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DESCRIPCIÓN 
 
Construcción de un gen sintético que codifica el gag del VIH1 y su utilización para la obtención de vacunas contra el 
VIH-1 
 5 
[0001] La presente solicitud describe un gen sintético que codifica la proteína Gag (p55) de VIH-1 (virus de la 
inmunodeficiencia humana) y su utilización para la obtención de vacunas contra el VIH. 
 
[0002] Las vacunas contra el VIH actualmente en curso de desarrollo se basan en diferentes enfoques (para 
revisión cf. por ejemplo (NABEL, Nature, 410, 1002-7, 2001) entre los que se citará la utilización de vectores de 10 
expresión, 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 citotóxicos (CTLs), anti-VIH y, por tanto, potencialmente inductores de una respuesta inmunitaria humoral 
y/o celular anti-VIH. 
 15 
[0003] Entre las regiones del genoma de VIH más utilizadas en este marco, figuran las derivadas del gen 
gag. La proteína Gag constituye especialmente un inmunógeno particularmente interesante para la inducción, no 
solo de una respuesta anticuerpo, sino igualmente de una respuesta CTL. 
 
[0004] Generalmente, a fin de inducir la respuesta inmunitaria más amplia posible, se asocian en un mismo 20 
vector diferentes porciones del genoma de VIH, cuya expresión a partir de este vector se efectúa en forma de una 
proteína de fusión. Se citarán a título de ejemplos, unas proteínas de fusión que asocian la proteína Gag con unas 
regiones de la proteína Pol, de la proteína Nef y/o la proteína Env. 
 
[0005] Un problema encontrado durante la utilización de estos vectores de expresión reside en el reducido 25 
nivel de expresión de los genes de VIH que se insertan y en la falta de estabilidad de esta expresión. 
 
[0006] Un enfoque actualmente utilizado para aumentar el nivel de expresión de los genes de VIH consiste en 
optimizar su secuencia codificadora, para suprimir las secuencias nucleotídicas inhibidoras (INS) ricas en AT, 
presentes especialmente en los genes gag, pol y env y para modificar el uso de los codones, reemplazando ciertos 30 
de los codones iniciales de VIH por unos codones sinónimos 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 expresión, pero la estabilidad de esta expresión sigue 35 
siendo aún problemática, especialmente en el caso del gen gag. 
 
[0008] Los inventores han emitido la hipótesis de que la presencia de numerosos motivos poly C, poly G o 
poly GC en las secuencias utilizadas para expresar la proteína gag desempeñaba una función en esta falta de 
estabilidad y han procedido a una optimización suplementaria en vista de suprimir los motivos poly C o poly G de 40 
tamaño superiores a 3 nucleótidos y los motivos poly GC de tamaño superior a 8 nucleótidos. 
 
[0009] La presente invención se define por las reivindicaciones. 
 
[0010] La presente solicitud describe en consecuencia un polinucleótido que codifica la proteína Gag (p55) de 45 
VIH-1, caracterizado porque se define por la secuencia SEQ ID NO: 1. 
 
[0011] La presente solicitud describe igualmente un polinucleótido recombinante, que comprende la 
secuencia SEQ ID NO:1. Ventajosamente, dicho polinucleótido recombinante codifica una proteína de fusión que 
comprende la proteína Gag (p55) de VIH-1, fusionada con uno varios polipéptido(s) diferente(s) de VIH. 50 
 
[0012] De preferencia, el(los) denominado(s) polipéptido(s) diferente(s) de VIH se escoge(n) entre la proteína 
Pol, la proteína Nef, la proteína Env o cualquier fragmento de dichas proteínas que lleva al menos un epitopo 
reconocido por unos anticuerpos anti-VIH o por unos linfocitos T citotóxicos CTLs anti-VIH. A título de ejemplos no 
limitativos de tales fragmentos, se citarán unos fragmentos de la proteína Pol homólogos a los fragmentos 172-219, 55 
325-383 y 461-519 de la proteína Pol del aislamiento VIH-1 Bru/LAI y los fragmentos de la proteína Nef homólogos a 
los fragmentos 66-147 y 182-206 de la proteína Nef del aislamiento VIH-1 Bru/LAI. El aislamiento VIH-1 Bru/LAI se 
clasifica en el catálogo Los Alamos con el número de acceso K02013. Salvo que se indique lo contrario, la 
numeración de los aminoácidos de las secuencias de las proteínas de este aislamiento se utiliza aquí como 
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referencia, cuando unos fragmentos peptídicos se definen por su localización con respecto a la secuencia de una 
proteína de VIH. 
 
[0013] Según un modo de realización preferido descrito en la presente solicitud, dicho polinucleótido 
recombinante se define por la secuencia SEQ ID NO: 2. 5 
 
[0014] Codifica la proteína de fusión gag-nef-pol, definida por la secuencia SEQ ID NO: 3. 
 
[0015] Esta proteína de fusión, que se describe igualmente en la presente solicitud, comprende, además de 
la totalidad de la proteína Gag (p55) (aminoácidos 1-512 de la secuencia SEQ ID NO: 3), unos fragmentos 10 
correspondientes a los fragmentos 461-519, 325-383 y 172-219 de la proteína Pol del aislamiento VIH-1 Bru/LAI 
(estos fragmentos son representados respectivamente por los aminoácidos 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 proteína Nef 
del aislamiento VIH-1 Bru/LAI (estos fragmentos son representados respectivamente por los aminoácidos 577-601 y 
665-746 de la secuencia SEQ ID NO: 3). 15 
 
[0016] La presente solicitud describe igualmente un vector recombinante que contiene un polinucleótido 
descrito en la solicitud. 
 
[0017] De preferencia, un vector recombinante tal como se describe en la solicitud es un vector de expresión; 20 
ventajosamente se trata de un vector de vacunación. 
 
[0018] Muchos vectores de vacunación, utilizables especialmente en el marco de la vacunación contra el VIH, 
son conocidos en sí mismos. A títulos de ejemplos, se citarán los vectores con ADN desnudo, así como los vectores 
virales recombinantes. Entre estos últimos, se mencionarán especialmente: los vectores derivados de poxvirus, por 25 
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] Según un modo de realización preferido descrito en la presente solicitud, dicho vector se deriva de un 30 
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 continuación de los que 
ha perdido la capacidad de reproducirse eficazmente en la mayoría de las células de mamíferos (solo se observa 
una replicación eficaz en los fibroblastos embrionarios de pollo y las células BHK-21). Esta atenuación resulta de 
varias escisiones (escisiones I, II, III, IV y VI) en el genoma viral (MEYER et al., J Gen Virol, 72 (Pt 5), 1031-8, 1991). 35 
Se puede insertar material genético exógeno al nivel de cualquiera de estas escisiones. 
 
[0020] La presente invención tiene igualmente como objeto la utilización de un vector recombinante conforme 
a la invención, para la obtención de una vacuna contra el VIH. 
 40 
[0021] La invención se refiere igualmente a una composición inmunógena o de vacunación que comprende 
un vector recombinante según la invención y un vehículo farmacéuticamente aceptable. Unos vehículos 
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 edición, Lippincott Williams & 
Wilkins. En este marco, dicho vector se puede utilizar ventajosamente en asociación con los lipopéptidos, por 45 
ejemplo unos lipopéptidos palmitoil. Los lipopéptidos están constituidos por fragmentos inmunógenos de proteínas 
de VIH vinculados de forma covalente a una cadena lipídica. Unos lipopéptidos utilizables en el marco de la presente 
invención se describen por ejemplo en las Solicitudes EP0491628 o WO 99/51630. Ventajosamente, los fragmentos 
inmunógenos de proteínas del VIH utilizados son unos fragmentos homólogos a los fragmentos 17-35 y 253-284 de 
la proteína Gag, al fragmento 325-355 de la proteína Pol y a los fragmentos 66-97 y 116-145 de la proteína Nef. 50 
 
[0022] Ventajosamente, los vectores recombinantes conformes a la invención se pueden utilizar en 
asociación con unos lipopéptidos en el marco de una vacunación de tipo «prime-boost», (que comprende una primo-
inmunización con un vector conforme a la invención, seguida de un refuerzo con dichos lipopéptidos o, a la inversa, 
una primo-inmunización con los lipopéptidos, seguida de un refuerzo con un vector conforme a la invención). 55 
 
[0023] Según 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 administración de un vector recombinante descrito en la 
solicitud. 
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[0024] La solicitud describe igualmente un método de prevención o tratamiento de una infección por VIH que 
comprende la administración a un sujeto que lo necesita de un vector recombinante descrito en la solicitud. En 
particular, la infección puede ser una infección por VIH-1. El vector recombinante se administra preferencialmente en 
una cantidad inmunológicamente eficaz, es decir una cantidad suficiente para inducir una respuesta inmunológica 5 
protectora o terapéutica en el caso del sujeto que haya recibido el vector o la composición inmunógena o de 
vacunación que lo comprende. 
 
[0025] La presente invención se ilustra, de manera no limitativa, por las figuras y los ejemplos siguientes. 
 10 
La figura 1 esquematiza el vector de transferencia pTG16626. BRD3: brazo de recombinación derecho (secuencia 
situada más abajo de la escisión III del MVA); BRG3: brazo de recombinación izquierdo (secuencia situada más 
arriba de la deleción III del MVA); GPT/EGFP: marcador de selección; BRG3’: secuencia de repetición de BRG3. 
La figura 2 esquematiza el vector pTG17401, resultante de la inserción de la construcción gag(degenerado)-pol-nef 
en pTG16626. 15 
La figura 3 representa la secuencia de la región del vector pTG17401 que comprende la secuencia BRG3’, la cinta 
de selección que contiene el gen de fusión EGFP/GPT bajo control del promotor p11K7.5K, la secuencia BRG3, el 
gen de fusión gag(degenerado)-pol-nef bajo control del promotor ph5R y la secuencia BRD3. 
La figura 4 representa los resultados del análisis por Western Blot de la expresión de gag(degenerado)polnef en 
unas células embrionarias de pollo: CEP: control (células no infectadas); MVATGN33: células infectadas por 20 
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 filiación entre los diferentes lotes de virus después de la sub-clonación y amplificación del 
virus MVATG17401. 
 25 
EJEMPLO 1: OBTENCIÓN DE UNA SECUENCIA GAG DEGENERADA Y UNA CONSTRUCCIÓN 
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 oligonucleótidos sintéticos. Este conjunto ha generado dos 30 
fragmentos, formando BamHI-EcoRV (fragmento 1) y EcoRV-SalI (fragmento 2), les sitios EcoRV y SalI parte 
integrante de la secuencia de gag modificada. 
 
[0027] Los dos fragmentos BamHI-EcoRV y EcoRV-SalI obtenidos así, así como un fragmento SalI-NotI de 
851 pb, que contienen unas secuencias que codifican unos fragmentos de proteínas Pol y Nef están vinculados 35 
entre sí por la ligasa T4 y el fragmento gag(degenerado)-pol-nef resultante se clona entre los sitios BamHI y NotI del 
vector de transferencia pTG16626, descrito a continuación y esquematizado en la figura 1. 
 
[0028] El vector de transferencia pTG16626 contiene una cinta de expresión constituida por un enlazador 
multisitio que permite la inserción de una secuencia exógena bajo control transcripcional del promotor ph5R 40 
(promotor tardío/precoz del virus de la vacuna, SMITH et al., Vacuna.; 11, 43-53, 1993). Esta cinta está enmarcada 
por los brazos de recombinación BRD3 y BRG3, que corresponden a las secuencias que flanquean la zona de 
escisión III del virus MVA y permitirán la inserción de la cinta en el genoma del MVA al nivel de esta zona de 
escisión. Este vector contiene además una cinta de selección, basada en la expresión del gen de fusión EGFP/GPT 
(enhanced green fluorescent protein/xanthine-guanine phosphoribosyl transférase de E. Coli) colocado bajo control 45 
del promotor de vacunación p11K75 (promotor precoz-tardío sintético, que resulta de la fusión del promotor tardío 
p11K y del promotor precoz p7.5K, descrito por ejemplo en la solicitud EP1146125). La síntesis de xantina guanina 
fosforibosil transferasa permite la formación de rangos virales de MVA recombinante en medio selectivo que 
contiene xantina, ácido micofenólico e hipoxantina (FALKNER and MOSS, J Virol, 62, 1849-54, 1988) y la síntesis de 
EGFP permite la visualización de rangos fluorescentes. Esta cinta de selección está enmarcada por una parte por la 50 
secuencia BRG3 y, por otra parte, por una secuencia homóloga BRG3’. La recombinación de supresión endógena 
entre estas dos secuencias homólogas permite la eliminación de la cinta de selección después de varios pasos del 
MVA recombinante en medio no selectivo. 
 
[0029] La inserción del fragmento gag(degenerado)pol-nef en el vector pTG16626 abierto por BamHI NotI 55 
genera el vector pTG17401, que se esquematiza en la figura 2. 
 
[0030] La secuencia de la región del vector pTG17401, que comprende la secuencia BRG3’, la cinta de 
selección que contiene el gen de fusión EGFP/GPT bajo control del promotor p11K7.5K, la secuencia BRG3, el gen 
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de fusión 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: GENERACIÓN DE UN VIRUS DE LA VACUNA RECOMBINANTE QU E EXPRESA EL GEN DE 
FUSIÓN GAG(DEGENERADO)-POL-NEF 5 
 
[0031] La generación de virus de la vacuna recombinante se realiza por recombinación homóloga entre el 
plásmido 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 ácido micofenólico. 
 10 
[0032] Las células embrionarias de pollo utilizadas para la generación de recombinantes se han obtenido por 
tratamiento de embriones de pollo durante 2H a 37 ºC con la solución TrypLE™ Select (Gibco) a razón de 200 ml 
para 10 embriones. Estas células se cultivan a continuación en medio MBE (Eagle Based Medium,Gibco) 
añadiéndole un 5% de SVF, gentamicina 40µg/L a 37 °C 5%CO2. 
 15 
[0033] Unas cajas Falcon 3001 se cultivan con 1,5.106 CEPs /caja en el medio MBE añadiendo un 10% de 
SVF. Después de 48h de incubación a 37 ºC 5%CO2, las células se infectan con MVATGN33 a razón 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 añaden a las células infectadas. Después se incuban 1h a 37 ºC 5% CO2. El 
plásmido de transferencia pTG17401 (2 y 5 µg) se precipita en una solución de Hepes y de CaCl2. El precipitado se 20 
deposita sobre las células anteriormente infectadas. Después de 1H a temperatura ambiente, se incuban después 
de la adición de 2 ml de MBE + 5% SVF, a 37 °C 5% CO2 durante 2h. 
 
[0034] Las células se lavan dos veces con PBS + cationes, después incubadas con 2ml de MBE + 5% SVF a 
37 °C 5%CO2. Después de 48h las cajas se congelan. 25 
 
[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 sonicación, unas diluciones en serie (10-1 a 10-3 para 
la 1ª selección y 10-3 a 10-6 para las selecciones siguientes) de estos extractos brutos se utilizan para infectar estos 
CEPs. 30 
 
[0036] Una capa de 5 ml de medio MBE de agar al que se añade un 5% SVF de una mezcla de ácido 
micofenólico (25µg/ml, Sigma), de xantina (250µg/ml, Sigma) e hipoxantina (15µg/ml) se deposita en cada caja para 
la selección de virus recombinante GPT+. Las cajas se incuban a 37°C 5% CO2 durante 72H. Una nueva capa de 
5ml de medio MBE de agar que contiene un 5% de SVF y una mezcla de ácido micofenólico, de xantina y de 35 
hipoxantina y del rojo neutro se deposita sobre la capa de agar anterior. Las cajas se vuelven a incubar a 
continuación hasta la aparición 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 contaminación por el 
virus parental MVATGN33. Los clones seleccionados se amplifican en CEP después se sub-clonan en medio 
selectivo como se ha descrito más arriba, hasta la completa eliminación del virus salvaje MVATGN33. 40 
 
[0037] El marcador de selección EGFP/GPT ha sido eliminado a continuación por varios pasos en el medio 
no selectivo. Esta eliminación se obtiene por recombinación de supresión endógena entre las secuencias homólogas 
que enmarcan la cinta de selección. 
 45 
[0038] Después de la verificación de la presencia del gen gag(degenerado) pol-nef, de la ausencia del gen 
EGFP/GPT y de la ausencia de contaminación por el virus salvaje MVATGN33, un clon, denominado a continuación 
MVATG17401 se ha seleccionado para generar el stock primario de virus recombinantes (denominado PMVS1). 
Este stock está constituido del siguiente modo: 100µl de amplificación del clon seleccionado se utilizan para infectar 
2 flasks F175 que contienen unos CEPs (50ml a DO560nm=0,23-0,24/ F175) cultivadas 48h. Cada flask contiene 25 ml 50 
de medio MBE + 5% SVF. Se incuban durante 72h a 37°C 5%CO2 después de congelan. Después de la 
descongelación y sonicación, este stock se analiza en CEP y se utiliza como semilla para la producción de virus 
purificado. 
 
[0039] Para la producción del virus recombinante purificado, unos flasks F500 cultivados con unos CEPs 55 
cultivados en VP-SFM se infectan con el stock primario a razón de 0,02 ufp/célula en el medio MBE sin suero 
durante 72h a 37°C 5%CO2. Las células infectadas se recolectan después de la centrifugación, después se 
congelan. Los sobrenadantes de centrifugación se conservan a 4 ºC. El virus se purifica a continuación 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 clasificación 10mM pH8 a 1/3. Después de la centrifugación a 4.500 rpm durante 18H, el 
residuo viral se repite en el tampón después analizado en CEP. 
 
EJEMPLO 3: EXPRESIÓN DE GAG(DEGENERADO)-POL-NEF EN UNOS FIBROBLASTOS EMBRIONARIOS DE 
POLLO. 5 
 
[0040] Unas cajas de amasado Falcon F3001 se cultivan a J-1 con 1,5.106 CEPs/caja después infectadas a 
razón de 0,2 ufp/célula en el medio MBE + 5%SVF e incubadas a 37°C 5%CO2. 
 
[0041] Después de 24h, el sobrenadante se elimina y las células se recogen en 300µl de Tampón 10 
Clasificación-Glicina 2X (ref: LC2676; Novex) al que se añade un 5% P-mercaptoetanol. El lisado se transfiere en un 
tubo Eppendorf, sonicado y calentado 5min a 100 ºC. El 10% del material se somete a una electroforesis sobre un 
gel de acrilamida (8%) en unas condiciones desnaturalizantes y reductoras en el Tampón Laemmli. 
 
[0042] Las proteínas se transfieren a continuación en la membrana PVDF (Macherey Nagel) por 15 
electroforesis a 150mA durante 16H en el tampón Clasificación 25mM, glicina 192mM, metanol 20%. Las 
membranas se saturan en el tampón de saturación PBS 1X, Tween 20 0,5%, SVF 5% durante 2H. 
 
[0043] Las membranas se colocan a continuación durante 2H en presencia del anticuerpo primario (suero 
policlonal procedente de un grupo de pacientes inmunizados con una mezcla de fragmentos peptídicos de VIH, que 20 
contiene unos péptidos homólogos a los fragmentos 66-97, 117-147 y 182-205 de la proteína Nef, a los fragmentos 
183-214 y 253-284 de la proteína Gag y al fragmento 303-335 de la proteína Env), diluido a 1/3000º en el tampón de 
saturación. Después, las membranas se lavan en el tampón de lavado PBS1X tres veces durante 10min. Las 
membranas se colocan a continuación en presencia del anticuerpo secundario, anticuerpo anti-lgG humano con 
biotina (Amersham) diluido a 1/500º en el tampón de saturación durante 1H. Se lavan como anteriormente. Las 25 
membranas se colocan por último durante 30min en presencia de un complejo estreptavidina-peroxidasa con biotina 
(Amersham) diluido en el tampón de saturación a 1/1000º. La revelación se realiza con el Kit ECL (Enhanced 
Chemiluminescence, Amersham). 
 
[0044] Los resultados se ilustran por la figura 4. 30 
 
[0045] A pesar de la reducida especificidad del suero policlonal humano utilizado, que reconoce una proteína 
de MVATGN33 que migra casi al mismo nivel que la proteína de fusión Gag-Pol-Nef, estos resultados muestran que 
la cinta de expresión de gag(degenerado)pol-nef contenida en el virus MVATG17401 es funcional. La proteína de 
fusión expresada a partir de este vector se sitúa aproximadamente a 100 kDa (97kDa teórico), que corresponde al 35 
peso molecular esperado para la proteína de fusión Gag-Pol-Nef. 
 
[0046] Una secuenciación del inserto en el virus MVATG17401 que contiene el ORF que codifica la proteína 
de fusión Gag-Pol-Nef ha mostrado que la proteína de fusión está constituida por 795 aminoácidos y es idéntica a la 
secuencia teórica esperada. 40 
 
EJEMPLO 4: ESTABILIDAD GENÉTICA DEL VECTOR RECOMBINANTE MVATG174 01 A UNOS NIVELES DE 
PASO EQUIVALENTES AL LOTE CLÍNICO. 
 
[0047] La estabilidad genética del vector recombinante MVATG17401 a un nivel de paso equivalente al lote 45 
clínico 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 secuenciación. Más 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. 
 50 
Materiales y métodos 
 
Material BPF 
 
[0048] La expresión de la proteína de fusión ha sido analizada por Western blot para el LS (lote Y501), el 55 
material a granel del lote toxicológico antes del llenado (X511E03) y del lote clínico (Z568). La filiación de los lotes se 
muestra en la figura 5. El análisis PCR y la secuenciación se han efectuado en el Adn aislado del lote de toxicología 
después del llenado (Y511). El análisis de la expresión de la proteína de fusión por Western blot se ha aplicado 
también en unos clones individuales aislados del material a granel del lote toxicológico (X511E03). 
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Caracterización del inserto genético por PCR 
 
[0049] Dos pares de cebos se han utilizado para cubrir la totalidad de la cinta de expresión y las secuencias 
virales de flanqueo. El tamaño de los fragmentos amplificados es de 1682 pb (fragmento PCR A, cebo sentido: 5 
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 10 
 
[0050] Unas células A549 infectadas se han lisado con el tampón LDS en presencia de β-mercaptoetanol. 
Las proteínas se han separado por electroforesis sobre gel de poliacrilamida 10% y transferidas sobre una 
membrana PVDF. La poliproteína se ha detectado con un anticuerpo monoclonal murino dirigido contra la proteína 
Gag del VIH-1 (anti-VIH-1-p24). Unos anticuerpos de cabra anticuerpos murinos vinculados a la biotina y un 15 
complejo estreptavidina-peroxidasa se han utilizado para el marcado. 
 
Sub-clonación y determinación de la proporción de clones que expresan la proteína de fusión 
 
[0051] Unas placas del vector MVATG17401 se han aislado a partir de capas de células BHK infectadas con 20 
el material a granel del lote toxicológico (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 continuación del análisis. Las otras placas se han utilizado para infectar unas células A549 de 
manera que se exprese la proteína de fusión. 
 25 
Especificidad de los anticuerpos monoclonales utilizados para la inmunodetección 
 
[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 específico de la proteína 
estructural del núcleo p24 codificado por gag y del precursor Gag p55. 30 
 
Resultados 
 
[0053] La caracterización del inserto genético en el ADN aislado del lote toxicológico (Y511) muestra que el 
tamaño de los fragmentos A y B amplificados por PCR y la secuencia del inserto son conformes a las expectativas. 35 
 
[0054] La proporción de virus que expresan la proteína de fusión se ha determinado en una muestra del lote 
toxicológico antes del llenado (X511E03) y ha mostrado que el 100% de los clones expresan la proteína de fusión. 
 
[0055] Además, la expresión de la proteína de fusión ha sido evaluada en unas muestras de los lotes de 40 
semilla primaria (LSP), lote toxicológico (X511E03) y lote clínico (Z568). La proteína de fusión se ha detectado en 
todas las muestras, sin que se haya detectado ninguna diferencia con la muestra de control positivo mientras que la 
proteína de fusión no se podía detectar en las muestras de control negativas. 
 
[0056] Estos resultados muestran que el vector MVATG17401 es estable genéticamente al nivel de paso del 45 
lote clínico Z568 lo que valida por tanto la utilización del lote de semilla primaria para la producción de lotes clínicos 
al mismo nivel de paso que Z568. 
 
LISTA DE SECUENCIA 
 50 
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<210> 1 
<211> 1543 
<212> ADN 
<213> Artificial 
<220> 5 
<223> Gen GAG sintético 
<400> 1 
 

 
 10 
<210> 2 
<211> 2388 
<212> ADN 
<213> Artificial 
<220> 15 
<223> gag -nef-pol sintético 
<220> 
<221> CDS 
<222> (1)..(2388) 
<400> 2 20 
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<210> 3 
<211> 795 
<212> PRT 5 
<213> Artificial 
<220> 
<223> Construcción sintética 
<400> 3 
 10 
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<210> 4 
<211> 6000 
<212> ADN 5 
<213> artificial 
<220> 
<223> Fragmento del vector pTG17401 
<400> 4 
 10 
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<210> 5 
<211> 20 
<212> ADN 5 
<213> Artificial 
<220> 
<223> iniciador 
<400> 5 
catgacgagc ttccgagttc  20 10 
<210> 6 
<211> 27 
<212> ADN 
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<213> Artificial 
<220> 
<223> iniciador 
<400> 6 
gttgaagcac ttcaccatct tcctctg  27 5 
<210> 7 
<211> 22 
<212> ADN 
<213> Artificial 
<220> 10 
<223> iniciador 
<400> 7 
cctgaacaag atcgtgagga tg  22 
<210> 8 
<211> 20 15 
<212> ADN 
<213> Artificial 
<400> 8 
gctccttata ccaagcactc  20 

20 
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REIVINDICACIONES 
 
1. Polinucleótido que codifica la proteína Gag (p55) de VIH-1, caracterizado porque  se define por la 
secuencia SEQ ID NO: 1. 
 5 
2. Polinucleótido recombinante que codifica una proteína de fusión que comprende la proteína 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. Polinucleótido recombinante según la reivindicación 2, caracterizado porque  dicho o dichos 10 
polipéptido(s) diferente(s) de VIH se escoge(n) entre la proteína Pol, la proteína Nef, la proteína Env o cualquier 
fragmento de dichas proteínas que llevan al menos un epitopo reconocido por unos anticuerpos anti-VIH o por unos 
linfocitos T citotóxicos CTLs anti-VIH. 
 
4. Polinucleótido recombinante según la reivindicación 3, caracterizado porque  se define por la 15 
secuencia SEQ ID NO: 2. 
 
5. Vector recombinante que comprende un polinucleótido según cualquiera de las reivindicaciones de 1 a 
4. 
 20 
6. Vector recombinante según la reivindicación 5, caracterizado porque  se trata de un poxvirus 
atenuado. 
 
7. Vector recombinante según la reivindicación 6, caracterizado porque  dicho poxvirus es el virus 
Ankara modificado (MVA). 25 
 
8. Utilización de un vector recombinante según cualquiera de las reivindicaciones de 5 a 7, para la 
obtención de una vacuna anti-VIH. 
 
9. Composición inmunógena que comprende un vector recombinante según cualquiera de las 30 
reivindicaciones de 5 a 7. 
 
10. Composición de vacunación que comprende un vector recombinante según cualquiera de las 
reivindicaciones de 5 a 7. 
 35 
11. Vector recombinante según cualquiera de las reivindicaciones de 5 a 7 para su utilización para inducir 
una respuesta inmune en el caso de un sujeto por su administración a un sujeto que lo necesite. 
 
12. Vector recombinante según cualquiera de las reivindicaciones de 5 a 7 para su utilización para la 
prevención o el tratamiento de una infección por el VIH por su administración a un sujeto que lo necesite. 40 
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