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DESCRIPCION

Construccion de un gen sintético que codifica el gag del VIH1 y su utilizacion para la obtenciéon de vacunas contra el
VIH-1

[0001] La presente solicitud describe un gen sintético que codifica la proteina Gag (p55) de VIH-1 (virus de la
inmunodeficiencia humana) y su utilizacién para la obtencién de vacunas contra el VIH.

[0002] Las vacunas contra el VIH actualmente en curso de desarrollo se basan en diferentes enfoques (para
revisiéon cf. por ejemplo (NABEL, Nature, 410, 1002-7, 2001) entre los que se citara la utilizacién de vectores de
expresion, especialmente unos vectores virales recombinantes, en los que se insertan unas porciones del genoma
de VIH que codifica unos polipéptidos que llevan unos epitopos reconocidos por unos anticuerpos o por unos
linfocitos T citotéxicos (CTLs), anti-VIH y, por tanto, potencialmente inductores de una respuesta inmunitaria humoral
y/o celular anti-VIH.

[0003] Entre las regiones del genoma de VIH mas utilizadas en este marco, figuran las derivadas del gen
gag. La proteina Gag constituye especialmente un inmunégeno particularmente interesante para la induccién, no
solo de una respuesta anticuerpo, sino igualmente de una respuesta CTL.

[0004] Generalmente, a fin de inducir la respuesta inmunitaria mas amplia posible, se asocian en un mismo
vector diferentes porciones del genoma de VIH, cuya expresion a partir de este vector se efectia en forma de una
proteina de fusion. Se citaran a titulo de ejemplos, unas proteinas de fusion que asocian la proteina Gag con unas
regiones de la proteina Pol, de la proteina Nef y/o la proteina Env.

[0005] Un problema encontrado durante la utilizacion de estos vectores de expresion reside en el reducido
nivel de expresion de los genes de VIH que se insertan y en la falta de estabilidad de esta expresion.

[0006] Un enfoque actualmente utilizado para aumentar el nivel de expresion de los genes de VIH consiste en
optimizar su secuencia codificadora, para suprimir las secuencias nucleotidicas inhibidoras (INS) ricas en AT,
presentes especialmente en los genes gag, pol y env y para modificar el uso de los codones, reemplazando ciertos
de los codones iniciales de VIH por unos codones sinénimos preferencialmente utilizados en las células humanas
(QIU et al., J Virol, 73, 9145-52, 1999; Zur Megede et al., J Virol, 74, 2628-35, 2000; Kotsopoulou et al., J Virol, 74,
4839-52, 2000).

[0007] Este enfoque permite aumentar el nivel de expresion, pero la estabilidad de esta expresion sigue
siendo aun problematica, especialmente en el caso del gen gag.

[0008] Los inventores han emitido la hip6tesis de que la presencia de numerosos motivos poly C, poly G o
poly GC en las secuencias utilizadas para expresar la proteina gag desempefiaba una funciéon en esta falta de
estabilidad y han procedido a una optimizacion suplementaria en vista de suprimir los motivos poly C o poly G de
tamafio superiores a 3 nucledtidos y los motivos poly GC de tamafio superior a 8 nucleétidos.

[0009] La presente invencién se define por las reivindicaciones.

[0010] La presente solicitud describe en consecuencia un polinucleétido que codifica la proteina Gag (p55) de
VIH-1, caracterizado porque se define por la secuencia SEQ ID NO: 1.

[0011] La presente solicitud describe igualmente un polinucleétido recombinante, que comprende la
secuencia SEQ ID NO:1. Ventajosamente, dicho polinucleétido recombinante codifica una proteina de fusiéon que
comprende la proteina Gag (p55) de VIH-1, fusionada con uno varios polipéptido(s) diferente(s) de VIH.

[0012] De preferencia, el(los) denominado(s) polipéptido(s) diferente(s) de VIH se escoge(n) entre la proteina
Pol, la proteina Nef, la proteina Env o cualquier fragmento de dichas proteinas que lleva al menos un epitopo
reconocido por unos anticuerpos anti-VIH o por unos linfocitos T citotoxicos CTLs anti-VIH. A titulo de ejemplos no
limitativos de tales fragmentos, se citaran unos fragmentos de la proteina Pol homologos a los fragmentos 172-219,
325-383 y 461-519 de la proteina Pol del aislamiento VIH-1 Bru/LAl y los fragmentos de la proteina Nef homélogos a
los fragmentos 66-147 y 182-206 de la proteina Nef del aislamiento VIH-1 Bru/LAl. El aislamiento VIH-1 Bru/LAI se
clasifica en el catdlogo Los Alamos con el nimero de acceso K02013. Salvo que se indique lo contrario, la
numeraciéon de los aminoacidos de las secuencias de las proteinas de este aislamiento se utiliza aqui como
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referencia, cuando unos fragmentos peptidicos se definen por su localizacion con respecto a la secuencia de una
proteina de VIH.

[0013] Segun un modo de realizacion preferido descrito en la presente solicitud, dicho polinucleétido
recombinante se define por la secuencia SEQ ID NO: 2.

[0014] Codifica la proteina de fusién gag-nef-pol, definida por la secuencia SEQ ID NO: 3.

[0015] Esta proteina de fusion, que se describe igualmente en la presente solicitud, comprende, ademas de
la totalidad de la proteina Gag (p55) (aminoacidos 1-512 de la secuencia SEQ ID NO: 3), unos fragmentos
correspondientes a los fragmentos 461-519, 325-383 y 172-219 de la proteina Pol del aislamiento VIH-1 Bru/LAl
(estos fragmentos son representados respectivamente por los aminoacidos 517-575, 605-663 y 748-795 de la
secuencia SEQ ID NO: 3) y unos fragmentos correspondientes a los fragmentos 182-206 y 66-147 de la proteina Nef
del aislamiento VIH-1 Bru/LAl (estos fragmentos son representados respectivamente por los aminoacidos 577-601 y
665-746 de la secuencia SEQ ID NO: 3).

[0016] La presente solicitud describe igualmente un vector recombinante que contiene un polinucleétido
descrito en la solicitud.

[0017] De preferencia, un vector recombinante tal como se describe en la solicitud es un vector de expresion;
ventajosamente se trata de un vector de vacunacion.

[0018] Muchos vectores de vacunacion, utilizables especialmente en el marco de la vacunacién contra el VIH,
son conocidos en si mismos. A titulos de ejemplos, se citaran los vectores con ADN desnudo, asi como los vectores
virales recombinantes. Entre estos (ltimos, se mencionaran especialmente: los vectores derivados de poxvirus, por
ejemplo del virus de la vacuna, tales como el NYVAC (vacuna New-York) y el MVA (virus Ankara modificado) o
poxvirus aviares tales como el canarypox; los vectores derivados de adenovirus, tales como el adenovirus de tipo 5
(Ad5); unos vectores derivados de alfavirus, de myxomavirus o de virus herpes defectivos.

[0019] Segun un modo de realizacion preferido descrito en la presente solicitud, dicho vector se deriva de un
virus de la vacuna y, ventajosamente, del virus MVA. Este virus, que deriva de la cepa Ankara del virus de la vacuna,
se ha atenuado fuertemente por 574 pasos sobre unos fibroblastos embrionarios de pollo, a continuacion de los que
ha perdido la capacidad de reproducirse eficazmente en la mayoria de las células de mamiferos (solo se observa
una replicacion eficaz en los fibroblastos embrionarios de pollo y las células BHK-21). Esta atenuacion resulta de
varias escisiones (escisiones |, Il, lll, IV y VI) en el genoma viral (MEYER et al., J Gen Virol, 72 (Pt 5), 1031-8, 1991).
Se puede insertar material genético exégeno al nivel de cualquiera de estas escisiones.

[0020] La presente invencion tiene igualmente como objeto la utilizacion de un vector recombinante conforme
a la invencién, para la obtencién de una vacuna contra el VIH.
[0021] La invencion se refiere igualmente a una composicion inmundgena o de vacunacién que comprende

un vector recombinante segun la invenciébn y un vehiculo farmacéuticamente aceptable. Unos vehiculos
farmacéuticamente aceptables son bien conocidos por el experto en la materia. Se puede hacer referencia
especialmente a la obra Remington: The Science and Practice of Pharmacy, 21e edicion, Lippincott Williams &
Wilkins. En este marco, dicho vector se puede utilizar ventajosamente en asociacién con los lipopéptidos, por
ejemplo unos lipopéptidos palmitoil. Los lipopéptidos estan constituidos por fragmentos inmundgenos de proteinas
de VIH vinculados de forma covalente a una cadena lipidica. Unos lipopéptidos utilizables en el marco de la presente
invencion se describen por ejemplo en las Solicitudes EP0491628 o WO 99/51630. Ventajosamente, los fragmentos
inmunogenos de proteinas del VIH utilizados son unos fragmentos homadlogos a los fragmentos 17-35 y 253-284 de
la proteina Gag, al fragmento 325-355 de la proteina Pol y a los fragmentos 66-97 y 116-145 de la proteina Nef.

[0022] Ventajosamente, los vectores recombinantes conformes a la invencion se pueden utilizar en
asociacion con unos lipopéptidos en el marco de una vacunacion de tipo «prime-boost», (que comprende una primo-
inmunizacién con un vector conforme a la invencion, seguida de un refuerzo con dichos lipopéptidos o, a la inversa,
una primo-inmunizacioén con los lipopéptidos, seguida de un refuerzo con un vector conforme a la invencion).

[0023] Segun otro aspecto, la solicitud describe un método para inducir una respuesta inmune en el caso de
un sujeto que lo necesita, comprendiendo dicho método la administracion de un vector recombinante descrito en la
solicitud.
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[0024] La solicitud describe igualmente un método de prevencion o tratamiento de una infeccién por VIH que
comprende la administracion a un sujeto que lo necesita de un vector recombinante descrito en la solicitud. En
particular, la infeccion puede ser una infeccién por VIH-1. El vector recombinante se administra preferencialmente en
una cantidad inmunoldgicamente eficaz, es decir una cantidad suficiente para inducir una respuesta inmunoldégica
protectora o terapéutica en el caso del sujeto que haya recibido el vector o la composicion inmunégena o de
vacunacion que lo comprende.

[0025] La presente invencion se ilustra, de manera no limitativa, por las figuras y los ejemplos siguientes.

La figura 1 esquematiza el vector de transferencia pTG16626. BRD3: brazo de recombinaciéon derecho (secuencia
situada mas abajo de la escision Il del MVA); BRG3: brazo de recombinacion izquierdo (secuencia situada mas
arriba de la delecion Il del MVA); GPT/EGFP: marcador de seleccion; BRG3': secuencia de repeticién de BRG3.

La figura 2 esquematiza el vector pTG17401, resultante de la insercién de la construccion gag(degenerado)-pol-nef
en pTG16626.

La figura 3 representa la secuencia de la regién del vector pTG17401 que comprende la secuencia BRG3’, la cinta
de seleccién que contiene el gen de fusion EGFP/GPT bajo control del promotor p11K7.5K, la secuencia BRG3, el
gen de fusién gag(degenerado)-pol-nef bajo control del promotor ph5R y la secuencia BRD3.

La figura 4 representa los resultados del andlisis por Western Blot de la expresion de gag(degenerado)polnef en
unas células embrionarias de pollo: CEP: control (células no infectadas); MVATGN33: células infectadas por
MVATGN33; MVATG17401 PMVS1: células infectadas con el stock primario PMVS1 de MVATG17401;
MVATG17401 purificado: células infectadas con el virus MVATG17401 purificado.

La figura 5 representa la filiacién entre los diferentes lotes de virus después de la sub-clonacién y amplificacion del
virus MVATG17401.

EJEMPLO 1: OBTENCION DE UNA SECUENCIA GAG DEGENERADA Y UNA CONSTRUCCION
GAG(DEGENERADA)-POL-NEF QUE CONTIENE ESTA SECUENCIA.

[0026] La secuencia degenerada de gag (SEQ ID NO: 1) se ha fraccionado en dos partes, que se han
ensamblado individualmente por PCR a partir de oligonucledtidos sintéticos. Este conjunto ha generado dos
fragmentos, formando BamHI-EcoRV (fragmento 1) y EcoRV-Sall (fragmento 2), les sitios EcCORV y Sall parte
integrante de la secuencia de gag modificada.

[0027] Los dos fragmentos BamHI-EcoRV y EcoRV-Sall obtenidos asi, asi como un fragmento Sall-Notl de
851 pb, que contienen unas secuencias que codifican unos fragmentos de proteinas Pol y Nef estan vinculados
entre si por la ligasa T4 y el fragmento gag(degenerado)-pol-nef resultante se clona entre los sitios BamHI y Notl del
vector de transferencia pTG16626, descrito a continuaciéon y esquematizado en la figura 1.

[0028] El vector de transferencia pTG16626 contiene una cinta de expresion constituida por un enlazador
multisitio que permite la insercion de una secuencia exdgena bajo control transcripcional del promotor ph5R
(promotor tardio/precoz del virus de la vacuna, SMITH et al., Vacuna.; 11, 43-53, 1993). Esta cinta estd enmarcada
por los brazos de recombinacion BRD3 y BRG3, que corresponden a las secuencias que flanquean la zona de
escision 1l del virus MVA y permitirdn la insercion de la cinta en el genoma del MVA al nivel de esta zona de
escisién. Este vector contiene ademas una cinta de seleccion, basada en la expresion del gen de fusién EGFP/GPT
(enhanced green fluorescent protein/xanthine-guanine phosphoribosyl transférase de E. Coli) colocado bajo control
del promotor de vacunacion p11K75 (promotor precoz-tardio sintético, que resulta de la fusion del promotor tardio
pl1K y del promotor precoz p7.5K, descrito por ejemplo en la solicitud EP1146125). La sintesis de xantina guanina
fosforibosil transferasa permite la formacion de rangos virales de MVA recombinante en medio selectivo que
contiene xantina, acido micofendlico e hipoxantina (FALKNER and MOSS, J Virol, 62, 1849-54, 1988) y la sintesis de
EGFP permite la visualizacion de rangos fluorescentes. Esta cinta de seleccion esta enmarcada por una parte por la
secuencia BRG3 y, por otra parte, por una secuencia homéloga BRG3'. La recombinacion de supresién endégena
entre estas dos secuencias homaélogas permite la eliminacién de la cinta de seleccion después de varios pasos del
MVA recombinante en medio no selectivo.

[0029] La insercion del fragmento gag(degenerado)pol-nef en el vector pTG16626 abierto por BamHI Notl
genera el vector pTG17401, que se esquematiza en la figura 2.

[0030] La secuencia de la region del vector pTG17401, que comprende la secuencia BRG3', la cinta de
seleccién que contiene el gen de fusion EGFP/GPT bajo control del promotor p11K7.5K, la secuencia BRG3, el gen
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de fusién gag(degenerado)-pol-nef bajo control del promotor ph5R y la secuencia BRD3, se representa en la figura 3
(SEQ ID NO: 4).

EJEMPLO 2: GENERACION DE UN VIRUS DE LA VACUNA RECOMBINANTE QU E EXPRESA EL GEN DE
FUSION GAG(DEGENERADO)-POL-NEF

[0031] La generacion de virus de la vacuna recombinante se realiza por recombinacién homoéloga entre el
plasmido de transferencia pTG17401 y un virus MVA (MVATGN33). Los virus recombinantes se seleccionan por su
capacidad para formar unos rangos de lisis en presencia de acido micofendlico.

[0032] Las células embrionarias de pollo utilizadas para la generaciéon de recombinantes se han obtenido por
tratamiento de embriones de pollo durante 2H a 37 °C con la solucién TrypLE™ Select (Gibco) a razén de 200 ml
para 10 embriones. Estas células se cultivan a continuacién en medio MBE (Eagle Based Medium,Gibco)
afiadiéndole un 5% de SVF, gentamicina 40ug/L a 37 °C 5%CO:..

[0033] Unas cajas Falcon 3001 se cultivan con 1,5.10% CEPs /caja en el medio MBE afiadiendo un 10% de
SVF. Después de 48h de incubacion a 37 °C 5%CO2, las células se infectan con MVATGN33 a razon de 0,02
ufp/célula, diluido en PBS + cationes (acetato de magnesio 100ug/ml, cloruro de calcio 100mg/L)+ 1% SVF. Después
de 30 min, 2ml de MBE + 5%SVF se afiaden a las células infectadas. Después se incuban 1h a 37 °C 5% CO:. El
plasmido de transferencia pTG17401 (2 y 5 pug) se precipita en una solucién de Hepes y de CaClz. El precipitado se
deposita sobre las células anteriormente infectadas. Después de 1H a temperatura ambiente, se incuban después
de la adicion de 2 ml de MBE + 5% SVF, a 37 °C 5% CO:z durante 2h.

[0034] Las células se lavan dos veces con PBS + cationes, después incubadas con 2ml de MBE + 5% SVF a
37 °C 5%CO02. Después de 48h las cajas se congelan.

[0035] El aislamiento de placas virales se realiza descongelando las cajas anteriores. El contenido de las
cajas se recupera en unos tubos Falcon de 6 ml. Después de la sonicacién, unas diluciones en serie (10 a 10 para
la 12 seleccion y 102 a 10 para las selecciones siguientes) de estos extractos brutos se utilizan para infectar estos
CEPs.

[0036] Una capa de 5 ml de medio MBE de agar al que se afiade un 5% SVF de una mezcla de acido
micofendlico (25ug/ml, Sigma), de xantina (250ug/ml, Sigma) e hipoxantina (15ug/ml) se deposita en cada caja para
la seleccion de virus recombinante GPT+. Las cajas se incuban a 37°C 5% CO: durante 72H. Una nueva capa de
5ml de medio MBE de agar que contiene un 5% de SVF y una mezcla de acido micofendlico, de xantina y de
hipoxantina y del rojo neutro se deposita sobre la capa de agar anterior. Las cajas se vuelven a incubar a
continuacion hasta la aparicién de unos rangos virales. Los rangos virales fluorescentes aislados se amplifican en
CEPs después son analizados por PCR para buscar la presencia del transgén y detectar la contaminacion por el
virus parental MVATGN33. Los clones seleccionados se amplifican en CEP después se sub-clonan en medio
selectivo como se ha descrito mas arriba, hasta la completa eliminacién del virus salvaje MVATGN33.

[0037] El marcador de seleccion EGFP/GPT ha sido eliminado a continuacién por varios pasos en el medio
no selectivo. Esta eliminacion se obtiene por recombinacion de supresion enddgena entre las secuencias homélogas
gue enmarcan la cinta de seleccion.

[0038] Después de la verificacion de la presencia del gen gag(degenerado) pol-nef, de la ausencia del gen
EGFP/GPT y de la ausencia de contaminacion por el virus salvaje MVATGN33, un clon, denominado a continuacion
MVATG17401 se ha seleccionado para generar el stock primario de virus recombinantes (denominado PMVS1).
Este stock esta constituido del siguiente modo: 100l de amplificacion del clon seleccionado se utilizan para infectar
2 flasks F175 que contienen unos CEPs (50ml a DOssonm=0,23-0,24/ F175) cultivadas 48h. Cada flask contiene 25 ml
de medio MBE + 5% SVF. Se incuban durante 72h a 37°C 5%CO2 después de congelan. Después de la
descongelacién y sonicacion, este stock se analiza en CEP y se utiliza como semilla para la produccién de virus
purificado.

[0039] Para la produccién del virus recombinante purificado, unos flasks F500 cultivados con unos CEPs
cultivados en VP-SFM se infectan con el stock primario a razén de 0,02 ufp/célula en el medio MBE sin suero
durante 72h a 37°C 5%CO.. Las células infectadas se recolectan después de la centrifugacién, después se
congelan. Los sobrenadantes de centrifugacion se conservan a 4 °C. El virus se purifica a continuacion en dos
almohadillas consecutivas de sacarosa 36% seguido de un gradiente de sacarosa (30% a 45%). Las bandas virales
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se extraen y diluyen en la clasificacion 10mM pH8 a 1/3. Después de la centrifugacion a 4.500 rpm durante 18H, el
residuo viral se repite en el tampén después analizado en CEP.

EJEMPLO 3: EXPRESION DE GAG(DEGENERADO)-POL-NEF EN UNOS FIBROBLASTOS EMBRIONARIOS DE
POLLO.

[0040] Unas cajas de amasado Falcon F3001 se cultivan a J-1 con 1,5.10° CEPs/caja después infectadas a
razon de 0,2 ufp/célula en el medio MBE + 5%SVF e incubadas a 37°C 5%CO:a.

[0041] Después de 24h, el sobrenadante se elimina y las células se recogen en 300ul de Tampén
Clasificacion-Glicina 2X (ref: LC2676; Novex) al que se afiade un 5% P-mercaptoetanol. El lisado se transfiere en un
tubo Eppendorf, sonicado y calentado 5min a 100 °C. El 10% del material se somete a una electroforesis sobre un
gel de acrilamida (8%) en unas condiciones desnaturalizantes y reductoras en el Tampén Laemmli.

[0042] Las proteinas se transfieren a continuacion en la membrana PVDF (Macherey Nagel) por
electroforesis a 150mA durante 16H en el tampdn Clasificacion 25mM, glicina 192mM, metanol 20%. Las
membranas se saturan en el tampoén de saturacién PBS 1X, Tween 20 0,5%, SVF 5% durante 2H.

[0043] Las membranas se colocan a continuacion durante 2H en presencia del anticuerpo primario (suero
policlonal procedente de un grupo de pacientes inmunizados con una mezcla de fragmentos peptidicos de VIH, que
contiene unos péptidos homologos a los fragmentos 66-97, 117-147 y 182-205 de la proteina Nef, a los fragmentos
183-214 y 253-284 de la proteina Gag y al fragmento 303-335 de la proteina Env), diluido a 1/3000° en el tampén de
saturacion. Después, las membranas se lavan en el tampén de lavado PBS1X tres veces durante 10min. Las
membranas se colocan a continuacion en presencia del anticuerpo secundario, anticuerpo anti-lgG humano con
biotina (Amersham) diluido a 1/500° en el tamp6n de saturacion durante 1H. Se lavan como anteriormente. Las
membranas se colocan por ultimo durante 30min en presencia de un complejo estreptavidina-peroxidasa con biotina
(Amersham) diluido en el tampon de saturacién a 1/1000°. La revelacion se realiza con el Kit ECL (Enhanced
Chemiluminescence, Amersham).

[0044] Los resultados se ilustran por la figura 4.

[0045] A pesar de la reducida especificidad del suero policlonal humano utilizado, que reconoce una proteina
de MVATGN33 que migra casi al mismo nivel que la proteina de fusion Gag-Pol-Nef, estos resultados muestran que
la cinta de expresion de gag(degenerado)pol-nef contenida en el virus MVATG17401 es funcional. La proteina de
fusién expresada a partir de este vector se sitla aproximadamente a 100 kDa (97kDa teo6rico), que corresponde al
peso molecular esperado para la proteina de fusion Gag-Pol-Nef.

[0046] Una secuenciacién del inserto en el virus MVATG17401 que contiene el ORF que codifica la proteina
de fusién Gag-Pol-Nef ha mostrado que la proteina de fusion esta constituida por 795 aminoacidos y es idéntica a la
secuencia tedrica esperada.

EJEMPLO 4: ESTABILIDAD GENET[CA DEL VECTOR RECOMBINANTE MVATG174 01 A UNOS NIVELES DE
PASO EQUIVALENTES AL LOTE CLINICO.

[0047] La estabilidad genética del vector recombinante MVATG17401 a un nivel de paso equivalente al lote
clinico se ha evaluado. Para ello, un lote de calidad BPF, directamente derivado del lote de semilla primaria (LSP),
ha sido analizado por PCR, Western blot y secuenciacion. Mas de 100 placas individuales aisladas a partir del
mismo material han sido analizadas por Western blot para verificar la estabilidad genética del vector recombinante
MVATG17401.

Materiales y métodos

Material BPF

[0048] La expresién de la proteina de fusion ha sido analizada por Western blot para el LS (lote Y501), el
material a granel del lote toxicoldgico antes del llenado (X511E03) y del lote clinico (Z568). La filiacién de los lotes se
muestra en la figura 5. El andlisis PCR y la secuenciacion se han efectuado en el Adn aislado del lote de toxicologia
después del llenado (Y511). El analisis de la expresion de la proteina de fusién por Western blot se ha aplicado
también en unos clones individuales aislados del material a granel del lote toxicoldgico (X511E03).
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Caracterizacion del inserto genético por PCR

[0049] Dos pares de cebos se han utilizado para cubrir la totalidad de la cinta de expresion y las secuencias
virales de flanqueo. El tamafio de los fragmentos amplificados es de 1682 pb (fragmento PCR A, cebo sentido:
CATGACGAGCTTCCGAGTTC (SEQ ID NO :5), cebo antisentido: GTTGAAGCACTTCACCATCTTCCTCTG (SEQ
ID NO :6)) y 1833 pb (fragmento PCR B, cebo sentido: CCTGAACAAGATCGTGAGGATG (SEQ ID NO :7), cebo
antisentido: GCTCCTTATACCAAGCACTC (SEQ ID NO :8)).

Western blot

[0050] Unas células A549 infectadas se han lisado con el tampén LDS en presencia de -mercaptoetanol.
Las proteinas se han separado por electroforesis sobre gel de poliacrilamida 10% vy transferidas sobre una
membrana PVDF. La poliproteina se ha detectado con un anticuerpo monoclonal murino dirigido contra la proteina
Gag del VIH-1 (anti-VIH-1-p24). Unos anticuerpos de cabra anticuerpos murinos vinculados a la biotina y un
complejo estreptavidina-peroxidasa se han utilizado para el marcado.

Sub-clonacion y determinacion de la proporcion de clones que expresan la proteina de fusion

[0051] Unas placas del vector MVATG17401 se han aislado a partir de capas de células BHK infectadas con
el material a granel del lote toxicolégico (X511E03) y recubiertas de agarosa. Un total de 113 placas se ha aislado y
amplificado en dos ciclos sucesivos en unas placas 96 pozos. Una placa supuestamente contaminada se ha
separado de la continuacion del andlisis. Las otras placas se han utilizado para infectar unas células A549 de
manera que se exprese la proteina de fusion.

Especificidad de los anticuerpos monoclonales utilizados para la inmunodeteccion

[0052] El anticuerpo monoclonal murino anti-VIH-1-p24 (1A) proviene de Perkin Elmer (ref NEA-9306). Se ha
producido contra un lisado purificado de la cepa HTLV-111 B del HIV-1. Este anticuerpo es especifico de la proteina

estructural del nacleo p24 codificado por gag y del precursor Gag p55.
Resultados
[0053] La caracterizacion del inserto genético en el ADN aislado del lote toxicoldgico (Y511) muestra que el

tamafio de los fragmentos A y B amplificados por PCR y la secuencia del inserto son conformes a las expectativas.

[0054] La proporcion de virus que expresan la proteina de fusién se ha determinado en una muestra del lote
toxicoldgico antes del llenado (X511E03) y ha mostrado que el 100% de los clones expresan la proteina de fusion.

[0055] Ademas, la expresion de la proteina de fusion ha sido evaluada en unas muestras de los lotes de
semilla primaria (LSP), lote toxicologico (X511E03) y lote clinico (Z568). La proteina de fusién se ha detectado en
todas las muestras, sin que se haya detectado ninguna diferencia con la muestra de control positivo mientras que la
proteina de fusién no se podia detectar en las muestras de control negativas.

[0056] Estos resultados muestran que el vector MVATG17401 es estable genéticamente al nivel de paso del
lote clinico Z568 lo que valida por tanto la utilizacion del lote de semilla primaria para la produccion de lotes clinicos
al mismo nivel de paso que Z568.
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Pro

atg
Met

2064

2112

2160

2208

2256

2304

2352

2388



Met

Glu

His

Gly

Gln

65

Thr

Thr

Lys

Ser

Gly

Lys

Ile

Leu

50

Pro

Val

Lys

Lys

Gln
130

Ala

Ile

Val

35

Leu

Ser

Ala

Glu

Ala

115

Asn

Arg

Arg

20

Trp

Glu

Leu

Thr

Ala

100

Gln

Tyr

Ala

Leu

Ala

Thr

Gln

Leu

85

Leu

Gln

Pro

ES 2641915713

Ser

Arg

Ser

Ser

Thr

70

Tyr

Asp

Ala

Ile

Val

Pro

Arg

Glu

55

Gly

Cys

Lys

Ala

Val
135

Leu

Gly

Glu

40

Gly

Ser

Val

Ile

Ala

120

Gln

Ser

Gly

25

Leu

Cys

Glu

His

Glu

105

Asp

Asn

12

Gly

10

Lys

Glu

Arg

Glu

Gln

90

Glu

Thr

Ile

Gly

Lys

Arg

Gln

Leu

75

Arg

Glu

Gly

Gln

Glu

Lys

Phe

Ile

60

Arg

Ile

Gln

His

Gly
140

Leu

Tyr

Ala

45

Leu

Ser

Glu

Asn

Ser

125

Gln

Asp

Lys

30

Val

Gly

Leu

Ile

Lys

110

Ser

Met

Arg

15

Leu

Asn

Gln

Tyr

Lys

95

Ser

Gln

Val

Trp

Lys

Pro

Leu

Asn

80

Asp

Lys

Val

His



Gln
145

Glu

Glu

Gly

Ala

Pro

225

Ser

Pro

Ile

Pro

Arg

305

Leu

Leu

vVal

Gln

Asn

385

Thr

Gly

Phe

Leu

Ala

Lys

Gly

His

Ala

210

Gly

Thr

vVal

vVal

Lys

290

Ala

Leu

Gly

Gly

val

370

Gln

Ala

Lys

Leu

Gln
450

Ile

Ala

Ala

Gln

195

Glu

Gln

Leu

Gly

Arg

275

Glu

Glu

Val

Pro

Gly

355

Thr

Arg

Arg

Glu

Gly

435

Ser

Ser

Phe

Thr

180

Ala

Trp

Met

Gln

Glu

260

Met

Pro

Gln

Gln

Ala

340

Pro

Asn

Lys

Asn

Gly

420

Lys

Arg

Pro

Ser
165

Pro

Ala

Asp

Arg

Glu

245

Ile

Tyr

Phe

Ala

Asn

325

Ala

Gly

Thr

Met

Cys

405

His

Ile

Pro

ES 2641915713

Arg
150

Pro

Gln

Met

Arg

Glu

230

Gln

Tyr

Ser

Arg

Ser

310

Ala

Thr

His

Ala

vVal

390

Arg

Gln

Trp

Glu

Thr

Glu

Asp

Gln

val

215

Pro

Ile

Lys

Pro

Asp

295

Gln

Asn

Leu

Lys

Thr

375

Lys

Ala

Met

Pro

Pro
455

Leu

val

Leu

Met

200

His

Arg

Gly

Arg

Thr

280

Tyr

Glu

Pro

Glu

Ala

360

Ile

Cys

Pro

Lys

Ser

440

Thr

Asn

Ile

Asn

185

Leu

Pro

Gly

Trp

Trp

265

Ser

val

Val

Asp

Glu

345

Arg

Met

Phe

Arg

Asp

425

Tyr

Ala

13

Ala

Pro
170

Thr

Lys

val

Ser

Met

250

Ile

Ile

Asp

Lys

Cys

330

Met

val

Met

Asn

Lys

410

Cys

Lys

Pro

Trp
155

Met

Met

Glu

His

Asp

235

Thr

Ile

Leu

Arg

Asn

315

Lys

Met

Leu

Gln

Cys

395

Lys

Thr

Gly

Pro

val

Phe

Leu

Thr

Ala

220

Ile

Asn

Leu

Asp

Phe

300

Trp

Thr

Thr

Ala

Arg

380

Gly

Gly

Glu

Arg

Phe
460

Lys

Ser

Asn

Ile

205

Gly

Ala

Asn

Gly

Ile

285

Tyr

Met

Ile

Ala

Glu

365

Gly

Lys

Cys

Arg

Pro

445

Leu

val

Ala

Thr

190

Asn

Pro

Gly

Pro

Leu

270

Arg

Lys

Thr

Leu

Cys

350

Ala

Asn

Glu

Trp

Gln

430

Gly

Gln

val

Leu
175

val

Glu

Ile

Thr

Pro

255

Asn

Gln

Thr

Glu

Lys

335

Gln

Met

Phe

Gly

Lys

415

Ala

Asn

Ser

Glu
160

Ser

Gly

Glu

Ala

Thr

240

Ile

Lys

Gly

Leu

Thr

320

Ala

Gly

Ser

Arg

His

400

Cys

Asn

Phe

Arg



Pro
465

Thr

Pro

Glu

Asn

Ser

545

Thr

Glu

Leu

Ser

Ile

625

Glu

Leu

vVal

Phe

Arg

705

Pro

Thr

Val

Leu

Glu

Thr

Leu

Ser

Arg

530

Lys

Tyr

Trp

His

Ser

610

Val

Ile

Arg

Pro

Leu

690

Gln

Asp

Phe

Lys

Thr
770

Pro

Thr

Thr

Thr

515

Glu

Asp

Gln

Arg

Pro

595

Met

Ile

Gly

Trp

Leu

675

Lys

Asp

Trp

Gly

Leu

755

Glu

Thr

Pro

Ser

500

Gly

Ile

Leu

Ile

Phe

580

Glu

Thr

Tyr

Gln

Gly

660

Arg

Glu

Ile

Gln

Trp

740

Lys

Glu

Ala

Pro
485

Leu

Pro

Leu

Ile

Tyr

565

Asp

Tyr

Lys

Gln

His

645

Leu

Pro

Lys

Leu

Asn

725

Cys

Pro

Lys

ES 2641915713

Pro
470

Gln

Arg

Leu

Lys

Ala

550

Gln

Ser

Phe

Ile

Tyr

630

Arg

Thr

Met

Gly

Asp

710

Tyr

Tyr

Gly

Ile

Pro

Lys

Ser

Thr

Glu

535

Glu

Glu

Arg

Lys

Leu

615

Met

Thr

Thr

Thr

Gly

695

Leu

Thr

Lys

Met

Lys
775

Glu

Gln

Leu

Glu

520

Pro

Ile

Pro

Leu

Asn

600

Glu

Asp

Lys

Met

Tyr

680

Leu

Trp

Pro

Leu

Asp

760

Ala

Glu

Glu

Phe

505

Glu

vVal

Gln

Phe

Ala

585

Cys

Pro

Asp

Ile

val

665

Lys

Glu

Ile

Gly

vVal

745

Gly

Leu

14

Ser

Pro
490

Gly

Ala

His

Lys

Lys

570

Phe

Lys

Phe

Leu

Glu

650

Gly

Ala

Gly

Tyr

Pro

730

Pro

Pro

Val

Phe
475

Ile

Asn

Glu

Gly

Gln

555

Asn

His

Leu

Arg

Tyr

635

Glu

Phe

Ala

Leu

His

715

Gly

Met

Lys

Glu

Arg

Asp

Asp

Leu

vVal

540

Gly

Leu

His

Met

Lys

620

Val

Leu

Pro

vVal

Ile

700

Thr

val

Ile

Val

Ile
780

Ser

Lys

Pro

Glu

525

Tyr

Gln

Lys

Val

Ala

605

Gln

Gly

Arg

val

Asp

685

His

Gln

Arg

Glu

Lys

765

Cys

Gly

Glu

Ser

510

Leu

Tyr

Gly

Thr

Ala

590

Ile

Asn

Ser

Gln

Thr

670

Leu

Ser

Gly

Tyr

Thr

750

Gln

Thr

vVal

Leu
495

Ser

Ala

Asp

Gln

Gly

575

Arg

Phe

Pro

Asp

His

655

Pro

Ser

Gln

Tyr

Pro

735

vVal

Trp

Glu

Glu
480

Tyr

Gln

Glu

Pro

Trp

560

Met

Glu

Gln

Asp

Leu

640

Leu

Gln

His

Arg

Phe

720

Leu

Pro

Pro

Met
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Glu Lys Glu Gly Lys Ile Ser Lys Ile Gly Pro

785

<210> 4

<211> 6000

<212> ADN

<213> artificial

<220>

<223> Fragmento del vector pTG17401
<400> 4

aaataaatca
ttcacattgg
atgcggtatc
ttgctaattt
ttaaacctaa
aactattaat
ccattcttcc
tgtttgattt
ttatatctag
acataagtat
tgcatgcaat
ctacaattaa
gagatgagat
tacctgatgt
agattgctct
agaatttcat
attctaattt
atggtgagca
ggcgacgtaa
ggcaagctga
ctcgtgacca
cagcacgact
ttcaaggacg
gtgaaccgca
aagctggagt
ggcatcaagg
gaccactacc
tacctgagca
ctgctggagt
gaaaaataca
ctgatgcctt
ggtgcgttac
tacgatcacg
ggcttcatcg
atgtatccaa
gatgactatg
gtcgtattcg
gttgttcttt
cacagattag
gacattgtat
aatatgaacc
ttctatactt
gcgagaaata
atccatgggce
caggctgagg
ggagctggag
gatcctggge
caacaccgtg
ggccctggac
tgccgacacc
gggccagatg

tataaaaaat
cggacaatct
cgatgtatgc
gataaagata
agatgccatt
ctcatctgat
catggatgtt
ctctatcgat
acaccagcgt
aaagtccgac
agctgataat
cgatgagtgt
gctcaatgga
aggcgaattt
ttcggtgget
ttgttttttt
attgcacggt
agggcgagga
acggccacaa
ccctgaagtt
ccctgaccta
tcttcaagtce
acggcaacta
tcgagctgaa
acaactacaa
tgaacttcaa
agcagaacac
cccagtccgce
tcgtgaccge
tcgtcacctg
ctgaacaatg
tggcgcgtga
acaaccagcg
ttattgatga
aagcgcactt
ttgttgatat
tccecgecaat
ttaacttccce
gattcttgat
tatgatgaat
tgacatgatt
aaaaaatgaa
atcataaatt
gccagggeca
cctggaggca
aggttcgccg
cagctgcagce
gccaccctgt
aagatcgagg
ggccacagca
gtgcaccagg

gatttcatga
aaaaacaata
aattcactgt
gatgacgatg
cctgttatta
aaagcgtgtg
tcctttttta
gcggcacctce
ctacatgacg
tattgttcta
agaacttacg
agatgctgtt
tcatcgtgtg
ggatctagta
ggtgagctcg
ctatgctata
aaggaagtag
gctgttcacc
gttcagcgtg
catctgcacc
cggcgtgcag
cgccatgcecce
caagacccgc
gggcatcgac
cagccacaac
gatccgecac
ccccatcgge
cctgagcaaa
cgccgggatc
ggacatgttg
gaaaggcatt
actgggtatt
cgagcttaaa
cctggtggat
tgtcaccatc
cccgcaagat
ctccggtcecge
tgcataatta
agagatgaga
ttacctgatg
aagattgctc
aataaataca
atttcattat
gcgtgcetgag
agaagaagta
tgaaccctgg
ccagcctgca
actgcgtgca
aggagcagaa
gccaggtgag
ccatcagccc

790

ttaaaccatg
cagtgattgc
ataaaaagaa
acaagactcc
tatccatagg
cgtgtataga
ccaaaggaaa
tcttaagaag
agcttccgag
tattatatat
caaatattag
attttgaacc
atatgaacag
tgttggggaa
gatctaagct
aataggatcg
aatcataaag
ggggtggtgce
tccggegagg
accggcaagc
tgcttcagcc
gaaggctacg
gccgaggtga
ttcaaggagg
gtctatatca
aacatcgagg
gacggccccg
gaccccaacg
actctcggcea
cagatccatg
attgccgtaa
cgtcatgtcg
gtgctgaaac
accggtggta
ttcgcaaaac
acctggattg
taatcttttc
acgatgagtg
tgctcaatgg
taggcgaatt
tttcggtgge
aaggttcttg
cgcgatatcc
cggaggcgag
taagctgaag
cctgctggag
gaccggcagce
ccagaggatc
caagtccaag
ccagaactac
taggaccctg

15

ttgtgaaaaa
agatttgcca
tgtatcaaga
tactggtgta
aaaggataga
gttaaattca
tgcatcattg
tgtaaccgat
ttccaattgg
ggttgttgat
caaaaatata
acagattagg
acattgtatt
atatgaacct
tgtcgacata
atccgataaa
aaaagcttct
ccatcctggt
gcgagggcga
tgcccgtgece
gctaccccga
tccaggagcg
agttcgaggg
acggcaacat
tggccgacaa
acggcagcgt
tgctgctgece
agaagcgcga
tggacgagct
cacgtaaact
gccgtggegg
ataccgtttg
gcgcagaagg
ctgcggttge
cggctggteg
aacagccgtg
aacgcctgge
tagatgctgt
atcatcgtgt
tggatctagt
tggtgagctc
agggttgtgt
gttaagtttg
ctggacaggt
cacatcgtgt
accagcgagg
gaggagctga
gagatcaagg
aagaaggccc
cctatcgtgce
aacgcctggg

795

gtcaagaacg
tatatggata
atatccagat
tataattatt
gatgtttgtg
tataaagtag
attattctcc
aataatgtta
ttcaagtttt
ggatctgtga
ttagacaata
attcttgata
atgatgaatt
gacatgatta
aaaatatagt
gtgaaaaata
gcaggtcgac
cgagctggac
tgccacctac
ctggcccacc
ccacatgaag
caccatcttc
cgacaccctg
cctggggcac
gcagaagaac
gcagctcgece
cgacaaccac
tcacatggtc
gtacaagagc
cgcaagccga
tctggtaccg
tatttccagc
cgatggcgaa
gattcgtgaa
tccgetggtt
ggatatgggc
actgccgggce
tattttgaac
gatatgaaca
atgttgggga
ggatctttta
taaattgaaa
ctgcagctgg
gggagaagat
gggccagcag
gctgcaggca
ggagcctgta
acaccaagga
agcaggctgc
agaacatcca
tgaaggtggt

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

1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620
1680
1740
1800
1860
1920
1980
2040
2100
2160
2220
2280
2340
2400
2460
2520
2580
2640
2700
2760
2820
2880
2940
3000
3060
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ggaggagaag
cacacctcag
gatgctgaag
cgctggaccc
caccagcacc
cgaaatctac
taccagcatc
gttctacaag
gaccctgctg
tgctgccacc
ggccagggtg
gagaggcaac
ccacaccgcc
gggccaccag
cagctacaag
tttcctgcecag
ggagacaacc
cagcctgagg
agaagaagca
agtgtattat
atggacatat
atttgattct
aaattgtaag
aaaacaaaat
cttagaaata
gggacttaca
ttacaaagca
aattcattct
ttttcctgat
ttggtgctac
ggatggccca
aatttgtaca
cccgggagat
tgtaaaaata
tatcattagt
ctttatcatg
agcccaattc
ccaaggataa
aatcattgac
caaatgacac
atagtgaatc
ctgagaaacc
cggaaccaat
gcattaatac
ttactgataa
catcatctgg
acaatgataa
attataaaac
ccgtggcaat

<210>5
<211> 20
<212> ADN
<213> Artificial
<220>

<223> iniciador
<400>5
catgacgagc ttccgagttc
<210>6
<211> 27
<212> ADN

gccttcagece
gacctgaaca
gagaccatca
atcgctccag
ctgcaggagc
aagaggtgga
ctggatatca
accctgagag
gtgcagaacg
ctggaggaga
ctggccgagg
ttcaggaacc
aggaactgca
atgaaggact
ggcaggccag
agcaggcccg
acccctectce
agcctgttceg
gagctagaac
gacccatcaa
caaatttatc
agattagcat
cttatggcaa
ccagacatag
gggcagcata
accatggtag
gctgtagatc
caacgaagac
tggcagaatt
aagctagtac
aaagttaaac
gagatggaaa
ctcgatccgg
aatcactttt
atacgctaca
taatcgaaat
cattattctt
aatatcttac
tgctagagat
tgataaagta
gactatagac
tgattatata
tactgataat
agtaagtgca
agaagaagat
aattgtcact
tgatacagta
caaggacttt
attctgtatt

ES 2641915713

ctgaggtgat
ccatgctgaa
acgaggaggce
gccagatgag
agatcggctg
tcatcctggg
ggcagggccce
ccgagcaggce
ccaaccctga
tgatgaccgce
ccatgagcca
agaggaagat
gggctcccag
gcaccgagag
gcaacttcct
agcccaccgc
agaagcagga
gcaacgaccc
tggcagaaaa
aagacttaat
aagagccatt
ttcatcacgt
tattccaaag
ttatctatca
gaacaaaaat
gttttccagt
tttctcactt
aagatattct
acacaccagg
caatgattga
aatggccatt
aggaagggaa
aaagttttat
tatactaata
ccttttecte
aatacaaatg
ttagctgcta
gactctccat
gccggtactt
gattatgaag
ataatactat
gataattcta
gtagaagatc
tcatctggag
catacagtta
actaaatcaa
ccatcaacta
gtagaaatat
acatattata

20

ccctatgtte
caccgtggga
tgccgagtgg
ggagcccaga
gatgaccaac
cctgaacaag
taaagagccc
cagccaggag
ctgcaagacc
ctgccagggce
ggtgaccaac
ggtgaagtgc
gaagaagggc
gcaggccaac
gcagagcagg
tcctectgag
gcccatcgac
tagcagccag
cagagagatt
agcagaaata
taaaaatctg
agctagagaa
tagcatgaca
atacatggat
agaggagctg
aacacctcaa
tttaaaagaa
tgatttgtgg
accaggagtc
gactgtacca
gacagaagaa
aatttcaaaa
aggtagttga
tgacacgatt
agacatctaa
actacgttgt
aaagcgacgt
acgatgatct
atgtatgtgce
aatactccac
ctggatctac
attgctcgtc
atacagacac
aatccacaac
cagacactgt
ccaccgatga
ctgtaggcgg
ttggtattac
tatataataa

16

agcgccctga
ggccaccagg
gacagggtgc
ggcagcgaca
aaccctccca
atcgtgagga
ttcagggact
gtgaagaact
atcctgaagg
gtgggaggcc
accgccacca
ttcaactgcg
tgctggaagt
ttcctgggca
cccgagcecca
gagagcttca
aaggagctgt
gagtcgaccg
ctaaaagaac
cagaagcagg
aaaacaggaa
ttacatcctg
aaaatcttag
gatttgtatg
agacaacatc
gtacctttaa
aaaggaggtt
atttatcata
agatacccat
gtaaaattaa
aaaataaaag
attgggcctt
tagaacaaaa
accaatactt
aaaaataggt
tatgagtgct
cttgtatttt
agttacaact
attctttatg
agagttgatt
acattcaccg
ggtattcgaa
cgtcacatac
agacgagact
ctcatacact
tgcggatctt
tagtacaacc
cgcattaatt
acgttcacgt

gcgagggagce
ccgccatgca
accctgtgceca
tcgcecggceac
tccectgtggg
tgtacagccc
acgtggacag
ggatgaccga
ccctgggacce
caggccacaa
tcatgatgca
gcaaggaggg
gcggcaagga
agatctggcc
ccgctccacc
ggagcggegt
accctctgac
ggccactaac
cagtacatgg
ggcaaggcca
tggagtggag
aatattttaa
agccttttag
taggatctga
tgttgaggtg
gaccaatgac
tagaagggct
cacaaggata
taacctttgg
agccaggaat
cattagtaga
aagcggeccgce
tacataattt
ttgttactaa
gatgatgcaa
tggtataagg
gataattata
atcacaatta
acatcgccta
gtaaatacag
gaaactagtt
atcgcgactc
actagtgata
ccggaaccaa
acagtaagta
tatgatacgt
tctattagca
atattgtcgg
aaatacaaag

3120
3180
3240
3300
3360
3420
3480
3540
3600
3660
3720
3780
3840
3900
3960
4020
4080
4140
4200
4260
4320
4380
4440
4500
4560
4620
4680
4740
4800
4860
4920
4980
5040
5100
5160
5220
5280
5340
5400
5460
5520
5580
5640
5700
5760
5820
5880
5940
6000
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15

20

<213> Artificial

<220>

<223> iniciador

<400> 6

gttgaagcac ttcaccatct tcctctg
<210>7

<211> 22

<212> ADN

<213> Artificial

<220>

<223> iniciador

<400>7

cctgaacaag atcgtgagga tg
<210>8

<211>20

<212> ADN

<213> Artificial

<400> 8

gctccttata ccaagcactc

ES 2641915713

27

22

20

17



10

15

20

25

30

35

40

ES 2641915713

REIVINDICACIONES

1. Polinucleétido que codifica la proteina Gag (p55) de VIH-1, caracterizado porque se define por la
secuencia SEQ ID NO: 1.

2. Polinucledtido recombinante que codifica una proteina de fusién que comprende la proteina Gag (p55)
de VIH-1, fusionada con uno o varios polipéptido(s) diferente(s) de VIH, caracterizado porque comprende la
secuencia SEQ ID NO: 1.

3. Polinucledtido recombinante segun la reivindicacién 2, caracterizado porque dicho o dichos
polipéptido(s) diferente(s) de VIH se escoge(n) entre la proteina Pol, la proteina Nef, la proteina Env o cualquier
fragmento de dichas proteinas que llevan al menos un epitopo reconocido por unos anticuerpos anti-VIH o por unos
linfocitos T citotdxicos CTLs anti-VIH.

4. Polinucledtido recombinante segin la reivindicacién 3, caracterizado porque se define por la
secuencia SEQ ID NO: 2.

5. Vector recombinante que comprende un polinucleétido segun cualquiera de las reivindicaciones de 1 a
4.

6. Vector recombinante seguln la reivindicacion 5, caracterizado porque se trata de un poxvirus
atenuado.

7. Vector recombinante segun la reivindicacién 6, caracterizado porque dicho poxvirus es el virus

Ankara modificado (MVA).

8. Utilizacion de un vector recombinante segun cualquiera de las reivindicaciones de 5 a 7, para la
obtencién de una vacuna anti-VIH.

9. Composiciéon inmundégena que comprende un vector recombinante segun cualquiera de las
reivindicaciones de 5a 7.

10. Composicion de vacunacion que comprende un vector recombinante segln cualquiera de las
reivindicaciones de 5a 7.

11. Vector recombinante segun cualquiera de las reivindicaciones de 5 a 7 para su utilizacion para inducir
una respuesta inmune en el caso de un sujeto por su administracion a un sujeto que o necesite.

12. Vector recombinante segun cualquiera de las reivindicaciones de 5 a 7 para su utilizacién para la
prevencion o el tratamiento de una infeccién por el VIH por su administracion a un sujeto que lo necesite.
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