, 
de derecha a izquierda (dirección inversa). Es práctica común en poxvirología y se ha convertido en una clasificación 10 
estándar para los virus vaccinia identificar los ORFs por su orientación y su posición en los diferentes fragmentos de 
digestión por restricción con HindIII del genoma. Para la nomenclatura, los diferentes fragmentos de HindIII se 
nombran por letras mayúsculas descendentes correspondientes con su tamaño decreciente. Los ORFs se enumeran 
de izquierda a derecha en cada fragmento HindIII, y la orientación del ORF se indica con una mayúscula L (que 
representa la transcripción de derecha a izquierda) o R (que representa la transcripción de izquierda a derecha). 15 
Adicionalmente, existe una publicación más 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 orientación con una L o R mayúscula (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 20 
HIV como vacunas candidato, los inventores han observado inestabilidad en la expresión de los genes de HIV. Los 
mismos han determinado que una de las causas de inestabilidad se debe a deleciones del gen extraño y el MVA 
flanqueante. Para resolver este problema, los inventores se propusieron insertar genes extraños 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 superarán por tanto a las poblaciones de virus rMVA. Si se 25 
insertan genes extraños entre los genes conservados en el genoma de vaccinia (se considera que estos genes son 
necesarios para la replicación del virus vaccinia y son por tanto "genes esenciales"), cualquier deleción de un gen 
esencial inhibiría la replicación del virus y, por tanto, no superaría a los MVAs recombinantes. Así pues, la expresión 
estable de la población 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 Prevención de Enfermedades 30 
(CDC) y fue secuenciada posteriormente por Acambis (número de acceso a GenBank AY603355). La cepa de MVA 
en la que Bavarian Nordic ha basado su publicación WO 03/097845 es una cepa de virus vaccinia Ankara 
modificada (número de acceso a GenBank U94848) secuenciada por Antoine, G. et al. 1998 Virology 244: 365-396. 
(Obsérvese que los números de genes en estas dos secuencias para un gen dado son diferentes.) 

Los autores de la invención consideraron inicialmente los genes conservados en la familia Poxviridae así como 35 
aquellos genes conservados en la subfamilia Chordopoxvirinae (los poxvirus de vertebrados) (Upton C. et al. 2003 
Journal of Virology 77: 7590-7600). Estos genes están enumerados en la nomenclatura del virus vaccinia de 
Copenhague (número 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 40 
conservados, los inventores listaron sitios intergénicos entre pares de genes conservados. Estos pares de genes se 
enumeran en la Tabla 1. (Obsérvese que están marcados genes que no han sido incluidos en la publicación 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 
tendrían que conservarse en la construcción del vector de inserción. Adicionalmente, para genes conservados 45 
solapantes, durante la construcción del vector los genes tendrían que reconstruirse utilizando codones alternativos 
para minimizar las secuencias de repetición. 

Los inventores concentraron su atención en los genes conservados cuya orientación es "extremo a extremo" de tal 
modo que los codones de parada 3' de los genes están en proximidad estrecha uno a otro. La construcción de los 
vectores de transferencia utilizados en estos sitios se ve facilitada por el hecho de que en esta región no habría 50 
ningún promotor entre los codones de parada. Si existen nucleótidos intergénicos que separan los codones de 
parada, entonces la construcción del vector de inserción es directa. Si el codón de parada de un gen se encuentra 
dentro del extremo 3' del otro gen, entonces, durante la construcción del vector de transferencia del plásmido, el gen 
puede reconstruirse utilizando codones alternativos para minimizar las secuencias de repetición, o, dependiendo de 
la magnitud del solapamiento, corregirse simplemente en la PCR de los flancos a fin de no solaparse. La Tabla 2 55 

proporciona los sitios intergénicos que cumplen el requisito de que la orientación de los genes conservados sea 
"extremo a extremo". Los genes intergénicos resaltados en gris carecen de extremos solapantes y por consiguiente 
son más simples de construir. 

Los inventores concentraron su atención específicamente en los 6 sitios intergénicos que carecen de extremos 
solapantes. En cuanto a la invención, éstos 6, eligieron el sitio intergénico, 069-070 070 (I8R-G1L), a fin de insertar 60 
su gen extraño. 
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Además de utilizar el requisito de los genes conservados arriba enumerados en la aplicación de Upton, para 
cualquier gen que se haya delecionado experimentalmente y cuya replicación del virus se haya reducido 10 veces 
en el mutante, este gen podría considerarse como un "gen esencial". Si este gen se encuentra adyacente a otro gen 
esencial o conservado, el sitio intergénico entre los dos genes podría considerarse como un sitio de inserción 
diferente para un gen extraño. 5 

Tabla 1 

Sitios Intergénicos entre Genes Conservados 

Genes/Copenhague CDC/ Genes Acambis  
Antoine et al. Ge-

nes 

¿Publicado en la lista de 

WO03/097845? 
N = No 

F9L-F10L 
 

038L-039L 
 

F12L-F13L 
 

042L-043L N 

F17R-E1L 
 

047R-048L N 

E1L-E2L 
 

048L-049L N 

E8R-E9L 
 

055R-056L 
 

E9L-E10R 
 

056L-057L N 

I1L-I2L 
 

062L-063L N 

I2L-I3L 
 

063L-064L N 

I5L-I6L 
 

066L-067L 
 

I6L-I7L 
 

067L-068L N 

I7L-I8R 
 

068L-069R N 

I8R-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 

L1R-L2R 
 

080R-081R 
 

L2R-L3L 
 

081R-082L 
 

L3L-L4R 
 

082L-083R 
 

L4R-L5R 
 

083R-084R N 

L5R-J1R 
 

084R-085R N 

J3R-J4R 
 

087R-088R N 

J4R-J5L 
 

088R-089L 
 

J5L-J6R 
 

089L-090R 
 

J6R-H1L 
 

090R-091L N 
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(continuación) 
 

Genes/Copenhague CDC/ Genes Acambis  
Antoine et 
al. Genes 

¿Publicado en la lista de WO03/097845? 
N = No 

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 N 

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-A1L 
 

110L-111L 
 

A1L-A2L 
 

111L-112L N 

A2L-A2.5L 
 

112L-113L N 

A2.5L-A3L 
 

113L-114L 
 

A3L-A4L 
 

114L-115L 
 

A4L-A5R 
 

115L-116R 
 

A5R-A6L 
 

116R-117L N 

A6L-A7L 
 

117L-118L 
 

A7L-A8R 
 

118L-119R 
 

A8R-A9L 
 

119R-120L N 

A9L-A10L 
 

120L-121L N 

A10L-A11R 
 

121L-122R N 

A11R-A12L 
 

122R-123L 
 

A12L-A13L 
 

123L-124L 
 

A13L-A14L 
 

124L-125L 
 

A14L-A14.5L 
 

125L-125.5L N 

A14.5L-A15L 
 

125.5L-126L N 

A15L-A16L 
 

126L-127L N 

A16L-A17L 
 

127L-128L N 

A17L-A18R 
 

128L-129R N 
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A18R-A19L 
 

129R-130L N 

A19L-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 N 

A29L-A30L 
 

140L-141L N 

 

Tabla 2 

Genes conservados con orientación "extremo a extremo" 

 

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

De acuerdo con la presente invención, pueden insertarse secuencias de DNA heterólogas en una IGR del genoma 
del MVA que está localizada entre o flanqueada por los ORFs con orientación "extremo a extremo". 

Las secuencias heterólogas o exógenas de DNA son secuencias que, en la naturaleza, no se encuentran asociadas 
normalmente con el poxvirus tal como se utiliza de acuerdo con la presente invención. De acuerdo con una 10 
realización adicional de la presente invención, la secuencia exógena de DNA comprende al menos una secuencia 
codificante. La secuencia codificante está enlazada operativamente a un elemento de control de la transcripción, 
preferiblemente a un elemento poxviral de control de la transcripción. Adicionalmente, pueden utilizarse también 
combinaciones entre elementos de control de la transcripción poxvirales y, v.g., sitios de entrada de ribosoma 
internos. 15 

De acuerdo con una realización adicional, la secuencia exógena de DNA puede comprender también dos o más 
secuencias codificantes enlazadas a uno o varios elementos de control de la transcripción. Preferiblemente, la 
secuencia codificante codifica una o más proteínas, polipéptidos, péptidos, antígenos extraños o epítopes 
antigénicos, especialmente los de genes terapéuticamente interesantes. 

Genes extremo a extremo 
 

Extremos solapantes 
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Genes terapéuticamente interesantes de acuerdo con la presente invención pueden ser genes derivados de u 
homólogos a genes de microorganismos patógenos o infecciosos que son causantes de enfermedades. De acuerdo 
con ello, en el contexto de la presente invención tales genes terapéuticamente interesantes se presentan al sistema 
inmunitario de un organismo a fin de afectar, preferiblemente inducir, una respuesta inmune específica y, por 
consiguiente, vacunar o proteger profilácticamente el organismo contra una infección con el microorganismo. En 5 
realizaciones preferidas adicionales de la presente invención, los genes terapéuticamente interesantes se 
seleccionan de genes de virus infecciosos, v.g., - pero sin carácter 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 heteróloga de DNA se 
deriva de HIV, la misma es preferiblemente HIV env. 

Adicionalmente, los genes terapéuticamente interesantes de acuerdo con la presente invención comprenden 10 
también genes relacionados con enfermedades, que tienen un efecto terapéutico sobre enfermedades de trastorno 
proliferativo, cáncer o enfermedades metabólicas. Por ejemplo, un gen terapéuticamente interesante relacionado con 
el cáncer podría ser un antígeno de cáncer que tenga la capacidad de inducir una reacción inmune anticáncer 
específica. 

De acuerdo con una realización adicional, la secuencia codificante comprende al menos un marcador o gen de 15 
selección. 

Los genes de selección transducen una resistencia particular a una célula, por lo cual se hace posible un cierto 
método de selección. El técnico experimentado está familiarizado con una diversidad de genes de selección, 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). 20 

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

De acuerdo con otra realización adicional, la secuencia exógena de DNA comprende una secuencia espaciadora, 25 
que separa el elemento de control de la transcripción poxviral y/o la secuencia codificante en la secuencia exógena 
de DNA del codón de parada y/o el codón de comienzo de los ORFs adyacentes. Esta secuencia espaciadora entre 
el codón de parada/comienzo del ORF adyacente y la secuencia codificante insertada en el DNA exógeno tiene la 
ventaja de estabilizar el DNA exógeno insertado y, por tanto, cualquier virus recombinante resultante. El tamaño de 
la secuencia espaciadora es variable con tal que la secuencia carezca de su propia función codificante o reguladora. 30 

De acuerdo con una realización adicional, la secuencia espaciadora que separa el elemento de control de la 
transcripción poxviral y/o la secuencia codificante en la secuencia exógena de DNA del codón de parada del ORF 
adyacente tiene al menos un nucleótido de longitud. 

De acuerdo con otra realización, la secuencia espaciadora que separa el elemento de control de la transcripción 
poxviral y/o la secuencia codificante en la secuencia exógena de DNA del codón de comienzo del ORF adyacente 35 
tiene al menos 30 nucleótidos. Particularmente, en los casos en que un elemento promotor típico del virus vaccinia 
se identifica aguas arriba de un codón de comienzo, la inserción del DNA exógeno puede no separar el elemento 
promotor del codón de comienzo del ORF adyacente. Un elemento promotor típico de vaccinia puede identificarse 
por escaneo para, v.g., la secuencia "TAAAT" para promotores tardíos (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 40 
nucleótidos es la distancia preferida para asegurar que un promotor poxviral localizado aguas arriba del codón de 
comienzo del ORF no se vea influenciado. Adicionalmente, de acuerdo con otra realización preferida, la distancia 
entre el DNA exógeno insertado y el codón de comienzo del ORF adyacente es alrededor de 50 nucleótidos, y más 
preferiblemente alrededor de 100 nucleótidos. 

De acuerdo con una realización adicional, la secuencia espaciadora comprende un elemento de control de la 45 
transcripción poxviral adicional que es capaz de controlar la transcripción del ORF adyacente. 

Una cepa típica de MVA que puede utilizarse de acuerdo con la presente invención 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. 50 

El término "derivados" de un virus de acuerdo con la presente invención se refiere a virus de la progenie que 
muestran los mismos rasgos característicos que el virus parental, pero que presentan diferencias en una o más 
partes de su genoma. El término "derivado de MVA" describe un virus, que tiene las mismas características 
funcionales comparado con MVA. Por ejemplo, un derivado de MVA 1974/NIH Clon 1 tiene los rasgos característicos 
de MVA 1974/NIH Clon 1. Una de estas características de MVA 1974/NIH Clon 1 o derivados del mismo es su 55 
atenuación y su severa restricción en gama de hospedadores. 
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El MVA recombinante de acuerdo con la presente invención es útil como medicamento o vacuna. El mismo puede 
utilizarse para la introducción de la secuencia codificante exógena en una célula diana, siendo dicha secuencia 
homóloga o heteróloga respecto al genoma de la célula diana. 

La introducción de una secuencia codificante exógena en una célula diana puede hacerse in vitro para producir 
proteínas, polipéptidos, péptidos, antígenos o epítopes antigénicos. Este método comprende la infección de una 5 
célula hospedadora con el MVA recombinante de acuerdo con la invención, cultivo de la célula hospedadora 
infectada en condiciones adecuadas, y aislamiento y/o enriquecimiento del polipéptido, péptido, proteína, antígeno, 
epítope y/o virus producido por dicha célula hospedadora. 

Adicionalmente, el método para introducción de una o más secuencias homólogas o una o más secuencias 
heterólogas en las células puede aplicarse para terapia in vitro e in vivo. Para la terapia in vitro, células aisladas que 10 
han sido infectadas previamente (ex vivo) con el MVA recombinante de acuerdo con la invención 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 invención se administra directamente al cuerpo animal vivo para afectarlo, 
induciendo preferiblemente una respuesta inmune. En este caso, las células que rodean el sitio de inoculación, pero 
también aquellas células a las que el virus se transporta por vía, v.g., del torrente sanguíneo, son infectadas 15 
directamente in vivo por el MVA recombinante de acuerdo con la invención. Después de la infección, estas células 
sintetizan las proteínas, péptidos o epítopes antigénicos de los genes terapéuticos, que son codificados por las 
secuencias codificantes exógenas y, subsiguientemente, presentan los mismos o partes de los mismos en la 
superficie celular. Las células especializadas del sistema inmune reconocen la presentación de tales proteínas, 
péptidos o epítopes heterólogos y lanzan una respuesta inmune específica. 20 

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

La composición farmacéutica puede incluir generalmente uno o más portadores, aditivos, antibióticos, conservantes, 25 
adyuvantes, diluyentes y/o estabilizadores farmacéuticamente aceptables y/o aprobados. Tales sustancias auxiliares 
pueden ser agua, solución salina, glicerol, etanol, agentes humectantes o emulsionantes, sustancias tamponadoras 
del pH, o análogos. Portadores adecuados son típicamente moléculas grandes que se metabolizan lentamente, tales 
como proteínas, polisacáridos, ácidos polilácticos, ácidos poliglicólicos, aminoácidos polímeros, copolímeros de 
aminoácidos, agregados lipídicos, o análogos. 30 

Para la preparación de vacunas, el poxvirus recombinante de acuerdo con la invención se convierte en una forma 
fisiológicamente aceptable. Esto puede hacerse basándose en la experiencia en la preparación de vacunas de 
poxvirus utilizadas para vacunación 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 -80ºC con un título de 5x10 E8 TCID50/ml 
formulado en Tris aproximadamente 10 mM, NaCl 140 mM, pH 7,4. Para la preparación de dosis de vacuna, v.g., se 35 

liofilizan 10E2-10E8 partículas del virus en 100 ml de solución salina tamponada con fosfato (PBS) en presencia de 
2% de peptona y 1% de albúmina humana en una ampolla, preferiblemente una ampolla de vidrio. Alternativamente, 
las dosis de vacuna pueden producirse por liofilización gradual del virus en una formulación. Esta formulación puede 
contener aditivos adicionales tales como manitol, dextrano, azúcar, glicina, lactosa o polivinilpirrolidona u otros 
adyuvantes tales como antioxidantes o gases inertes, estabilizadores o proteínas recombinantes (v.g., seroalbúmina 40 
humana) adecuados para administración in vivo. La ampolla de vidrio se sella luego y puede guardarse entre 4ºC y 
la temperatura ambiente durante varios meses. Sin embargo, mientras que no exista necesidad alguna, la ampolla 
se guarda preferiblemente a temperaturas inferiores a -20ºC. 

Para vacunación o terapia, el liofilizado puede disolverse en 0,1 a 0,5 ml de una solución acuosa, preferiblemente 
solución salina fisiológica o tampón Tris, o administrarse sea sistémica o localmente, es decir, por vías parenteral, 45 
subcutánea, intramuscular, por escarificación o cualquier otra vía de administración conocida por el técnico 
experimentado. El modo de administración, la dosis y el número de administraciones pueden ser optimizados por los 
expertos en la técnica de manera conocida. Sin embargo, en la mayoría de los casos un paciente se vacuna con una 
segunda dosis aproximadamente 1 mes a 6 semanas después de la primera dosis de vacunación. 

La presente invención se refiere adicionalmente a vectores plasmídicos, que pueden utilizarse para generar MVA 50 
recombinante de acuerdo con la presente invención, y se refiere también a ciertas secuencias de DNA. 

Regularmente, la IGR localizada entre o flanqueada por 2 ORFs adyacentes comprende secuencias de nucleótidos 
en las cuales puede insertarse la secuencia exógena de DNA de interés. Por consiguiente, el vector plasmídico de 
acuerdo con la presente descripción comprende una secuencia de DNA derivada de u homóloga al genoma del 
MVA, en donde dicha secuencia de DNA comprende un fragmento completo o parcial de una secuencia IGR 55 
localizada entre o flanqueada por dos ORFs adyacentes del genoma viral. Preferiblemente, el vector plasmídico 
comprende, insertado en dicha secuencia derivada de IGR al menos un sitio de clonación para la inserción de una 
secuencia exógena de DNA de interés y, preferiblemente, para la inserción de un elemento de control de la 
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transcripción poxviral enlazado operativamente a dicha secuencia heteróloga de DNA. Opcionalmente, el vector 
plasmídico comprende una casete de gen informador y/o gen de selección. 

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

Las secuencias de DNA son preferiblemente derivadas de u homólogas 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 5 
University Blvd., Manassas, VA 20110-2209, Estados Unidos. 

Para generar un vector plasmídico de acuerdo con la presente invención, las secuencias se aíslan y se clonan en un 
vector de clonación estándar, tal como pBluescript (Stratagene), en donde aquéllas flanquean el DNA exógeno a 
insertar en el genoma del MVA. Opcionalmente, un vector plasmídico de este tipo comprende una casete de gen de 
selección o gen informador, que puede delecionarse del virus recombinante final, debido a una secuencia repetitiva 10 
incluida en dicha casete. 

Los métodos para introducir secuencias exógenas de DNA por un vector plasmídico 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 Edición, J. Sambrook, E.F. Fritsch y T. 
Maniatis, Cold Spring Harbor Laboratory Press, 1989 y Current Protocols in Molecular Biology, John Wiley and Sons 15 
Inc. 1998, capítulo 16, sección IV, "Expression of proteins in mammalian cells using vaccinia viral vectors". 

El MVA de acuerdo con la presente invención puede producirse por transfección de una célula con un vector 
plasmídico de acuerdo con la presente invención, infección de la célula transfectada con un MVA y, 
subsiguientemente, identificación, aislamiento y, opcionalmente, purificación del MVA de acuerdo con la invención. 

Las secuencias de DNA de acuerdo con la invención pueden utilizarse para identificar o aislar el MVA o sus 20 
derivados de acuerdo con la invención y células o individuos infectados con un MVA de acuerdo con la invención. 
Las secuencias de DNA se utilizan, v.g., para generar cebadores de PCR, sondas de hibridación, o se utilizan en 
tecnologías de redes. 

Los HIVs y Su Replicación 

El agente etiológico del síndrome de la inmunodeficiencia adquirida (SIDA) está reconocido por ser un retrovirus que 25 
exhibe características típicas 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 está más 

estrechamente relacionado con SIVsmm, un virus aislado de monos tiznados Mangabey en su hábitat natural, que con 
HIV-1. Actualmente se cree que HIV-2 representa una transmisión zoonótica de SIVsmm al hombre. Una serie de 
aislados lentivirales de chimpancés cautivos, designados SIVcpz, son parientes genéticos cercanos de HIV-1. 30 

Los primeros análisis filogenéticos de aislados de HIV-1 concentraron su atención en muestras de Europa/América 
del Norte y África; agrupaciones discretas de virus se identificaron de estas dos áreas 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 más del 95% de los aislados de virus 

globales, está constituido por al menos 8 clados discretos (A, B, C, D, F, G, H y J), basados en la secuencia de los 35 
genomas virales completos. Miembros del grupo O de HIV-1 han sido recuperados de individuos que vivían en 
Camerún, Gabón, y Guinea Ecuatorial; sus genomas comparten menos de 50% de identidad con secuencias de 
nucleótidos que presentan los virus del grupo M. Las cepas de HIV-1 del grupo N descubiertas más recientemente 
han sido identificadas en individuos infectados de Camerún, no reaccionan serológicamente en el ensayo de 
inmunosorbente unido a enzima (ELISA) del virus total estándar, pero son fácilmente detectables por análisis de 40 
transferencia Western convencionales. 

El conocimiento más actual acerca de la variación genética de HIV-1 proviene de estudios de virus del grupo M de 
origen geográfico diverso. Los datos recogidos durante la última década indican que la población de HIV presente en 
un individuo infectado puede variar desde 6% a 10% en secuencia de nucleótidos. Aislados de HIV-1 dentro de un 
clado pueden presentar distancias de nucleótidos de 15% en gag y hasta 30% en secuencias codificantes de gp120. 45 
La variación 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 África. Los virus del clado A son 
genéticamente los más divergentes y eran el subtipo más común de HN-1 en áfrica al comienzo de la epidemia. Con 
la rápida propagación de HIV-1 al África del Sur durante medianos a últimos de los años 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 50 
mundo. Los virus del clado B, el subtipo de HIV-1 más intensamente estudiado, siguen siendo los aislados más 
prevalecientes en Europa y América del Norte. 

Las tasas elevadas de recombinación genética son un sello de los retrovirus. Inicialmente se creía que las 
infecciones simultáneas 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 fracción importante de la 55 
diversidad global del grupo M de HIV-1 incluía recombinantes virales interclado. Actualmente se percibe que se 
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encontrarán recombinantes de HIV-1 en áreas geográficas tales como África, América del Sur, y el Sudeste de Asia, 
donde coexisten subtipos múltiples de HIV-1 y pueden dar cuenta de más 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 múltiples que han 
contribuido a su generación. La mayoría de los recombinantes de HIV-1 han surgido en África y una mayor parte 5 
contiene segmentos derivados originalmente de virus del clado A. En Tailandia, por ejemplo, la composición de la 
cepa circulante predominante está constituida por un segmento del gen gag más 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 afín al env  del clado E 
presente en los aislados virales de la República Centroafricana, se cree que el evento original de recombinación 
ocurrió en África, con la introducción subsiguiente de un virus descendente en Tailandia. Es interesante que, hasta la 10 
fecha, no se ha informado de ningún 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 α y β funcionan como correceptores para la fusión y 
entrada de virus en células susceptibles CD4

+
 ha conducido a un esquema de clasificación revisado para HIV-1 (Fig. 

3). Los aislados pueden agruparse ahora sobre la base de la utilización de receptores de quimioquinas en ensayos 15 

de fusión en los cuales las proteínas 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 línea de células T (TCL)-trópicas inductoras de sincitios (SI), mientras que aquéllos que 
utilizan exclusivamente el receptor CCR5 (virus R5) son predominantemente macrófagos (M)-trópicos y no 
inductores de sincitios (NSI). Las cepas duales-trópicas R5/X4, que pueden comprender la mayoría de los aislados 20 
de pacientes y exhiben un continuo de fenotipos trópicos, son frecuentemente SI. 

Como sucede para todos los retrovirus competentes en replicación, los 3 productos de traducción primarios de HIV-
1, todos ellos proteínas codificantes estructurales, se sintetizan inicialmente como precursores poliproteínicos, que 
son procesados subsiguientemente por proteasas virales o celulares en proteínas maduras asociadas a partículas 
(Fig. 4). El precursor de Gag de 55 kilodaltons Pr55

Gag
 se escinde en las proteínas de la matriz (MA), de la cápsida 25 

(CA), de la nucleocápsida (NC), y p6. La autocatálisis de la poliproteína de 160 kilodaltons Gag-Pol, Pr160
Gag-Pol

, da 
lugar a la proteasa (PR), la transcriptasa inversa heterodímera (RT), y las proteínas integrasas (IN), mientras que la 
digestión proteolítica por una o más enzimas celulares convierte el precursor glicosilado gp160 de Env de 160 
kilodaltons en los productos de escisión gp120 de la superficie (SU), y gp41 transmembranal (TM). Las 6 proteínas 
remanentes codificadas por HIV-1 (Vif, Vpr, Tat, Rev, Vpu y Nef) son los productos de traducción primarios de los 30 
mRNAs remodelados. 

Gag  

Las proteínas Gag de HIV, como las de otros retrovirus, son necesarias y suficientes para la formación de partículas 
no infecciosas semejantes al virus. Las proteínas Gag retrovirales se sintetizan generalmente como precursores 
poliproteínicos; el precursor gag de HIV-1 ha sido designado, basándose en su masa molecular aparente, Pr55

Gag
. 35 

Como se ha indicado previamente, el mRNA para Pr55
Gag

 es el transcrito de 9,2 kb no remodelado (Fig. 4) que 
requiere Rev para su expresión en el citoplasma: cuando está presente el ORF pol, la proteasa (PR) viral escinde 
Pr55

Gag
 durante o poco después de la gemación de la célula para generar las proteínas Gag maduras p17 (MA), p24 

(CA), p7 (NC), y p6 (véase Fig. 4). En el virión, MA está localizada inmediatamente dentro de la bicapa lipídica de la 

envoltura viral, CA forma la porción exterior de la estructura de núcleo de forma cónica en el centro de la partícula, y 40 
NC está presente en el centro de un complejo de ribonucleoproteína con el genoma viral del RNA (Fig. 5). 

El precursor de HIV Pr55
Gag

 se oligomeriza después de su traducción y se direcciona a la membrana plasmática, 
donde se ensamblan partículas de tamaño y densidad suficientes que son visibles por EM. La formación de 
partículas semejantes a virus por Pr55

Gag
 es un proceso de autoensamblamiento, teniendo lugar interacciones 

críticas Gag-Gag entre dominios múltiples a lo largo del precursor de Gag. El ensamblaje de partículas semejantes a 45 
virus no requiere la participación de RNA genómico (aunque la presencia de ácido nucleico parece ser esencial), 
enzimas codificadas por pol, o glicoproteínas Env, pero la producción de viriones infecciosos requiere la 
encapsidación del genoma viral de RNA y la incorporación de las glicoproteínas Env y el precursor poliproteínico 
Gag-Pol Pr160

Gag-Pol
. 

Pol 50 

Aguas abajo de gag se encuentra la región más 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 transcripción inversa del 

genoma de RNA viral en una copia bicatenaria de DNA, y para la integración del DNA viral en el cromosoma de la 
célula hospedadora. PR juega posteriormente un papel crítico en el ciclo vital por mediación de la producción de 
viriones infecciosos maduros. Los productos del gen pol se derivan por escisión enzimática de una proteína de 55 
fusión Gag-Pol de 160 kilodaltons, a la que se hace referencia como Pr160

Gag-Pol
. Esta proteína de fusión se produce 

por cambio de marco ribosómico durante la traducción de Pr55
Gag

 (véase Fig. 4). El mecanismo de cambio de marco 

para la expresión de Gag-Pol, utilizado también por muchos otros retrovirus, asegura que las proteínas derivadas de 
pol se expresan a un nivel bajo, aproximadamente 5% a 10% del nivel de expresión de gag. Al igual que Pr55

Gag
, el 

término N de Pr160
Gag-Pol

 está miristilado y direccionado a la membrana plasmática. 60 
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Proteasa  

Estudios iniciales de pulso y caza realizados con retrovirus aviares indicaban claramente que las proteínas Gag 
retrovirales se sintetizan inicialmente como precursores poliproteínicos que se escinden para generar productos más 
pequeños. Estudios subsiguientes demostraron que la función de procesamiento es proporcionada por una enzima 
viral en lugar de una enzima celular, y que la digestión proteolítica de los precursores Gag y Gag-Pol es esencial 5 
para la infectividad del virus. El análisis de la secuencia de las PRs recombinantes indicaba que las mismas están 
relacionadas con proteasas celulares "aspárticas" tales como pepsina y renina. Además 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 hidrólisis de un enlace peptídico en la proteína diana. Al contrario que las proteasas aspárticas 
celulares, que funcionan como pseudodímeros (utilizando dos pliegues de la misma molécula para generar el sitio 10 
activo), las PRs retrovirales funcionan como dímeros verdaderos. Los datos cristalográficos de rayos X de la PR de 
HIV-1 indican que los dos monómeros se mantienen unidos en parte por una hoja β antiparalela de 4 cadenas 
derivada de ambos extremos N y C de cada monómero. El sitio de fijación de sustrato está localizado dentro de una 
hendidura formada entre los dos monómeros. Al igual que sus homólogos animales, el dímero HIV PR contiene 
"aletas" flexibles que cuelgan del sitio de fijación y pueden estabilizar el sustrato dentro de la hendidura; los sitios 15 
Asp del sitio activo se encuentran en el centro del dímero. Es interesante que, aunque se observa cierta homología 
limitada de aminoácidos 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 definición, los retrovirus poseen la capacidad de convertir sus genomas de RNA monocatenario en DNA 20 
bicatenarios durante las últimas etapas del proceso de infección. La enzima que cataliza esta reacción es RT, en 
asociación con su actividad asociada de RNasaH. Las RTs retrovirales tienen 3 actividades enzimáticas: (a) 
polimerización de DNA dirigida al RNA (para síntesis de la cadena menos del DNA), (b) actividad de RNasaH (para 
la degradación del cebador tRNA y el RNA genómico presentes en los híbridos intermedios DNA-RNA), y (c) 
polimerización de DNA dirigida por el DNA para la síntesis de la segunda cadena de DNA o cadena más). 25 

La holoenzima madura RT de HIV-1 es un heterodímero de subunidades de 66 y 51 kd. La subunidad de 51 kd (p51) 
se deriva de la subunidad de 66 kd (p66) por eliminación proteolítica 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 30 
fijación de molde formada por la palma, los dedos, y subdominios de dedo pulgar. El dominio de polimerasa está 
ligado a la RNasaH por el subdominio de condensación. El sitio activo, localizado en la palma, contiene 3 residuos 
Asp críticos (110, 185 y 186) en proximidad estrecha, y dos iones Mg

2+
 coordinados. La mutación de estos residuos 

Asp anula la actividad de polimerización de RT. La orientación 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 I de E. coli). La subunidad p51 parece 35 

ser rígida y no forma una hendidura de polimerización; Asp 110, 185 y 186 de esta subunidad están ocultos en el 
interior de la molécula. Aproximadamente 18 pares de bases del dúplex cebador-molde se encuentran en la 
hendidura de fijación de ácido nucleico, prolongándose desde el sitio activo de la polimerasa al dominio de RNasaH. 

En la estructura RT-cebador-molde-dNTP, la presencia de un didesoxinucleótido en el extremo 3' del cebador 
permite la visualización del complejo catalítico capturado inmediatamente antes del ataque sobre el dNTP entrante. 40 
La comparación con estructuras obtenidas previamente sugiere un modelo por el cual los dedos se cierran para 
atrapar el molde y el dNTP antes del ataque nucleófilo del 3'-OH del cebador sobre el dNTP entrante. Después de la 
adición del dNTP entrante a la cadena en crecimiento, se ha propuesto que los dedos adoptan una configuración 
más 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 cristalografía de rayos X; este dominio exhibe un pliegue global 45 
similar al de la RNasaH de E. coli. 

Integrasa 

Un rasgo distintivo de la replicación de los retrovirus es la inserción de una copia de DNA del genoma viral en el 
cromosoma de la célula del hospedador después de la transcripción inversa. El DNA viral integrado (el provirus) 
sirve como molde para la síntesis de RNAs virales y se mantiene como parte del genoma de la célula hospedadora 50 
durante toda la vida de la célula infectada. Los mutantes retrovirales deficientes en la capacidad para integrarse no 
consiguen establecer generalmente una infección productiva. 

La integración del DNA viral está catalizada por la integrasa, una proteína de 32 kd generada por escisión mediada 
por PR de la porción C-terminal de la poliproteína Gag-Pol de HIV-1 (véase Fig. 4). 

Las proteínas retrovirales IN se componen de 3 dominios estructural y funcionalmente distintos: un dominio N-55 
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 proteína de 288 aminoácidos IN de HIV-1 
entera. Sin embargo, la estructura de los 3 dominios ha sido resuelta independientemente por métodos de 

ES 2 396 376 T3

 



14 

 

cristalografía 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 aminoácidos His-12, His-16 Cys-40, y Cys-43. La estructura 
del dominio N-terminal es reminiscente de las proteínas de fijación de DNA helicoidales que contienen un motivo 
denominado hélice-vuelta-hélice; sin embargo, en la estructura del HIV-1 este motivo contribuye a la formación de 5 
dímeros. Inicialmente, la escasa solubilidad dificultó los esfuerzos para resolver la estructura del dominio central. Sin 
embargo, los intentos de cristalografía alcanzaron éxito cuando se observó que un cambio de Phe a Lys en el 
residuo 185 IN aumentaba notablemente la solubilidad sin disrupción de la actividad catalítica in vitro. Cada 
monómero del dominio central IN de HIV-1 (residuos IN 50 a 212) está compuesto de una hoja β pentacatenaria 
flanqueada por hélices; esta estructura exhibe una analogía notable a otras polinucleotidil-transferasas que incluyen 10 
RNasaH y la transposasa MuA del bacteriófago. Tres residuos altamente conservados se encuentran en posiciones 
análogas 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 función de HIV IN tanto in vivo como in vitro. La 
estrecha proximidad de estos 3 aminoácidos en la estructura del cristal tanto del virus del sarcoma aviar como de los 
dominios centrales de HIV-1 respalda la hipótesis de que estos residuos juegan un papel fundamental en la catálisis 15 
de la reacción de transferencia de polinucleotidilo que se encuentra en el corazón del proceso de integración. El 
dominio C-terminal, cuya estructura ha sido resuelta por métodos NMR, adopta una topología de pliegue 
pentacatenaria en barril B reminiscente de un dominio Src de homología 3 (SH3). Recientemente, se han resuelto 
las estructuras de rayos X de fragmentos de la proteína IN del virus SIV y el virus del sarcoma de Rous, que abarcan 
tanto el dominio central como el dominio C-terminal. 20 

Env 

Las glicoproteínas 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 reacción de fusión entre la 
bicapa lipídica de la envoltura viral y la membrana plasmática de la célula hospedadora. Adicionalmente, las 
glicoproteínas Env de HIV contienen epítopes que provocan respuestas inmunes que son importantes desde ambas 25 
perspectivas de diagnóstico y de desarrollo de vacunas. 

La glicoproteína Env del HIV se sintetiza a partir del mRNA bicistrónico Vpu/Env de 4,3 kb remodelado una sola vez 
(véase Fig. 4); la traducción ocurre en ribosomas asociados con el retículo endoplasmático rugoso (ER). El 

precursor de la poliproteína de 160 kd (gp160) es una proteína integral de membrana que está anclada a las 
membranas celulares por una señal hidrófoba de interrupción de la transferencia en el dominio destinado para ser la 30 
glicoproteína Env TM madura, gp41 (Fig. 6). El gp160 está glicosilado cotraduccionalmente, forma enlaces disulfuro, 

y sufre oligomerización en el ER. La forma oligómera predominante parece ser un trímero, aunque se observan 
también dímeros y tetrámeros. El gp160 es transportado al Golgi, donde, al igual que otras proteínas precursoras de 
la envoltura retroviral, es escindido proteolíticamente por las enzimas celulares al gp120 de la glicoproteína SU 
madura y a la glicoproteína TM gp41. (véase Fig. 6). La enzima celular responsable de la escisión de los 35 

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 gp160. La 
escisión de gp160 es necesaria para la actividad de fusión inducida por Env y la infectividad del virus. 
Subsiguientemente a la escisión de gp160, gp120 y gp41 forman una asociación no covalente que es crítica para el 
transporte del complejo Env desde el Golgi a la superficie de la célula. La interacción gp120-gp41 es bastante débil, 40 
y una cantidad sustancial de gp120 se desprende de la superficie de las células que expresan Env. 

El complejo de glicoproteínas Env de HIV, en particular el dominio SU (gp120), está glicosilado muy fuertemente; 
aproximadamente la mitad del peso molecular de pg160 se compone de cadenas laterales de oligosacáridos. 
Durante el transporte de Env desde su sitio de síntesis en el ER a la membrana plasmática, muchas de las cadenas 
laterales son modificadas por la adición de azúcares complejos. Las numerosas cadenas laterales de oligosacáridos 45 
forman lo que podría imaginarse como una nube de azúcar, oscureciendo gran parte del gp120 contra el 
reconocimiento inmune del hospedador. Como se muestra en Fig. 6, gp120 contiene dominios conservados (C1 a 
C5) y variables (V1 a V5) intercalados. Los residuos Cys presentes en los gp120s de diferentes aislados están 
altamente conservados y forman enlaces disulfuro que unen las cuatro primeras regiones variables en bucles 
grandes. 50 

Una función primaria de las glicoproteínas Env virales es promover una reacción de fusión de membranas entre las 
bicapas lipídicas de las membranas de la envoltura viral y la célula del hospedador. Este evento de fusión 
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 fusión membranal mediada por Env. 
Estudios de la proteína hemaglutinina HA2 de los ortomixovirus y la proteína F de los paramixovirus indicaron que un 55 
dominio fuertemente hidrófobo en el término N de estas proteínas, al que se hace referencia como el péptido de 
fusión, juega un papel crítico en la fusión membranal. Los análisis de mutaciones demostraron que un dominio 
análogo estaba localizado en el término N de las glicoproteínas TM de HIV-1 HIV-2, y SIV (véase Fig. 6). 

Sustituciones no hidrófobas en esta región de gp41 reducían notablemente o bloqueaban la formación de sincitios y 
daban como resultado la producción de viriones no infecciosos de la progenie. 60 
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En posición C-terminal al péptido de fusión pg41 se encuentran dos dominios anfipáticos helicoidales (véase Fig. 6) 

que juegan un papel fundamental en la fusión membranal. Las mutaciones en la hélice N-terminal (a la que se hace 
referencia como hélice N), que contiene un motivo de repetición de heptada semejante a una cremallera de Leu, 
deterioran la infectividad y actividad de fusión membranal, y los péptidos derivados de estas secuencias exhiben una 
actividad antiviral potente en cultivo. La estructura del ectodominio de HIV-1 y SIV gp41, los dos motivos helicoidales 5 
en particular, ha sido el foco de análisis estructurales en los últimos años. Las estructuras se determinaron por 
cristalografía de rayos X o espectroscopia NMR, sea para proteínas de fusión que contenían 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 trímeras similares, en las cuales los dos dominios helicoidales están empaquetados en una modalidad 10 
antiparalela para generar un haz de 6 hélices. Las hélices N forman un serpentín enrollado en el centro del haz,  
estando empaquetadas las hélices C en hendiduras hidrófobas en el exterior.  

En los pasos que conducen a la fusión membranal, la fijación de CD4 induce cambios de conformación en Env que 
facilitan la fijación de correceptores. Después de la formación de un complejo ternario gp120/CD4/correceptor, gp41 
adopta una conformación hipotética que permite que el péptido de fusión se inserte en la bicapa lipídica diana. La 15 
formación del haz de 6 hélices gp41 (que implica interacciones antiparalelas entre las hélices N y C de gp41) une las 
membranas viral y celular y tiene lugar la fusión membranal. 

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

La presente invención se refiere a la generación de una respuesta inmune de las células T CD8
+
 contra un antígeno, 

así como a la provocación de una respuesta de anticuerpos. Más particularmente, la presente invención se refiere a 20 
regímenes de inmunización "de cebado y refuerzo" en los cuales la respuesta inmune inducida por la administración 
de una composición cebadora se refuerza por la administración de una composición reforzante. La presente 
invención está basada en la demostración 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. 25 

Un componente protector principal de la respuesta inmune contra varios patógenos está mediado por linfocitos T del 
tipo CD8

+
, conocidos también como linfocitos T citotóxicos (CTL). Una fracción importante de las células CD8

+
 es la 

secreción de interferón gamma (IFNγ), 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 proteínas del patógeno.  

La presente invención emplea MVA que, como demuestran experimentos anteriores, se ha encontrado que es un 30 
medio eficaz para proporcionar un reforzamiento a una respuesta inmune de las células T CD8

+
 cebadas para el 

antígeno 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 
invención permite que un virus MVA recombinante que expresa un antígeno de HIV refuerce una respuesta inmune 35 
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 inmunización. Puede demostrarse 

también que MVA recombinante ceba una respuesta inmune que es reforzada por una o más inoculaciones de MVA 
recombinante. 

Primates no humanos inmunizados con DNA plasmídico y reforzados con la MVA resultaban protegidos eficazmente 40 
contra el enfrentamiento exposición intramucosal con virus vivo (Amara et al. 2001, Science 292: 69-74). 
Ventajosamente, los inventores contemplan que puede emplearse un régimen de vacunación utilizando 
inmunización intradérmica, intramuscular o mucosal tanto para cebado como para refuerzo, constituyendo un 
régimen de inmunización general adecuado para inducir las células T CD8

+
 y provocando también una respuesta de 

anticuerpos, v.g., en humanos. 45 

En diversos aspectos y realizaciones, la presente invención emplea un vector de MVA que codifica un antígeno de 
HIV para reforzar una respuesta inmune de las células T CD8

+
 al antígeno cebado por la administración previa de 

ácido nucleico codificante del antígeno y provocar también una respuesta de anticuerpos. 

Un aspecto general de la presente invención proporciona el uso de un vector MVA para reforzar una respuesta 
inmune de las células T CD8

+
 a un antígeno de HIV y provocar también una respuesta de anticuerpos. 50 

Un aspecto de la presente invención proporciona un método de reforzamiento de la respuesta inmune de las células 
T CD8

+
 a un antígeno de HIV en un individuo, y provocar también una respuesta de anticuerpos, incluyendo el 

método la provisión en el individuo de un vector de MVA que incluye ácido nucleico codificante del antígeno, 
enlazado operativamente a secuencias reguladoras para la producción de antígeno en el individuo por expresión del 
ácido nucleico, por el cual se refuerza una respuesta inmune de las células T CD8

+ 
al antígeno cebado previamente 55 

en el individuo. 
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Una respuesta inmune a un antígeno de HIV puede ser cebada por inmunización con DNA plasmídico o por 
infección con un agente infeccioso. 

Un aspecto adicional de la invención proporciona un método de inducción de una respuesta inmune de las células T 
CD8

+
 a un antígeno de HIV en un individuo, provocando también una respuesta de anticuerpos, comprendiendo el 

método administrar al individuo una composición cebadora que comprende ácido nucleico que codifica el antígeno y 5 
administrando luego una composición reforzante que comprende un vector de MVA que incluye ácido nucleico 
codificante del antígeno enlazado operativamente a secuencias reguladoras para producción de antígeno en el 
individuo por expresión del ácido nucleico. 

Un aspecto adicional proporciona el uso de un vector de MVA, como se describe, en la fabricación de un 
medicamento para administración a un mamífero a fin de reforzar una respuesta inmune de las células T CD8

+
 a un 10 

antígeno HIV, provocando también una respuesta de anticuerpos. Un medicamento de este tipo está destinado 
generalmente a administración después de la administración previa de una composición cebadora que comprende 
ácido nucleico codificante del antígeno. 

La composición cebadora puede comprender DNA codificante del antígeno, encontrándose dicho DNA 
preferiblemente en la forma de un plásmido circular que no es capaz de replicarse en células de mamífero. Cualquier 15 
marcador seleccionable no debería ser resistente a un antibiótico utilizado clínicamente; así, por ejemplo, se prefiere 
la resistencia a Kanamicina a la resistencia a Ampicilina. La expresión del antígeno debería estar impulsada por un 
promotor que sea activo en células de mamífero, por ejemplo el promotor inmediato temprano de citomegalovirus 
(CMV IE). 

En realizaciones particulares de los diversos aspectos de la presente invención, la administración de una 20 
composición cebadora va seguida por reforzamiento con una composición 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 invención. En una 
realización, un régimen de inmunización triple emplea DNA, a continuación adenovirus como primera composición 
cebadora, seguido por MVA como una segunda composición reforzante, seguida opcionalmente por una 25 
composición cebadora ulterior (tercera) o administración reforzante subsiguiente de uno u otro o ambos vectores 
iguales o diferentes. Otra opción es DNA seguido por MVA, seguido a su vez por adenovirus, seguido opcionalmente 
por administración de refuerzo subsiguiente de uno u otro o ambos vectores iguales o diferentes. 

El antígeno 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 epítope de las células T CD8

+
. 30 

El antígeno puede corresponder a un antígeno completo, o un fragmento del mismo. Pueden emplearse epítopes 
peptídicos o cadenas artificiales de epítopes, cortando más eficientemente una secuencia innecesaria de proteína en 
el antígeno y la secuencia codificante en el vector o vectores. Pueden incluirse uno o más epítopes adicionales, por 
ejemplo epítopes que sean reconocidos por las células T adyuvantes, especialmente epítopes reconocidos en 
individuos de diferentes tipos HLA. 35 

Un antígeno de HIV de la invención a codificar por un virus MVA recombinante incluye polipéptidos que tienen 
actividad inmunógena provocada por una secuencia de aminoácidos de una secuencia de aminoácidos de HIV Env, 
Gag, Pol, Vif, Vpr, Tat, Rev, Vpu, o Nef como al menos un epítope de las células T CD8

+
. Esta secuencia de 

aminoácidos se corresponde sustancialmente con al menos un fragmento de 10-900 aminoácidos y/o secuencia de 
consenso de un Env o Pol de HIV conocido; o al menos un fragmento de 10-450 aminoácidos y/o secuencia de 40 
consenso de un Gag de HIV conocido; o al menos un fragmento de 10-100 aminoácidos 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 invención, Env está 
opcionalmente delecionado de las subsecuencias. Por ejemplo, pueden estar delecionados regiones de la superficie 
de gp120 y productos de escisión transmembranales de gp41. 45 

Aunque se presenta una secuencia precursora de Gag de longitud total para uso en la presente invención, Gag esta 
delecionado opcionalmente de las subsecuencias. Por ejemplo, pueden estar delecionadas regiones de la proteína 
matriz (p17), regiones de la proteína de la cápsida (p24), regiones de la proteína de la nucleocápsida (p7), y 
regiones de p6 (el péptido C-terminal de la poliproteína Gag). 

Aunque se presenta una secuencia precursora Pol de longitud total para uso en la presente invención, Pol esta 50 
delecionado opcionalmente de las subsecuencias. Por ejemplo, pueden estar delecionadas regiones de la proteína 
proteasa (p10), regiones de la proteína transcriptasa inversa (p66/p51), y regiones de la proteína 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 aminoácidos de la proteína Env, Gag o Pol, tal como identidad de 50-99%, o cualquier intervalo o valor 
comprendido entre ellos, provocando al mismo tiempo una respuesta inmunógena contra al menos una cepa de un 55 
HIV. 
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El porcentaje de identidad puede determinarse, por ejemplo, por comparación de la información de secuencia 
utilizando el programa de computadora GAP, versión 6.0, disponible del Grupo de Computadoras de Genética de la 
Universidad de Wisconsin (UWGCG). El programa GAP utiliza el método de alineación 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 número de símbolos alineados  (es decir, nucleótidos o aminoácidos) que 5 
son idénticos, dividido por el número total de símbolos de la más corta de las dos secuencias. Los parámetros 
preferidos por defecto para el programa GAP incluyen: (1) una matriz de comparación unitaria (que contiene un valor 
de 1 para identidades y 0 para no-identidades) y la matriz de comparación 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 10 
por cada laguna y una penalidad adicional de 0,10 por cada símbolo en cada laguna; y (3) sin penalidad para los 
lagunas en los extremos. 

En una realización preferida, una Env de la presente invención es una forma variante de al menos una proteína de la 
envoltura de HIV. Preferiblemente la Env está compuesta de gp120 y el gp41 que abarca la membrana y el 
ectodominio, pero carece de parte o la totalidad del dominio citoplásmico de gp41. 15 

Secuencias conocidas de HIV están disponibles fácilmente 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. I y II, 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, 20 
codificadas por un ácido nucleico para uso en un virus de MVA recombinante de la presente invención, pueden 
incluir sustituciones o inserciones de al menos un residuo de aminoácido (v.g., 1-25 aminoácidos). Alternativamente, 
al menos un aminoácido (v.g., 1-25 aminoácidos) puede delecionarse de una secuencia Env, Gag o Pol de HIV. 
Preferiblemente, tales sustituciones, inserciones o deleciones se identifican basándose en características de 
seguridad, niveles de expresión, inmunogenicidad y compatibilidad con tasas de replicación altas de MVA. 25 

Pueden prepararse variaciones en la secuencia de aminoácidos en una Env, Gag o Pol de HIV de la presente 
invención, v.g., por mutaciones en el DNA. Tales Env, Gag o Pol de HIV incluyen, por ejemplo, deleciones, 
inserciones o sustituciones de nucleótidos que codifican diferentes residuos de aminoácidos dentro de la secuencia 
de aminoácidos. Obviamente, las mutaciones que se harán en el ácido nucleico codificante de una Env, Gag o Pol 
de HIV no deben poner la secuencia fuera del marco de lectura, y preferiblemente no crearán dominios 30 
complementarios que pudieran producir estructuras de mRNA secundarias. 

El ácido nucleico codificante de Env, Gag o Pol de HIV de la presente invención puede prepararse también por 
amplificación o mutagénesis orientada de nucleótidos en DNA o RNA codificante de una Env, Gag o Pol de HIV y 
síntesis o transcripción inversa subsiguiente del DNA codificante para producir DNA o RNA codificante de una Env, 
Gag o Pol de HIV, basándose en la doctrina y las directrices presentadas en esta memoria. 35 

Los virus de MVA recombinantes que expresan Env, Gag o Pol de HIV de la presente invención incluyen un conjunto 
finito de secuencias codificantes de Env, Gag o Pol de HIV como nucleótidos de sustitución que pueden ser obteni-
dos rutinariamente por una persona con experiencia ordinaria a la técnica sin experimentación excesiva, basándose 
en la doctrina y las orientaciones presentadas en esta memoria. Para una descripción detallada de química y estruc-
tura de las proteínas, véase Schulz, G.E. et al., 1978 Principles of Protein Structure, Springer-Verlag, Nueva York, 40 
N.Y., y Creighton, T.E., 1983 Proteins: Structure and Molecular Properties, W. H. Freeman & Co., San Francisco, 
CA. Para una presentación de sustituciones de secuencias de nucleótidos, tales como p0referencias de codones, 
véase Ausubel et al. eds. Current Protocols in Molecular Biology, Greene Publishing Assoc., Nueva York, N.Y. 1994 
en §§ 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 C y D. 45 

Así pues, una persona con experiencia ordinaria a la técnica, dadas la doctrina y orientaciones presentadas en esta 
memoria, conocerá el modo de sustituir otros residuos de aminoácidos 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 inclusión de variantes por sustitución, 

deleción o inserción. 

Dentro del vector de MVA, secuencias reguladoras para la expresión del antígeno codificado incluirán un promotor. 50 
Por "promotor" se entiende una secuencia de nucleótidos a partir de la cual puede iniciarse la transcripción de DNA 
enlazado operativamente aguas abajo (es decir, en la dirección 3' en la cadena sentido del DNA bicatenario). 
"Enlazado operativamente" significa unido como parte de la misma molécula de ácido nucleico, posicionado 
adecuadamente y orientado para que se inicie la transcripción a partir del promotor. El DNA enlazado 
operativamente a un promotor se encuentra "bajo regulación de la iniciación transcripcional" del promotor. Otras 55 
secuencias reguladoras que incluyen fragmentos terminadores, secuencias de poliadenilación, genes marcadores y 
otras secuencias pueden incluirse en caso apropiado, de acuerdo con el conocimiento y la práctica 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 manipulación de ácido nucleico, por ejemplo en la 
preparación de constructos de ácido nucleico, mutagénesis, secuenciación, introducción de DNA en células y 
expresión de genes, así como análisis de proteínas, 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 invención pueden ser compatibles con sistemas 5 
de expresión 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-macrófagos (GM-CSF) o el ácido nucleico codificante del mismo. 

La administración de la composición reforzante se realiza por regla general aproximadamente 1 a 6 meses después 
de la administración de la composición cebadora, con preferencia aproximadamente 1 a 3 meses. 10 

Preferiblemente, la administración de la composición cebadora, la composición reforzante, o ambas composiciones 
cebadora y reforzante, es inmunización intradérmica, intramuscular o mucosal. 

La administración de vacunas de MVA puede realizarse utilizando una aguja para inyectar una suspensión del virus. 
Una alternativa es el uso de un dispositivo de inyección sin aguja para administrar una suspensión de virus 
(utilizando, v.g., el inyector sin aguja Biojector™) o un polvo liofilizado resuspendido que contiene la vacuna, que 15 
hace posible la producción de dosis preparadas individualmente, que no precisan almacenamiento en frio. Esto 
representaría una gran ventaja para una vacuna que es necesaria en las áreas rurales de África. 

MVA es un virus con un registro de seguridad excelente en inmunizaciones humanas. La generación de virus 
recombinantes puede realizarse sencillamente, y los mismos se pueden fabricar de manera reproducible en grandes 
cantidades. La administración intradérmica, intramuscular o mucosal del virus MVA recombinante es por 20 
consiguiente sumamente adecuada para vacunación profiláctica 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 antígeno y la generación de una respuesta inmune de 
las células T CD8

+
 al antígeno son beneficiosos o tienen un efecto terapéuticamente beneficioso. 

Muy probablemente, la administración tendrá finalidad profiláctica para generar una respuesta inmune contra HIV o 25 
SIDA antes de la infección o el desarrollo de los síntomas. 

Los componentes a administrar de acuerdo con la presente invención pueden formularse en composiciones 
farmacéuticas. Estas composiciones pueden comprender un excipiente, portador, tampón, estabilizador u otros 
materiales farmacéuticamente aceptables bien conocidos por los expertos en la técnica. Tales materiales deberían 
ser no tóxicos y no deberían interferir con la eficacia del ingrediente activo. La naturaleza precisa del portador u otro 30 
material puede depender de la ruta de administración, v.g., las rutas intravenosa, cutánea o subcutánea, nasal, 
intramuscular, o intraperitoneal. 

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

Puede incluirse solución salina fisiológica, dextrosa u otra solución de sacáridos o glicoles tales como etilenglicol, 
propilenglicol o polietilenglicol. 35 

Para inyección intravenosa, cutánea, subcutánea, intramuscular o mucosal, o inyección en el sitio de la afección, el 
ingrediente activo se encontrará en la forma de una solución acuosa parenteralmente aceptable que está exenta de 
pirógenos 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, vehículos isotónicos tales 
como Inyección de Cloruro de Sodio, Inyección de Ringer, inyección de Ringer Lactada. En caso requerido, pueden 40 
incluirse, conservantes, estabilizadores, tampones, antioxidantes y/u otros aditivos. 

Puede emplearse una formulación de liberación lenta. 

Después de la producción de las partículas de MVA y formulación opcional de tales partículas en composiciones, las 
partículas pueden administrarse a un individuo, particularmente un humano u otro primate. La administración puede 
realizarse a otro mamífero, v.g. un roedor tal como ratón, rata o hámster, cobayo, conejo, oveja, cabra, cerdo, 45 
caballo, vaca, burro, perro o gato. 

La administración se realiza preferiblemente en una "cantidad profilácticamente eficaz" o una "cantidad 
terapéuticamente eficaz" (según sea el caso, aunque la profilaxis puede considerarse terapia) siendo ésta suficiente 
para beneficiar al individuo. La cantidad real administrada, y la tasa de evolución temporal de la administración, 
dependerán de la naturaleza y gravedad del problema que se esté tratando. La prescripción del tratamiento, v.g., 50 
decisiones acerca de dosificación, etc, está dentro de la responsabilidad de los médicos generalistas y otros 
doctores en medicina, o en un contexto veterinario de un técnico veterinario, y típicamente tiene en cuenta el 
trastorno a tratar, el estado del paciente individual, el punto de suministro, el método de administración 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, edición 16ª, 1980, Osol, A. (Edit.). 

En un régimen preferido, el DNA se administra a una dosis de 300 μg a 3 mg/inyección, seguido por MVA a una 
dosis de 10

6
 a 10

9
 partículas infecciosas de virus/inyección. 

Una composición puede administrarse sola o en combinación con otros tratamientos, sea simultánea o 5 
secuencialmente dependiendo de la afección a tratar. 

El suministro a un mamífero no humano no precisa ser para un propósito terapéutico, sino que puede ser para uso 
en un contexto experimental, por ejemplo, en la investigación de mecanismos de respuestas inmunes a un antígeno 
de interés, v.g., protección contra HIV o SIDA. 

Un plásmido lanzadera, constructo recombinante de vacuna clínica MHA/ HIV 1 y mecanismo para retención de 10 
inserciones de genes extraños intactos en MVA recombinante por alteración de codones del gen extraño e inserción 
del gen extraño entre dos genes esenciales del virus vaccinia. 

La invención proporciona mecanismos para: 
● retención de genes extraños intactos por inserción de los mismos entre dos genes de virus vaccinia que son 

esenciales para la replicación del MVA. La deleción del gen extraño puede proporcionar una ventaja 15 
significativa de crecimiento para el MVA recombinante permitiendo que el mismo compita con MVA que 
contiene el gen extraño intacto después de sometimiento a pases repetidos. Sin embargo, la mayoría de las 
deleciones de un gen extraño 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 replicarán y competirán con 
el MVA que contiene el gen extraño intacto. Esta metodología será útil en la producción de virus vaccinia 20 
recombinantes que tienen que amplificarse en gran escala por ejemplo para utilización en pruebas clínicas, y 

● estabilización de inserciones de genes extraños por alteración de "puntos calientes" específicos que en caso 
contrario sufren fácilmente mutación después de sometimiento a pases repetidos del virus recombinante. 
Esta metodología es útil en la producción de virus recombinantes que tienen que amplificarse en gran escala 
por ejemplo para uso en pruebas clínicas. 25 

Y describe: 
● el plásmido lanzadera, pLW-73, utilizado para inserción de un gen extraño entre dos genes esenciales del 

virus vaccinia; y 
● el constructo MVA/UGD4d de vacuna clínica recombinante MVA/HIV-1, un material que incorpora el uso de 

estos dos mecanismos. 30 
Nuevos Métodos para Generación de Virus MVA Recombinantes Estables 

Los autores de la invención 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 geográficas.  

… 

Los genes extraños se insertaron en 2 sitios, Deleción II y Deleción III de MVA. Se ha demostrado que la estabilidad 35 
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 deleción del gen extraño entero y algo de DNA flanqueante, o 
a mutaciones puntuales específicas que daban como resultado la propagación de viriones de la progenie que tienen 
una ventaja de crecimiento debido a que no expresan el gen extraño. En este caso los inventores describen dos  
nuevos métodos de retención del MVA recombinante del gen extraño intacto. En primer lugar, los inventores 40 
construyeron un vector de transferencia que dirige la inserción de un gen extraño entre 2 genes esenciales del virus 
vaccinia en la región central conservada del genoma. El uso de este sitio para inserción de genes evita el desarrollo 
de variantes que contengan grandes deleciones que incluyen el DNA esencial del virus vaccinia. Adicionalmente, 
este plásmido puede utilizarse para inserción de genes adicionales en virus recombinantes. En segundo lugar, el 
análisis de aislados con mutaciones puntuales reveló ciertos "puntos calientes" con propensión para la inserción o 45 
delación una sola base que cause terminación prematura durante la traducción. Los inventores demostraron que la 
generación de mutaciones silenciosas en estos sitios daba como resultado la estabilización del gen insertado. 

I. Construcción y aplicación del nuevo vector de transferencia 

Construcción del nuevo vector de transferencia, pLW-73 

 1. La región central del genoma del MVA, K7R-A24R, se examinó respecto a 1) pares de genes conservados 50 
en la familia poxvirus o la subfamilia Chordopoxvirus y 2) genes que se encuentran en dirección opuesta de 
tal modo que sus extremos 3' están en proximidad estrecha, proporcionando con ello un sitio de inserción que 
podría no causar disrupción de un promotor de vaccinia. El sitio elegido como nuevo sitio de inserción se 
encontrará entre dos genes esenciales, 18R y G1L. 

 2. El flanco izquierdo del nuevo vector se construyó de manera siguiente: se cortó el plásmido LAS-1 con las 55 
enzimas de restricción EcoRI y XhoI para eliminar el flanco del III MVA, GFP, y la repetición directa del flanco 
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de MVA. Esta inserción se cortó con AscI y SacI, y se aisló el fragmento GFP. Se amplificaron por PCR 
quinientos treinta y uno pares de bases en el extremo del gen I8R (con inclusión del codón de parada TAA) 
con los sitios de restricción EcoRI y AscI en los extremos del producto PCR. La amplificación por PCR de 229 
pares de bases de la repetición directa (desde el extremo del gen I8R que incluía el codón de parada TAA) se 
realizó con oligonucleótidos que contenían los sitios de restricción SacI y XhoI. La totalidad de las 4 piezas de 5 
DNA, 1) la cadena principal del vector con los extremos EcoRI y XhoI, 2) el nuevo flanco izquierdo que 
contenía el extremo de I8R con los extremos EcoRI y AscI, 3) GFP con extremos AcsI y SacI y 4) la repetición 
directa del flanco I8R con extremos SacI y XhoI se ligaron para producir el plásmido pLW-72. 

 3. El flanco derecho se construyó como sigue: se cortó pLW-72 con las enzimas de restricción PstI y HindIII 
para liberar el flanco del III del MVA en el plásmido. Se amplificaron por PCR setecientos dos pares de bases 10 
en el extremo del gen G1L con los sitios de las enzimas de restricción PstI y HindIII 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 características salientes de pLW-73 son: 1) el vector estaba diseñado para inserción de genes 
extraños entre los genes esenciales en el genoma del MVA. El flanco izquierdo está constituido por el 
extremo del gen I8R y el flanco derecho está constituido por el extremo del gen G1L; 2) se incluye el gen GFP 15 
para selección inicial fácil del virus recombinante, 3) el GFP está flanqueado por repeticiones directas del gen 
I8R, lo cual permite la expresión transitoria de GFP, dado que el GFP se perderá después de pases repetidos 
del virus recombinante. Con referencia a WO 2004/087201, las características 2 y 3 estaban contenidas 
también en los plásmidos anteriores utilizados para producir recombinantes MVA/HIV, pLAS-1 y pLAS-2. 

Aplicación de pLW-73 20 

 1. El gen env del aislado ADA del clado B de HIV-1 se clonó en pLW-73 y se obtuvo un virus MVA 
recombinante. La secuenciación del DNA confirmó la localización 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 Deleción II de MVA resultó ser inestable, es decir, después de pases seriados en cultivo, el gen se 
delecionó de una porción significativa de la progenie del virus. El mismo gen se clonó luego en pLW-73 y se 25 
obtuvo y caracterizó un virus MVA recombinante. La inserción del gen env era estable después de pases 
seriados repetidos (8x) en cultivo, es decir, no se encontró deleción alguna del gen insertado o la región 
flanqueante de MVA. Adicionalmente, no se registró ninguna otra mutación cuando se insertó el gen en este 
sitio. 

II. Mutación puntual de "puntos calientes" 30 

Análisis de mutaciones puntuales 

Un virus MVA recombinante que expresaba el gen gagpol del Clado D Ugandan (aislado AO3349) en el sitio 
Deleción III de MVA resultó ser inestable. La alteración genética principal era la generación 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 35 
clado A de Kenia y un aislado del clado C de Tanzania de HIV-1. 

Mutagénesis de puntos calientes y análisis 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 clonó en pLAS-1 y se 

recombinó en el mismo sitio Deleción III de MVA como se hizo durante la construcción del virus inestable. Después 40 
de pase seriado repetido (8x) en cultivo, no se encontró placa alguna que no se expresara. La secuenciación del 
DNA del stock de virus del pase 8 comprobó que se mantenía la integridad del gen gagpol. 

III. Construcción del recombinante doble 

Virus MVA/UGD4d 

El virus MVA/UGD4d, un virus recombinante que expresa la envoltura del subtipo D A07412 Ugandan y el gagpol 45 
AO3349, se construyó de la manera siguiente: Se insertaron los genes de la envoltura y gagpol en el Clon 1 de MVA 
1974/NIH por recombinación homóloga utilizando los plásmidos lanzadera pLW-73 y pLAS-1, respectivamente. Se 
aisló MVA/UGD4d por 6 tandas de purificación en placas en células fibroblastos de embrión de pollo y se amplificó y 
caracterizó subsiguientemente. 

Sumario 50 

 1. Se construyó un vector de transferencia de plásmido que dirige la recombinación de un gen extraño entre 
dos genes esenciales, I8R y G1L, en la región central conservada del genoma del MVA. Se demostró que el 
uso de este sitio inhibe la selección de virus mutantes con deleciones de los flancos gen/MVA insertados. 

ES 2 396 376 T3

 



21 

 

 2. Se alteraron tramos altamente mutables de residuos G y C por mutagénesis orientada y se generaron 
mutaciones silenciosas en la secuencia codificante. Se demostró que este cambio estabilizaba el gen cuando 
se insertó en Deleción III de MVA. 

 3. Utilizando estos dos métodos anteriores, se construyó el recombinante doble de MVA UGD4d que expresa 
de manera estable tanto el env como el gagpol del clado D Ugandan. 5 

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 
combinación de mutación o deleción espontánea del gen insertado y la selección de mutantes que no se expresan, y 10 
(2) describen nuevos métodos para reducción de la inestabilidad. 

Resumen 

Se construyeron MVAs recombinantes que expresan env y gagpol de muchos aislados diferentes. Se sometió cada 
virus a pases repetidos en células fibroblastos de embrión de pollo para mimetizar la amplificación en gran escala 
requerida para la producción de virus para pruebas clínicas. Se monitorizó la estabilidad de la inserción por 15 
inmunotinción de env y gag de placas individuales. Para algunos virus recombinantes, se encontró que la expresión 
de env y/o gag se perdía rápidamente en una fracción significativa de la población de virus. Para identificar el o los 
mecanismos de pérdida de expresión, se aislaron placas individuales y se caracterizó la naturaleza de las 
mutaciones. En algunos casos, se identificaron secuencias específicas de DNA con propensión a mutar por adición 
o deleción de un solo nucleótido. La generación de tales mutaciones podía evitarse por alteración de codones sin 20 
cambio del producto de traducción predicho. En otros casos, la pérdida de expresión estaba causada por grandes 
deleciones que se extendían frecuentemente en los genes de MVA flanqueantes no esenciales. Para impedir que 
ocurriera esto, se construyó un nuevo plásmido lanzadera que se diseñó para dirigir la inserción de los genes 
extraños entre dos genes esenciales de MVA. La recombinación en este sitio reducía las deleciones del DNA 
extraño. En un caso, sin embargo, la toxicidad asociada con la expresión de env de HIV de alto nivel era tan grave 25 
que la selección de mutantes ratos daba todavía como resultado una población inestable. En este caso, únicamente 
la truncación del dominio transmembranal de env permitió la construcción de un MVA recombinante estable. 

Generación de MVAs Recombinantes y Análisis de la Estabilidad de los Genes Insertados 

Se clonaron los genes env y gagpol en vectores lanzadera de MVA. Se analizaron la expresión y la función por 
ensayos de expresión transitoria. Se recombinó gagpol en MVA 1974/NIH Clon 1. Se purificaron los MVA 30 
recombinantes en placas con 6-8 tandas seguido por amplificación del virus. Se recombinó 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 sometió el virus a pases seriados en células CEF utilizando una 
multiplicidad de infección (m.o.i.) de ~ 1 pfu/célula para mimetizar la producción en gran escala. Se evaluó la 
estabilidad por determinación del porcentaje de células que expresaban env o gag, como se determinó por 35 
inmunotinción con anticuerpos monoclonales (Fig. 11B). 

Estabilidad de los MVAs Recombinantes  

Se construyeron MVAs recombinantes que expresaban genes de aislados de HIV-1 de localizaciones geográficas 
diferentes. Se insertaron los genes env y gagpol en las deleciones II y III del MVA, respectivamente; ambos bajo 
control del promotor H5 modificado. La estabilidad de los genes env y gagpol de 7 MVAs recombinantes se muestra 40 
en la Tabla 4. Se observaron grados variables de inestabilidad en los 7 virus. En MVA/65A/G, la expresión de env se 

perdía rápidamente, expresando sólo 25% de los viriones env en el pase 6. En MVA/UGD4a, la expresión tanto de 
env como de gagpol se perdía cada vez más con los pases sucesivos del virus. Dado que se requieren al menos 6-7 
pases para la producción de una gran cantidad de virus para una prueba en Fase I, estos dos virus se consideraron 
inadecuados. 45 

Análisis de la Expresión 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 inmunotinción con T-24 mAb (sitio de fijación representado en a), transferencia Western, PCR, y secuenciación. 
Se encontraron 5 tipos de placas y los números de estas placas obtenidos para cada tipo se dan a la derecha de 
Fig. 12. Las placas a, b, y c se teñían, pero b y c eran versiones truncadas debido a sustitución de bases (causando 50 

el codón de parada) (b) y deleción del extremo del gen env y parte del flanco de MVA (c). Las placas d y e sin 
mancha eran resultado de la adición de G a un tramo 5G que causaba un cambio de marco (d) y una gran deleción 
del gen env entero y partes de los flancos de MVA (e). Así, la adición de pares de bases, sustitución, y deleciones 
contribuían todas ellas a la expresión inestable del gen env en MVA/65A/G. Este env A/G, el ejemplo más inestable 
con el que se trabajó, se seleccionó para estudiar modificaciones que pudieran aumentar la estabilidad. 55 

 

ES 2 396 376 T3

 



22 

 

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 construyó el vector I8/G1, es decir, pLW-73, con un sitio de inserción entre los genes esenciales I8R y 
G1L a fin de prevenir deleciones de genes y flancos de MVA que fuesen viables. Los extremos de los genes 5 
I8R (500 pb) y G1L (750 pb) de MVA se amplificaron por PCR y se insertaron en un vector que contenía el 
promotor mH5 temprano/tardío del virus vaccinia controlador de la expresión de genes extraños. Se utilizó 
este vector I8/G1 para insertar genes extraños en MVA por recombinación homóloga (Fig. 13). Las 

deleciones de genes insertados y MVA flanqueante del gen insertado no serían viables debido a que partes 
de genes esenciales se habrían delecionado. Por consiguiente, los virus con estas mutaciones no serían 10 
capaces de superar a la población con su ventaja de crecimiento normal. 

 3. La envoltura A/G de gp140 se mutó por deleción del dominio transmembranal y la cola citoplásmica de 
gp41, dando como resultado una proteína 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 15 
Fig. 14. Se aislaron 5 placas de cada virus y se sometieron a pases independientemente en CEF para determinar si 

las modificaciones aumentaban la expresión estable de la envoltura. Las placas sometidas a pases se analizaron por 
inmunotinción con mAb T-43 (sitio de fijación mapeado a 101-125 aa de env), transferencia Western, PCR, y 
secuenciación. 

Expresión de Env después de Pases en Placas 20 

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, 5 y 7 por inmunotinción con mAb T-43 (que 
se fija entre los aminoácidos 101 y 125 en gp120). Cuatro de 7 virus (Fig. 15, a, b, c, e) tenían expresión inestable 
de proteínas en cada una de las 5 placas sometidas a pases; dos pases de placa de (Fig. 15f) tenían también 
expresión inestable de env. Éstos incluían virus con el env sintético tanto en del II (Fig. 15c) como en el sitio 25 
esencial del gen (Fig. 15f) del genoma del MVA. Únicamente los virus recombinantes que contenían la envoltura 
como gp140 truncado y secretado se mantenían expresando de manera estable la envoltura (Fig. 15, d y g)- 

Transferencia Western, PCR y Análisis de Secuencia 

De los pases en placas seleccionados, se escogieron clones para analizar la expresión de proteínas por 
transferencia Western, PCR, y análisis de secuencia (Fig. 16). Para el análisis por transferencia Western, se 30 

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 producía únicamente envoltura parcial o envoltura de longitud total. Los virus de control, marcados 
c, se encuentran a la derecha de cada transferencia. Para los 3 virus producidos en la deleción II de MVA (Fig. 16 a, 
b, y c), únicamente en Fig. 16 c (es decir, los clones gp140), se encontraban todos los clones que expresaban 

proteína detectable en Western. Esta proteína (como se midió por T-32) no estaba truncada. Cuando se insertó la 35 
envoltura en el sitio del gen esencial por el vector I8/G1 (Fig. 16 d, e, y f), nuevamente, sólo la envoltura de gp140 

se expresaba en todos los clones y no estaba truncada. Aunque el uso del vector I8/G1 no impedía mutaciones en la 
secuencia env, el mismo impedía las deleciones que se habían observado en la envoltura insertada en del II. 
(Obsérvense los productos PCR positivos para todos los clones testados a partir del vector I8/G1, y en cambio los 
productos PCR negativos a partir de los clones testados utilizando el vector del II). 40 

Expresión de Env en el Clado A/G Recombinante Doble 

Basándose en resultados previos con análisis 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 expresión 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 expresión de env. En el pase 7, las placas procedentes de los pases se sometieron a 45 
inmunotinción con mAbs T-43 y T-32 (que se fijan a gp120 y gp41, respectivamente). Con mAb T-43, uno de 5 
clones de la envoltura sintética de expresión recombinante estaba constituido únicamente por placas sin mancha. La 
tinción subsiguiente con T-32 de estas placas demostró que otra placa tenía expresión truncada de la envoltura. 
Todas las placas sometidas a pases del recombinante doble que contenía la envoltura de gp140 parecían estables 
por inmunotinción tanto con T-43 como con T-32. Los títulos eran también 2 logs mayores que con el otro 50 
recombinante doble. Por tanto un recombinante doble del clado A/G que expresaba de manera estable la envoltura 
pudo podía producirse únicamente 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 55 

independientes de cada uno y se encontró que ambos genes eran inestables tanto si se expresaban solos como en 
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combinación (Tabla 5). En contraste, la expresión de gp140 en lugar de gp160 fijado a la membrana daba como 
resultado la estabilidad del gen env después de pases seriados (Fig. 18 y Tabla 5). 

MVA/UGD4a - Análisis 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/UGD4a, se amplificaron, y se caracterizaron. Se identificaron dos pequeñas deleciones (1,2 y 5 
0,3 kb) por amplificación PCR y secuenciación del DNA (Fig. 19). Todos los restantes aislados contenían deleciones 

muy grandes que se extendían 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. 

Modificación del env UGD en MVA Recombinante 

Para mejorar el problema de la inestabilidad del gen env UGD, el gen env A07412 se insertó en MVA utilizando el 10 
nuevo vector, I8/G1, que dirige la recombinación de un gen extraño entre dos genes esenciales del virus vaccinia, I8 
y G1 y utiliza el promotor H5 modificado (Fig. 20). Se sometieron a pases seriados cuatro placas independientes y 

se analizaron respecto a la expresión de env por inmunotinción con Mabs T-43 y T-32 en el pase 5. El gen era 
estable en todos los aislados (Tabla 6).  

MVA/UGD4b - Análisis de Placas gag sin Mancha 15 

Para determinar el mecanismo de inestabilidad del gen gag, se escogieron 8 placas individuales sin mancha 
(utilizando Mab I83-H12-5C - Depósito NIAID AIDS) del pase 6 de MVA/UGD4b, se amplificaron, y se secuenció la 
inserción gagpol (Tabla 7). En 7 aislados se encontró una inserción o deleción de un solo residuo G en la posición 

564-569. En un aislado, se delecionó un residuo C de la secuencia CCCC en la posición 530-534. Adicionalmente, 
las placas sin mancha de los stocks de MVA/KEA y MVA/TZC sometidos a muchos pases revelaban un punto 20 
caliente similar para mutación, a saber, la posición 564-569. El examen de la secuencia completa del gen gagpol 
UGD A07412 exhibía 22 tramos de 4 o más residuos G o C (Fig. 21). 

Modificación del Gen gagpol UGD en MVA Recombinante 

Dado que el mecanismo de inestabilidad del gen gagpol era fundamentalmente inserción o deleción de un solo 
nucleótido en un tramo de 4-6 residuos G o C, la estrategia para mejorar la estabilidad de este gen fue generar 25 
mutaciones silenciosas en tales sitios. Así, se empleó mutagénesis orientada en 6 sitios en gag p17 y p24 (Tabla 3). 

El gen del codón alterado (c.a.) resultante insertado en MVA en la misma localización, es decir, Deleción III, resultó 
estable después de sometimiento seriado a pases (Fig. 2 y Tabla 8). 

Construcción de MVA Estable Recombinante que Expresa env y gagpol UGD 

Se construyó un virus recombinante que expresaba el gen env UGD en el locus I8/G1 y el gen gagpol alterado en 30 
codones en Deleción III de MVA (Fig. 23). El sometimiento a pases seriados demostró la ausencia de inestabilidad 

de cualquier gen. Adicionalmente, el nivel de la expresión de proteínas y la secuencia de DNA se mantenían 
inalterados durante el sometimiento a pases (Tabla 9). 

Conclusiones  

La inestabilidad de las inserciones env y gagpol se atribuye a la generación de mutaciones y deleciones puntuales y 35 
a la ventaja de crecimiento de los mutantes de MVA que no se expresan. La inestabilidad puede reducirse 
generalmente por alteración de codones y/o inserción en una región esencial del genoma del MVA (MVA/UGD4d) 
pero tuvo que alterarse env en un caso (MVA/65A/G). 

Ejemplo 2 

Inmunogenicidad de MVA/UGD4d en Ratones BALB/c 40 

Grupos de 10 ratones cada uno se inmunizaron por la vía intraperitoneal con 10
6
 ó 10

7
 unidades infecciosas de 

MVA/UGD4d. Grupos de 5 ratones cada uno se inmunizaron análogamente 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 tinción intracelular con citoquinas. Los 
esplenocitos se estimularon por separado con lo siguiente: 1) el péptido gag inmunodominante (AMQMLKETI (SEQ 45 
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 aminoácidos simples de ELRQHLLRWGLTT (SEQ ID NO: 9) y 
HGVYYDPSKDLIAE (SEQ ID NO: 10)), y 4) MVA. 

Se tiñeron las células para expresión superficial de CD4 y CD8 y luego para expresión intracelular de IFN-γ e IL2 o 
TNF. Como se muestra en Fig. 24, MVA/UGD4d provocaba respuestas de CD8/IFN-γ al péptido gag, los péptidos 50 

pol, y MVA. Las respuestas al péptido gag eran multifuncionales, expresando tanto IFN-γ como IL2 o TNF. 
Asimismo, se provocaron respuestas de CD4/IFN-γ 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 inmunización, y se reforzaron por la segunda inmunización. Adicionalmente, se 
provocaron respuestas fuertes de virus vaccinia después de 1 y 2 inmunizaciones. 

Tabla 3. Cambios de Nucleótidos MVA/UGD Realizados Para Eliminar Tramos de G y C (Aislado AO3349 de 
HIV-1) 5 

Nucleótido # que comienza con ATG Secuencia Original Secuencia Modificada 

28-32 GGGGG GGGG 

70-74 GGGGG GGGG 

408-411 GGGG GGGA 

530-533 CCCC 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 

UGD1a 4 Nd 64,9 

 
4 Nd 38,1 

 
5 7,9 44,8 

UGD gag3349 8 
 

36,6 

 
8 

 
25,4 

 
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. Modificación 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 - Análisis de Placas gag sin Mancha # Placas Individuales con Mutación 

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

p17 
28 GGGGG 

   

70 GGGGG 
 

n=1 
 

p24 

408 GGGG 
   

530 CCCC n=1 
  

564 GGGGGG n=7 n=16 n=21 

686 GGGG 
   

1050 GGGGGG 
   

p7 1133 GGGG 
   

p1 1320 GGGG 
   

p6 

1361 cccc 
   

1387 GGGG 
   

1419 GGGG 
   

1473 CCCC 
   

Proteasa RT 

1494 GGGGG 
   

1590 GGGGG 
   

1599 GGGGG 
   

2362 GGGG 
   

2380 GGGG 
   

2528 GGGGG 
   

2596 GGGG 
   

2893 GGGG 
   

3001 CCCC 
   

 

Tabla 8. Modificación del Gen gagpol UGD en MVA Recombinante 

  
% Sin Mancha 

 
Pase env gag 

UGD gag (c.a.) 

6 
 

0,9 

6 
 

0,0 

 
6 

 
0,5 

 

Tabla 9. Construcción de MVA Estable Recombinante que Expresa env y gagpol UGD 5 

  
% 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 heteróloga 
insertada en una región intergénica (IGR) del genoma del MVA, que está 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. 5 

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

3.  El MVA de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1-2, en donde la secuencia de DNA heteróloga codifica 
una o más proteínas, polipéptidos o péptidos. 

4. El MVA de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1-3, en donde la secuencia de DNA heteróloga se 10 
deriva del virus de la inmunodeficiencia humana (HIV). 

5. El MVA de acuerdo con la reivindicación 4, en donde la secuencia de DNA heteróloga 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 número de acceso PTA-5095. 15 

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 número de acceso AY603355. 

8. 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, número de acceso U94848. 

9. Un vector plasmídico que comprende una secuencia de DNA derivada de u homóloga al genoma de un MVA, en 20 
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 nomenclatura de Copenhague; y 

 ii) insertado en dicha secuencia IGR un sitio de clonación para inserción de una secuencia de DNA que es 25 
heteróloga al genoma del MVA; y 

 iii) opcionalmente, una casete de gen informador o de selección. 

10. Un vector plasmídico que comprende una secuencia de DNA derivada de u homóloga 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 30 

corresponde a los ORFs I8R-G1L en la nomenclatura de Copenhague; y 
 ii) insertado en dichos ORFs, un sitio de clonación para inserción de una secuencia de DNA que es 

heteróloga al genoma del MVA; y 
 iii) opcionalmente, una casete de gen informador o de selección. 

11. El vector plasmídico de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 9 a 10, en donde la secuencia de DNA se 35 
deriva de o es homóloga al genoma del MVA depositado en ATCC bajo el número de acceso PTA-5095. 

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

13. El vector plasmídico de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 9 a 10, en donde la secuencia de DNA se 
deriva de o es homóloga al genoma del MVA que tiene la secuencia de GenBank, número de acceso U94848. 40 

14. Una composición farmacéutica, de vacuna o inmunógena que comprende el MVA o el vector plasmídico de 
acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1 a 13. 

15. El MVA o vector plasmídico de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1 a 8 para uso como 
medicamento, composición inmunógena, o vacuna. 

16. Uso del MVA de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1 a 8 para la preparación de un medicamento, 45 
composición inmunógena, o vacuna para el tratamiento o la profilaxis de una infección 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 
infección viral o una enfermedad proliferativa. 
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