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DESCRIPCION
Vacuna de VIH.

Campo de la invencion

La invencidn se refiere a una vacuna novedosa para uso en la prevencion y/o el tratamiento del SIDA. Mds particu-
larmente, la invencidn se refiere a la produccion del virus del SIDA en grandes cantidades para la formulacién de una
vacuna de VIH/SIDA que es no citolitica y avirulenta.

Antecedentes de la invencion

A pesar de los recientes avances en la terapia antivirica, no hay una cura permanente para el SIDA o la infeccién
por VIH. La terapia farmacoldgica es un escenario prometedor de investigacién en términos de proporcionar una
terapia eficaz, sin embargo, debido a los efectos secundarios, cumplimiento y gastos, la progresion no ha sido répida.
Agravando estas dificultades estd el hecho de que la disponibilidad de dichos farmacos es limitada en los paises en
desarrollo, donde se estima que ocurrirdn la gran mayoria de infecciones por VIH.

Debido al éxito que han tenido las vacunas de enfermedades infecciosas, siendo el mds notable contra la viruela
y la polio, continda la bisqueda de una vacuna eficaz contra el SIDA. Se han intentado una variedad de enfoques. Es
mas, la mayoria del desarrollo de vacuna de VIH-1 se ha concentrado en vacunas de subunidades. La dificultad con
el enfoque de vacuna de subunidades ha sido la capacidad de producir una inmunidad éptima. Actualmente, no es
conocido exactamente cudles componentes del antigeno o antigenos de VIH y del sistema inmunitario son necesarios
para proteccidn de la infeccién natural.

La via preferida para el desarrollo de vacunas en general es usar virus enteros, inactivados o atenuados, tales
como la vacuna del virus de la polio inactivado, o vacunas de virus vivos atenuados, tales como la vacuna oral de la
polio. Desgraciadamente, este enfoque puede ser problemdtico como se muestra por el “incidente Cutter”, en el que
una inactivacién inadecuada de la vacuna de la polio dio como resultado la transmisién de polio clinica mediada por
vacuna.

Los ensayos de vacuna anteriores han buscado inmundgenos basados en proteina de subunidades recombinante,
tales como la glucoproteina 120 (gp120) de cubierta de VIH-1. La mayoria de resultados de este enfoque han sido
decepcionantes, aunque pautas de inmunizacién que emplean tanto virus recombinantes vivos como proteina de su-
bunidades han desencadenado en ciertos individuos tanto CTL CD8+ especificos de cubierta como neutralizantes de
cubierta de VIH-1 (Cooney, E. L. et al. Proc. Natl. Acad. Sci. USA 90: 1882-86 (1993); McElrath, M. J. et al. J. Infect.
Dis. 69: 41-47 (1994); Graham, B. S. et al. J. Infect. Dis. 166: 244-52 (1992) y Graham, B. S. et al. J. Infect. Dis. 167:
533-37 (1993)).

De forma interesante, se ha encontrado que la secuencia sefial de gp120 de VIH-1, que se designa como NSS (se-
cuencia sefal natural), que estd asociada con la extension de la secrecion de gp120. Se ha mostrado que la sustitucién
de NSS por secuencia sefial de melitina de abeja melifera o de interleucina 3 de murina (IL-3), produce un alto nivel de
produccion y una secrecion eficaz de gp120 (Li, Y. et al. Virology 204: 266-278 (1994) y Li, Y. et al. Proc. Natl. Acad.
Sci. 93: 9606-9611 (1996)). Sin embargo, no es conocido si la secuencia sefial de gp120 de VIH-1 tiene un papel en la
patogenicidad del virus. El documento WO 00/09703 da a conocer un retrovirus recombinante en el que la secuencia
sefial natural de la glucoproteina gp120 de cubierta de VIH-1 se ha reemplazado por la secuencia sefial de melitina.

Con respecto a las vacunas de VIH, se ha mostrado que la delecién del gen nef de VIH atenta el virus. Desrosiers
y sus asociados han demostrado que la vacunacién de macacos Rhesus con VIS con delecién de nef protegia de la
exposicion a VIS de tipo silvestre (Daniels, M. D. et al. Science 258:1938 (1992); Desrosiers, R. C. et al. Proc. Natl.
Acad. Sci. USA 86:6353 (1989)) y otros han demostrado que el gen nef es indispensable para la replicacién de VIS y
VIH (Daniels, M. D. et al. Science 258: 1938 (1992); Gibbs, J. S., et al. AIDS Res. and Human Retroviruses 10:343
(1994); Igarashi, T. et al. J. Gen. Virol. 78:985 (1997); Kestler III, H. W. et al. Cell 65:651 (1991)). Ademads, se
ha encontrado que la delecidon del gen nef vuelve al virus no patégeno en un hospedador normalmente susceptible
(Daniels, M. D. et al. Science 258:1938 (1992)). Sin embargo, no se ha encontrado que esta delecién proporcione una
forma del virus que pueda producirse en grandes cantidades.

En consecuencia, es necesaria una vacuna que sea avirulenta y que pueda producirse en grandes cantidades.
Sumario de la invencién

Un primer aspecto de la presente invencion se refiere a un lentivirus recombinante que tiene un péptido sefial de
glucoproteina gp120, en el que dicho péptido sefial de glucoproteina 120 se selecciona del grupo constituido por las

secuencias polipeptidicas enumeradas en las SEC ID N° 3-6.

El virus puede volverse avirulento mediante la delecién de una cantidad suficiente del gen nef. El lentivirus recom-
binante puede un virus de inmunodeficiencia humana recombinante, tal como VIH-1.
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Un segundo aspecto de la presente invencidn se refiere a una vacuna que comprende un lentivirus recombinante del
primer aspecto. En ciertas realizaciones, la vacuna comprende adicionalmente un coadyuvante. La invencién caracte-
riza también una vacuna del segundo aspecto para uso en la prevencion o el tratamiento de una infeccién lentivirica en
un paciente necesitado de ello.

Resultardn evidentes rasgos y ventajas adicionales de la presente invencidn a partir de la siguiente descripcién
detallada y reivindicaciones.

Breve descripcion de los dibujos

La Figura 1 contiene fotografias de exdmenes microscopicos con contraste de fase de células del insecto S. fru-
giperda (SF21) infectadas con baculovirus de tipo silvestre y recombinante. El panel A exhibe células infectadas con
el virus de la poliedrosis nuclear de Autographica californica (AcNPV) de tipo silvestre, en el que se observan cé-
lulas intactas; el panel B exhibe células infectadas con AcNPV recombinante que expresa la glucoproteina 120 de
cubierta de virus de inmunodeficiencia humana 1 (VIH-1) con su secuencia sefial natural (vAc-gp120-NS), en el que
se observa lisis celular; el panel C exhibe células infectadas con AcNPV recombinante que expresa gpl120 de cu-
bierta de VIH-1 sin su secuencia sefial natural (vAc-gp120-AS), en el que se observan células intactas; el panel D
exhibe células infectadas con AcNPV recombinante que expresa gpl120 de cubierta de VIH-1 en el que la secuencia
sefial natural estd reemplazada por una secuencia sefial de melitina (vAc-gp120-MS), en el que se observan célu-
las intactas; el panel E exhibe células infectadas con AcNPV recombinante que expresa glucoproteina G del virus
de la estomatitis vesicular (vAc-VSV-G), en el que se observan células intactas; el panel F exhibe células infec-
tadas con AcNPV recombinante que expresa glucoproteina G del virus de la estomatitis vesicular (VSV-G) con la
secuencia sefial natural de la glucoproteina gp120 de VIH-1 adjunta (vAcVSV-G-NS), en el que se observa lisis
celular.

La Figura 2 proporciona graficas que ilustran los efectos de la secuencia sefial de glucoproteina 120 (gp120) de
cubierta de VIH-1 sobre la muerte celular. La Figura 2A exhibe el porcentaje de células permeabilizadas con azul de
tripano (células muertas) después de expresar una glucoproteina recombinante (rgp120) o la proteina glucoproteina G
del virus de la estomatitis vesicular (VSV-G) con diferentes secuencias sefial. La Figura 2B exhibe los resultados de un
ensayo de liberacion de lactato deshidrogenasa (LDH) (kit de deteccidn de citotoxicidad de Boehringer Mannheim). Se
midieron las cantidades de LDH liberadas de células SF21 infectadas con virus recombinantes que expresan rgp120
o VSV-G con secuencias sefial diferentes cuantificando el tinte de formazano formado en placas ELISA leidas a
490 nm.

La Figura 3 exhibe resultados de electroforesis en gel que proporcionan un andlisis de la fragmentacién del ADN
de células del insecto S. frugiperda (SF21) infectadas con un virus de la poliedrosis nuclear de Autographica cali-
fornica (AcNPV) que expresa glucoproteina 120 de cubierta de VIH-1 con diferentes secuencias sefial. Se extrajo
el ADN celular total (A) o el ADN de bajo peso molecular (B) a las 48 horas después de la infeccién y se analizd
mediante electroforesis en gel de agarosa al 1,2% en presencia de bromuro de etidio; carriles M: marcador de ADN;
carriles WT: células infectadas con AcNPV; carriles AS: células infectadas con un AcNPV recombinante que expresa
una glucoproteina 120 de cubierta de VIH-1 con su secuencia sefial natural eliminada (vAc-gp120-AS); carril NS:
células infectadas con un AcNPV recombinante que expresa una glucoproteina 120 de VIH-1 con su secuencia sefial
natural intacta (vAc-gp120-NS); carriles MS: exhiben células infectadas con un AcNPV recombinante que expresa
una glucoproteina 120 de cubierta de VIH-1 con su secuencia sefial natural reemplazada por una secuencia sefial de
melitina de abeja melifera (vAc-gp120-MS).

La Figura 4 exhibe resultados de electroforesis en gel de agarosa que proporcionan un andlisis de la fragmentacién
de ADN de células del insecto S. frugiperda (SF21) infectadas con virus de la poliedrosis nuclear de Autographica
californica (AcNPV) recombinante que expresan la glucoproteina G del virus de la estomatitis vesicular (VSV-G) con
o sin la secuencia sefial natural de la glucoproteina 120 (gp120) de cubierta de VIH-1. Se extrajo el ADN celular total
(A) o el ADN de bajo peso molecular (B) a las 48 horas después de la infeccién y se analizé mediante electroforesis
en gel de agarosa al 1,2% en presencia de bromuro de etidio; carriles M: marcador de ADN; carriles VSV-G: células
infectadas con un AcNPV recombinante que expresa una glucoproteina G del virus de la estomatitis vesicular no
modificada; carriles VSV-G-NS: células infectadas con un AcNPV recombinante que expresa una glucoproteina G del
virus de la estomatitis vesicular, modificada para contener la secuencia sefial natural de gp120 de cubierta de VIH-1
(vAcVSV-G-NS).

La Figura 5 exhibe la construccion de clones proviricos de VIH-1 modificados genéticamente. Usando el provirus
de clado B de VIH-1, pNL4-3, como vector basal, se prepararon tres formas modificadas genéticamente del virus.
Estas incluyen pNL4-3"", que contiene una delecién orientada del gen nef, pNL4-35R en el que se ha reemplazado la
secuencia sefial de glucoproteina Env natural por la secuencia sefial de melitina de abeja melifera y pNL4-3"=/55R | que
contiene una combinacién de ambas mutaciones de delecion de nef 'y de reemplazo de secuencia sefial. El plasmido
pNL4-3%T representa el provirus original de tipo silvestre.

La Figura 6 exhibe una grafica que muestra que una supervivencia celular prolongada conduce a un rendimiento
virico aumentado en células A3.01. Los virus de clado B de VIH-1 modificados genéticamente incluyen NL4-3"", que
contiene una delecion orientada del gen nef, NL4-35%  en el que se ha reemplazado la secuencia sefial de glucoproteina
Env natural por la secuencia sefial de melitina de abeja melifera, NL4-3""~/5R 'que contiene una combinacién de ambas
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mutaciones de delecion de nef 'y reemplazo de secuencia sefial y NL4-3%T, que representa el provirus original de tipo
silvestre.

La Figura 7 exhibe la infectividad de mutantes de NL4-3 de VIH-1 en células A3.01 y H9 usando el ensayo MAGI.
Los virus de clado B de VIH-1 modificados genéticamente incluyen NL4-3"-, que contiene una delecién orientada
del gen nef, NL4-3%R en que se ha reemplazado la secuencia sefial de glucoproteina Env natural por la secuencia
sefial de melitina de abeja melifera, NL4-3"/55R ' que contiene una combinacién de ambas mutaciones de delecién de
nef'y reemplazo de secuencia sefial y NL4-3%T, que representa el provirus original de tipo silvestre.

La Figura 8 exhibe la induccién del efecto citopatico (formacién de sincitio) por VIH-1y;4 3 en células infectadas
H9. Los virus de clado B de VIH-1 modificados genéticamente incluyen NL4-3"", que contiene una delecién orien-
tada del gen nef, NL4-3%R, en que se ha remplazado la secuencia sefial de glucoproteina Env natural por la secuencia
sefial de melitina de abeja melifera, NL4-3"/55R | que contiene una combinacién de ambas mutaciones de delecién de
nef'y reemplazo de secuencia sefial y NL4-3%T, que representa el provirus original de tipo silvestre.

La Figura 9 exhibe la construccién de genes quiméricos gag-NE que portardn el gen gag de VIH con varias
secuencias de codificacién de V3 distintas con o sin epitopos neutralizantes conservados de los clados de VIH-1
mayoritarios. La Figura 9a consiste en el gen gag de VIH-2 con dominios V3 de VIH-1 de clados B, Cy E, y la
Figura 9b consiste en el gen gag de VIH-2 con dominios V3 de VIH-1 de clados A, D, F y G. En la Figura 9c, se
han seleccionado los epitopos de gp120 que representan una regién constante, C3, de los clados B, C y E, asi como
el epitopo neutralizante conservado (CNE) de gp41 representado por 6 aminoacidos (Muster, et al., J. Virol. 67: 6642,
1993), para preparar anticuerpos neutralizantes que reaccionardn de forma cruzada con la mayoria de aislamientos de
VIH-1.

La Figura 10 exhibe la construccién de un gen quimérico gag-TCE con multiples epitopos de linfocitos T citotéxi-
cos (TCE) de proteinas gp41, Nef, gp120, transcriptasa inversa (RT), Tat y Rev del clado B de VIH-1.

Descripcion detallada de la invencion
1. Definiciones

Por conveniencia, se proporciona a continuacion el significado de ciertos términos y frases empleados en la me-
moria descriptiva, ejemplos y reivindicaciones adjuntas. A menos que se definan de otro modo, todos los términos
técnicos y cientificos usados en la presente memoria tienen el mismo significado que se entiende habitualmente por
un experto en la técnica a la que pertenece esta invencion.

Los articulos “un” y “una” se usan en la presente memoria para designar a uno o mas de uno (concretamente, al
menos uno) de los objetos gramaticales del articulo.

El término “aminodcido” es conocido en la técnica. En general, las abreviaturas usadas en la presente memoria
para designar los aminodcidos y los grupos protectores estdn basadas en las recomendaciones de la Comisién sobre
nomenclatura bioquimica de la [IUPAC-IUB (véase Biochemistry (1972) 11:1726-1732). En ciertas realizaciones, los
aminodcidos usados en las aplicaciones de esta invencién son aquellos aminodcidos de origen natural encontrados
en proteinas, o los productos anabdlicos o catabdlicos de origen natural de dichos aminodcidos que contienen gru-
pos amino y carboxilo. Las cadenas laterales de aminodcidos particularmente adecuadas incluyen cadenas laterales
seleccionadas de los siguientes aminodcidos: glicina, alanina, valina, cisteina, leucina, isoleucina, serina, treonina,
metionina, dcido glutdmico, dcido aspartico, glutamina, asparagina, lisina, arginina, prolina, histidina, fenilalanina,
tirosina y tript6fano.

El término “aminodcido” incluye adicionalmente andlogos, derivados y congéneres de cualquier aminoécido espe-
cifico designado en la presente memoria, asi como derivados aminodcidos protegidos C-terminales o N-terminales (por
ejemplo, modificados con un grupo protector N-terminal o C-terminal). Por ejemplo, la presente invencion contempla
el uso de andlogos de aminodcidos en los que una cadena lateral se alarga o acorta mientras que sigue proporcionando
un carboxilo, amino u otro grupo funcional precursor reactivo para ciclacion, asi como andlogos de aminoécidos que
tienen cadenas laterales variantes con grupos funcionales apropiados. Por ejemplo, el compuesto en cuestion puede
incluir un andlogo de aminoécido tal como, por ejemplo, cianoalanina, canavanina, dcido yencdlico, norleucina, 3-
fosfoserina, homoserina, dihidroxifenilalanina, 5-hidroxitriptéfano, 1-metilhistidina, 3-metilhistidina, dcido diamino-
pimélico, ornitina o dcido diaminobutirico. Se reconoceran por los expertos en la técnica otros metabolitos o precur-
sores de aminodcido de origen natural que tienen cadenas laterales que son adecuadas en la presente memoria, y estdn
incluidos en el alcance de la presente invencion.

Se incluyen también los estereoisémeros (d) y (1) de dichos aminodcidos cuando la estructura de los aminoacidos
admita formas estereoisoméricas. La configuracién de los aminodcidos y residuos de aminoacidos de la presente
memoria se designa por los simbolos apropiados (d), (1) o (dl), ademds, cuando no se designa la configuracion, el
aminodcido o residuo puede tener la configuracion (d), (1) o (dl). Ha de entenderse en consecuencia que los isémeros
que surgen de dicha asimetria estdn incluidos dentro del alcance de esta invencion. Dichos isémeros pueden obtenerse
en forma sustancialmente pura mediante técnicas de separacion clasicas y mediante sintesis controlada estéricamente.
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Con los fines de esta solicitud, a menos que se observe expresamente lo contrario, se considerard que un aminoacido
dado incluye ambos estereoisémeros (d) o (1).

El término “anticuerpo” como se usa en la presente memoria se pretende que incluya anticuerpos enteros, por
ejemplo, de cualquier isotipo (IgG, IgA, IgM, IgE, etc), incluyendo anticuerpos policlonales, monoclonales, recom-
binantes y humanizados y fragmentos de los mismos que reconocen especificamente y son capaces de unirse a un
epitopo de una proteina. Los anticuerpos pueden fragmentarse usando técnicas convencionales y cribarse la utilidad
en los fragmentos de la misma manera. Por tanto, el término incluye segmentos de porciones escindidas proteolitica-
mente o preparadas recombinantemente de una molécula de anticuerpo que son capaces de reaccionar selectivamente
con una cierta proteina. Los ejemplos no limitantes de dichos fragmentos proteoliticos y/o recombinantes incluyen
Fab, F(ab’),, Fab’, Fv y anticuerpos monocatenarios (scFv) que contienen un dominio V[L] y/o V[H] unido por un
ligador peptidico. Los scFv pueden estar ligados covalente o no covalentemente formando anticuerpos que tienen dos
0 mds sitios de union.

El término “sustituciones conservativas” designa cambios entre amino4cidos de propiedades moleculares amplia-
mente similares. Por ejemplo, los intercambios en el grupo alifatico de alanina, valina, leucina e isoleucina pueden
considerarse como conservativos. A veces, la sustitucion de glicina por uno de estos puede considerarse también con-
servativa. Otros intercambios conservativos incluyen aquellos en el grupo alifitico de aspartato y glutamato, en el
grupo de amida de asparagina y glutamina, en el grupo de hidroxilo de serina y treonina, en el grupo aromético de
fenilalanina, tirosina y triptéfano, en el grupo bésico de lisina, arginina e histidina, y en el grupo que contiene azufre de
metionina y cisteina. A veces, la sustitucion en el grupo de metionina y leucina puede considerarse también conserva-
tiva. Los grupos de sustitucion conservativa preferidos son aspartato-glutamato; asparagina-glutamina; valina-leucina-
isoleucina; alanina-valina; valina-leucina-isoleucina-metionina; fenilalanina-tirosina; fenilalanina-tirosina-tript6fano;
lisina-arginina e histidina-lisina-arginina.

El término “esencialmente no citolitico” como se usa en la presente memoria significa que el retrovirus no dafia
significativamente ni mata las células que infecta.

“Equivalente” cuando se usa para describir dcidos nucleicos o secuencias nucleotidicas designa secuencia nucleo-
tidicas que codifican polipéptidos funcionalmente equivalentes. Las secuencias nucleotidicas equivalentes incluirdn
secuencias que difieren en una o mds sustituciones, adiciones o deleciones nucleotidicas, tales como una variante alé-
lica; y por lo tanto, incluirdn secuencias que difieren debido a la degeneracién del cédigo genético. Por ejemplo, las
variantes de dcido nucleico pueden incluir aquellas producidas por sustituciones, deleciones o adiciones nucleotidicas.
Las sustituciones, deleciones o adiciones pueden implicar uno o mds nucleétidos. Las variantes pueden estar altera-
das en regiones codificantes, regiones no codificantes o ambas. Las alteraciones en las regiones codificantes pueden
producir sustituciones, deleciones o adiciones de aminodcidos conservativas o no conservativas.

Los péptidos variantes pueden prepararse covalentemente mediante sintesis quimica directa usando procedimientos
bien conocidos en la técnica. Las variantes pueden incluir adicionalmente, por ejemplo, deleciones, inserciones o
sustituciones de residuos en la secuencia de aminoacido. Puede prepararse también cualquier combinacién de delecion,
insercion y sustitucién para llegar al constructo final, a condicién de que el constructo final posea la actividad deseada.
Estas variantes pueden prepararse mediante mutagénesis dirigida a sitio (como se ejemplifica por Adelman ef al., DNA
2: 183 (1983)) de los nucledtidos en el ADN que codifica la molécula peptidica, produciendo asi ADN que codifica la
variante, y después de ello, expresando el ADN en cultivo de células recombinantes. Las variantes exhiben tipicamente
la misma actividad bioldgica cualitativa que los polipéptidos de tipo silvestre. Es conocido en la técnica que pueden
sintetizarse también todas las sustituciones de aminodcidos individuales posibles de un polipéptido conocido (Geysen
et al., Proc. Nat. Acad. Sci. (USA) 18:3998-4002 (1984)). Aunque los efectos de sustituciones diferentes no son
siempre aditivos, es razonable esperar que dos sustituciones individuales favorables o neutras en diferentes posiciones
de residuo de un polipéptido puedan combinarse con seguridad sin perder actividad proteica. Son procedimientos para
la preparacion de polipéptidos degenerados los descritos en Rutter, patente de EE.UU. n°® 5.010.175; Haughter et al.,
Proc. Nat. Acad. Sci. (USA) 82: 5131-5135 (1985); Geysen et al., Proc. Nat. Acad. Sci. (USA) 18:3998-4002 (1984);
WO086/06487 y WO86/00991.

Al idear una estrategia de sustitucion, un experto en la técnica determinaria cudles residuos variar y cudles aminoa-
cidos o clases de aminoécidos son reemplazos adecuados. También pueden tenerse en cuenta estudios de variaciones
de secuencia en familias de proteinas homoélogas de origen natural. Ciertas sustituciones de aminoécidos son tole-
radas mds a menudo que otras, y estas a menudo estdn correlacionadas con similitudes de tamafio, carga, etc. entre
el amino4cido original y su reemplazo. Pueden hacerse también inserciones o deleciones de aminodcidos, como se
describe anteriormente. Las sustituciones son preferiblemente conservativas, véanse, por ejemplo, Schulz et al., “Prin-
ciple of Protein Structure” (Springer-Verlag, Nueva York (1978)) y Creighton, “Proteins: Structure and Molecular
Properties” (W.H. Freeman & Co., San Francisco (1983)); ambas incorporadas a la presente como referencia en su
totalidad.

Un fragmento “funcional” de un 4cido nucleico como se usa en la presente memoria es un fragmento de acido
nucleico capaz de codificar una secuencia sefial de un gen ligado al fragmento. Por tanto, un “fragmento funcional” de
un 4cido nucleico se pretende que incluya dcidos nucleicos capaces de codificar una secuencia sefial en condiciones
apropiadas.
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El término “VIH” es conocido por el experto en la técnica y designa el virus de la inmunodeficiencia humana. Hay
dos tipos de VIH: VIH-1 y VIH-2. Hay muchas cepas diferentes de VIH-1. Las cepas de VIH-1 pueden clasificarse en
tres grupos: el grupo “principal” M, el grupo “marginal” O y el grupo “nuevo” N. Estos tres grupos pueden representar
tres introducciones separadas del virus de inmunodeficiencia de simios en seres humanos. En el grupo M, hay al menos
diez subtipos o clados: por ejemplo, clados A, B, C, D, E, F, G, H, I, J y K. Un “clado” es un grupo de organismos,
tal como una especie, cuyos miembros comparten rasgos homélogos derivados de un antecesor comun. Cualquier
referencia a VIH-1 en esta solicitud incluye todas estas cepas.

Los términos “polinucledtido” y “dcido nucleico” se usan intercambiablemente para designar una forma polimé-
rica de nucleétidos de cualquier longitud, desoxirribonucledtidos o ribonucleétidos, o andlogos de los mismos. Los
siguientes son ejemplos no limitantes de polinucleétidos: regiones codificantes o no codificantes de un gen o fragmen-
to génico, loci (locus) definidos a partir de andlisis de ligamiento, exones, intrones, ARN mensajero (ARNm), ARN
transferente (ARNt), ARN ribosémico (ARNt), ribozimas, ADNc, polinucleétidos recombinantes, polinucleétidos ra-
mificados, pldsmidos, vectores, ADN aislado de cualquier secuencia, ARN aislado de cualquier secuencia, sondas de
dcido nucleico y cebadores. Un polinucleétido puede comprender nucleétidos modificados tales como nucleétidos me-
tilados y andlogos nucleotidicos. Si estdn presentes, las modificaciones en la estructura nucleotidica pueden conferirse
antes o después del ensamblaje del polimero. La secuencia de nucleétidos puede interrumpirse por componentes no
nucleotidicos. Un polinucleétido puede modificarse adicionalmente después de la polimerizacién, tal como mediante
conjugacién con un componente marcador. El término polinucleétido “recombinante” significa un polinucleétido de
origen gendémico, ADNc, semisintético o sintético que no aparece en la naturaleza o estd ligado a otro polinucle6tido
en una disposicion no natural. Un “oligonucleétido” designa un polinucleétido monocatenario que tiene menos de
aproximadamente 100 nucledtidos, menos de aproximadamente, por ejemplo, 75, 50, 25, o 10 nucledtidos.

Los términos “polipéptido”, “péptido” y “proteina” (si es monocatenaria) se usan intercambiablemente en la pre-
sente memoria para designar polimeros de aminodacidos. El polimero puede ser lineal o ramificado, puede comprender
aminodcidos modificados y puede interrumpirse por no aminodcidos. Los términos comprenden también un polime-
ro de aminodcido que se ha modificado, por ejemplo, por formacién de enlace disulfuro, glucosilacién, lapidacion,
acetilacion, fosforilacion o cualquier otra manipulacidn, tal como conjugacién con un componente marcador.

En ciertas realizaciones, los polipéptidos de la invencién pueden sintetizarse quimicamente, por ribosomas en un
sistema exento de células o por ribosomas en una célula. La sintesis quimica de polipéptidos de la invencién puede
llevarse a cabo usando una variedad de procedimientos reconocidos en la técnica, incluyen la sintesis en fase sélida
por etapas, la semisintesis mediante religacién auxiliada conformacionalmente de fragmentos peptidicos, ligacién
enzimdtica de segmentos peptidicos clonados o sintéticos y ligacién quimica. La ligacién quimica nativa emplea una
reaccién quimioselectiva de dos segmentos peptidicos no protegidos para producir un intermedio ligado por tioéster
transitorio. El intermedio ligado por tioéster transitorio experimenta espontineamente entonces una transposicion,
proporcionando el producto de ligacion completo que tiene un enlace peptidico nativo en el sitio de ligacién. Los
productos de ligacién completos son quimicamente idénticos a las proteinas producidas mediante sintesis exenta de
células. Los productos de ligacion completos pueden replegarse y/u oxidarse, segtin se permita, formando moléculas
de proteina que contienen disulfuro nativas (véanse, por ejemplo, las patentes de EE.UU. n°® 6.184.344 y 6.174.530
y T. W. Muir et al., Curr. Opin. Biotech. (1993): vol. 4, p. 420; M. Miller, et al., Science (1989): vol. 246, p. 1149;
A. Wlodawer, et al., Science (1989): vol. 245, p. 616; L. H. Huang, et al., Biochemistry (1991): vol. 30, p. 7402;
M. Schnolzer, et al., Int. J. Pept. Prot. Res. (1992): vol. 40, p. 180-193; K. Rajarathnam, et al., Science (1994): vol.
264, p. 90; R. E. Offord, “Chemical Approaches to Protein Engineering”, en “Protein Design and the Development of
New therapeutics and Vaccines”, J. B. Hook, G. Poste, Eds., (Plenum Press, Nueva York, 1990) p. 253-282; C. J. A.
Wallace, et al., J. Biol. Chem. (1992): vol. 267, p 3852; L. Abrahmsen, et al., Biochemistry (1991): vol. 30, p. 4151; T.
K. Chang, et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA (1994) 91: 12544-12548; M. Schnlzer, et al., Science (1992): vol., 3256,
p- 221 y K. Akaji, et al., Chem. Pharm. Bull. (Tokyo) (1985) 33: 184).

Como es conocido por un experto en la técnica “retrovirus” son virus de ARN de cadena positiva diploides que se
replican mediante un intermedio de ADN integrado (ADN provirico). En particular, tras la infeccién por el virus de
ARN, se transcribe de forma inversa el genoma lentivirico en el ADN mediante una transcriptasa inversa codificada
en el virus que se porta como proteina en cada retrovirus. Se integra entonces seudoaleatoriamente el ADN virico en
el genoma de la célula hospedadora, formando un “provirus” que se hereda por las células descendientes. El genoma
retrovirico contiene al menos tres genes: gag codifica las proteinas del nicleo y estructurales del virus; pol codifica
transcriptasa inversa, proteasa e integrasa y env codifica las proteinas de superficie del virus. En la familia retrovirica,
el VIH se clasifica como un lentivirus, al tener similitudes genéticas y morfoldgicas con lentivirus animales tales
como los que infectan a gatos (virus de la inmunodeficiencia felina), ovejas (virus visna), cabras (virus de la artritis-
encefalitis caprina) y primates no humanos (virus de la inmunodeficiencia de simios).

Como se usa en la presente memoria, “delecién suficiente” significa la delecién de suficiente secuencia de dcido
nucleico para evitar la transcripcion y asi la produccién del correspondiente producto proteico.
2. Vision general

La presente invencion estd basada al menos en parte en el sorprendente descubrimiento de que el reemplazo de
la secuencia sefial natural (NSS) de la glucoproteina gp120 de cubierta de VIH-1 por una secuencia sefial que no
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contiene mas de un aminodcido cargado positivamente da como resultado un VIH-1 modificado que es no citolitico
y como tal es capaz de sintesis, glucosilacién y secrecién de alta eficacia de gp120. En particular, se observé que la
alteracién de los residuos de aminodcidos cargados positivamente en la secuencia sefial de gp120 no solo aumentaba
el nivel de expresion, sino también el nivel de secrecion. El nivel de secrecion aumentaba a medida que se reducia la
cantidad de carga positiva. En contraposicion, la retirada de los cinco residuos de aminodcidos cargados positivamente
en la secuencia sefial de gp120 de clado B de VIH-1 dio como resultado la acumulacién en las células de grandes
cantidades de la forma no glucosilada de gp120. Este resultado indicaba que es necesario un nimero minimo de
residuos de aminodcidos cargados positivamente para una translocacion eficaz de la proteina a través de la membrana
del RE.

3. Lentivirus recombinantes

En una realizacidn, la presente invencion proporciona un VIH-1 recombinante esencialmente no citolitico capaz de
replicacion de alta eficacia en el que la NSS de la glucoproteina de cubierta del virus se reemplaza por una secuencia
sefial de aproximadamente 20 a aproximadamente 40 aminodcidos de longitud en la que dicha secuencia sefial no
contiene mds de un (1) aminodcido cargado positivamente.

La secuencia sefal de gp120 modificada de la invencién puede prepararse sustituyendo aminodcidos neutros por
aminodcidos cargados positivamente en la secuencia sefial natural (MRVKEKKTQHLWRWGWRWGTMLLGML

MIGSA; SEC ID N° 1); dichas modificaciones pueden representarse como: MX, VLEXGKTQHLWX, WGWXsWGT
MLLGMLMICAS (SEC ID N° 2) en la que X, X,, X3, X4 y X5 son aminodcidos neutros. Los residuos cargados
positivamente se muestran en negrita y subrayados.

Las secuencias sefial modificadas segtin la invencién incluyen:

MRVAEIKTQHLWRWGWRWGTMLLGMLMICSA  (YL-1; SEC ID N° 3),
MIVKEKKTQHLWIWGWIWGTMLLGMLMIGSA  (YL-2; SEC ID N°4),
MRVVEIKTQHLWIWGWIWGTMLLGMLMIGSA  (YL-3; SECID N°5),

MIVAEIKTQHLWIWGWIWGTMLLGMLMIGSA (YL-4; SEQ ID NO: 6).

Las siguientes secuencias sefial no entran dentro del alcance de la invencidn:

MKFLVNVALVEMVVYISYIYADPINM (péptido sefial de melitina modificado, la secuencia subrayada es el re-
sultado de la insercién de un ligador e indica cinco aminoécidos entre la secuencia sefial y la proteina gp120 madura;
SEC ID N°7),

MLLLLLMLFHLGLQASISGRDPINM (péptido sefial de interleucina 3 modificado, la secuencia subrayada es el
resultado de la insercién de un ligador e indica siete aminoacidos entre la secuencia sefial y la proteina gp120 madura;
SEC ID N° 8).

4. Vacunas de la invencion

La presente invencion caracteriza adicionalmente vacunas que comprenden una cantidad eficaz de un lentivirus
recombinante de la invenciéon como se describe anteriormente.

Las composiciones de vacuna de la invencién son adecuadas para administracién a sujetos en forma biolégicamen-
te compatible in vivo. La expresion “forma biolégicamente compatible in vivo” como se usa en la presente memoria
significa una forma de administrar la sustancia en la que los efectos t6xicos estén compensados por los efectos tera-
péuticos. Las sustancias pueden administrarse a cualquier animal, preferiblemente seres humanos.

Las vacunas de la presente invencién pueden contener adicionalmente diluyentes, adyuvantes y/o vehiculos ade-
cuados. Preferiblemente, las vacunas contienen un coadyuvante que puede potenciar la inmunogenicidad de la vacuna
in vivo. El coadyuvante puede seleccionarse de muchos adyuvantes conocidos en la técnica incluyendo la porcién
de lipido A de endotoxina de bacterias gramnegativas, dimicolato de trehalosa de micobacterias, el fosfolipido liso-
lecitina, bromuro de dimetildictadecilamonio (DDA), ciertos polimeros en bloque de polioxipropileno-polioxietileno
(POP-POE), hidréxido de aluminio, liposomas y polimeros de CpG (citosina-fosfato-guanidina). Las vacunas pueden
incluir también citocinas que son conocidas por potenciar la respuesta inmunitaria, incluyendo GM-CSF, IL-2, IL-12,
TNF e IFN-y.

La dosis de vacuna puede variar segin factores tales como el estado patoldgico, la edad, sexo y peso del individuo
y la capacidad del anticuerpo de desencadenar una respuesta inmunitaria en el individuo. La pauta de dosificacién
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puede ajustarse para proporcionar una respuesta terapéutica éptima. Por ejemplo, pueden administrarse varias dosis
divididas diariamente o la dosis puede reducirse proporcionalmente como se indique por las exigencias de la situacién
terapéutica. La dosis de vacuna puede variarse también para proporcionar una respuesta a la dosis preventiva éptima
dependiendo de las circunstancias.

Las vacunas de la presente invencién pueden formularse e introducirse como vacuna por via oral, intradérmi-
ca, intramuscular, intraperitoneal, intravenosa, subcutdnea, intranasal e intravaginal, o cualquier otra via estandar de
inmunizacion.

En formulaciones de las vacunas en cuestién, pueden estar presentes en los agentes formulados agentes humectan-
tes, emulsionantes y lubricantes, tales como laurilsulfato de sodio y estearato de magnesio, asi como agentes coloran-
tes, agentes de liberacion, agentes de recubrimiento, agentes edulcorantes, aromatizantes y perfumantes, conservantes
y antioxidantes.

Las composiciones en cuestién pueden ser adecuadas para administracién oral, nasal, tépica (incluyendo bucal y
sublingual), rectal, vaginal, por aerosol y/o parenteral. Las formulaciones pueden presentarse convenientemente en
forma de dosificacion unitaria y pueden prepararse mediante cualquier procedimiento bien conocido en la técnica de
la farmacia. La cantidad de composicién que puede combinarse con un material portador para producir una dosis
individual puede variar dependiendo del sujeto que se esté tratando y del modo de administracién particular.

Los procedimientos de preparacion de estas formulaciones incluyen la etapa de poner en asociacién composiciones
de la presente invencidn con el vehiculo y, opcionalmente, uno o més ingredientes accesorios. En general, las formu-
laciones se preparan poniendo en asociacién uniforme e intima los agentes con vehiculos liquidos o vehiculos sélidos
finamente divididos o ambos, y entonces, si es necesario, conformando el producto.

Las formulaciones adecuadas para administracion oral pueden estar en forma de cdpsulas, sellos, pildoras, com-
primidos, pastillas masticables (usando una base aromatizada, habitualmente sacarosa y goma ardbiga o tragacanto),
polvos, granulos o como solucién o suspension en un liquido acuoso o no acuoso, o como emulsion de aceite en agua
0 agua en aceite, o como elixir o jarabe, o como pastillas (usando una base inerte tal como gelatina y glicerina, o
sacarosa y goma ardbiga), que contienen cada uno una cantidad predeterminada de una composicién en cuestién de
la misma como ingrediente activo. Las composiciones de la presente invencién pueden administrarse también como
bolo, electuario o pasta.

En las formas farmacéuticas sélidas para administracion oral (cdpsulas, comprimidos, pildoras, grageas, polvos,
granulos y similares), se mezcla la composicién en cuestion con uno o mas vehiculos farmacéuticamente aceptables,
tales como citrato de sodio o fosfato de dicalcio, y/o cualquiera de los siguientes: (1) cargas o extensores tales como
almidones, lactosa, sacarosa, glucosa, manitol y/o acido silicico; (2) aglutinantes tales como, por ejemplo, carboxime-
tilcelulosa, alginatos, gelatina, polivinilpirrolidona, sacarosa y/o goma ardbiga; (3) humectantes tales como glicerol;
(4) agentes disgregantes tales como agar, carbonato de calcio, almidén de patata o tapioca, 4cido alginico, ciertos sili-
catos y carbonato de sodio; (5) agentes retardantes de la solucidn tales como parafina; (6) acelerantes de la absorcién
tales como compuestos de amonio cuaternario; (7) agentes humectantes tales como, por ejemplo, alcohol acetilico y
monoestearato de glicerol; (8) absorbentes tales como caolin y arcilla de bentonita; (9) lubricantes tales como talco,
estearato de calcio, estearato de magnesio, polietilenglicoles sdlidos, laurilsulfato de sodio y mezclas de los mismos
y (10) agentes colorantes. En el caso de capsulas, comprimidos y pildoras, las composiciones pueden comprender
también agentes de tamponacion. Pueden emplearse composiciones sdlidas de tipo similar como cargas en cdpsulas de
gelatina rellenas blandas y duras usando excipientes tales como lactosa o azicar de la leche, asi como polietilenglicoles
de alto peso molecular y similares.

Puede prepararse un comprimido mediante compresién o moldeo, opcionalmente con uno o mds ingredientes
accesorios. Los comprimidos por compresién pueden prepararse usando aglutinante (por ejemplo, gelatina o hidroxi-
propilmetilcelulosa), lubricante, diluyente inerte, conservante, disgregante (por ejemplo, glicolato s6ido de almidén o
carboximetilcelulosa de sodio reticulada), agentes tensioactivos o dispersantes. Los comprimidos por moldeo pueden
prepararse moldeando en una maquina adecuada una mezcla de la composicién en cuestion humedecida con un di-
luyente liquido inerte. Los comprimidos y otras formas farmacéuticas sélidas tales como grageas, cdpsulas, pildoras
y granulos, pueden ranurarse opcionalmente o prepararse con recubrimientos y cubiertas, tales como recubrimientos
entéricos y otros recubrimientos bien conocidos en la técnica de formulacién farmacéutica.

Las formas farmacéuticas liquidas para administracion oral incluyen emulsiones, microemulsiones, disoluciones,
suspensiones, jarabes y elixires farmacéuticamente aceptables. Ademads de la composicién en cuestion, las formas far-
macéuticas liquida pueden contener diluyentes inertes usados cominmente en la técnica tales como, por ejemplo, agua
u otros disolventes, agentes solubilizantes y emulsionantes tales como alcohol etilico, alcohol isopropilico, carbonato
de etilo, acetato de etilo, alcohol bencilico, benzoato de bencilo, propilenglicol, 1,3-butilenglicol, aceites (en particular,
aceites de semilla de algodén, cacahuete, germen de maiz, oliva, ricino y sésamo), glicerol, alcohol tetrahidrofurilico,
polietilenglicoles y ésteres de dcido graso de sorbitdn, y mezclas de los mismos.

Las suspensiones, ademds de la composicién en cuestion, pueden contener agentes de suspension tales como,
por ejemplo, alcoholes isoestearilicos etoxilados, polioxietilensorbitol y ésteres de sorbitdn, celulosa microcristalina,
metahidréxido de aluminio, bentonita, agar y tragacanto, y mezclas de los mismos.
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Las formulaciones para administracion rectal o vaginal pueden presentarse como supositorios, que pueden pre-
pararse mezclando una composicién en cuestiéon con uno o més excipientes o vehiculos no irritantes adecuados que
comprenden, por ejemplo, manteca de cacao, polietilenglicol, una cera de supositorio o un salicilato, y que son s6lidos
a temperatura ambiente pero liquidos a temperatura corporal y, por lo tanto, se fundirdn en la cavidad corporal libe-
rando el agente activo. Las formulaciones que son adecuadas para administracién vaginal incluyen también pesarios,
tampones, cremas, geles, pastas, espumas o formulaciones de pulverizaciéon que contienen vehiculos tales que son
conocidos en la técnica por ser apropiados.

Las formas farmacéuticas para administracion transdérmica de una composicién en cuestion incluyen polvos, pul-
verizaciones, pomadas, pastas, cremas, lociones, geles, disoluciones, parches e inhalantes. El componente activo puede
mezclarse en condiciones estériles con un vehiculo farmacéuticamente aceptable, y con cualquier conservante, tampén
o propelente que pueda ser necesario.

Los pomadas, pastas, cremas y geles pueden contener, ademds de la composicién en cuestion, excipientes tales co-
mo grasas animales y vegetales, aceites, ceras, parafinas, almidén, tragacanto, derivados de celulosa, polietilenglicoles,
siliconas, bentonitas, 4cido silicico, talco y 6xido de cinc, o mezclas de los mismos.

Los polvos y pulverizaciones pueden contener, ademds de la composicién en cuestion, excipientes tales como lacto-
sa, talco, 4cido silicico, hidréxido de aluminio, silicatos de calcio y poliamida en polvo, o mezclas de estas sustancias.
Las pulverizaciones pueden contener adicionalmente propulsores corrientes tales como clorofluorohidrocarburos e
hidrocarburos no sustituidos voldtiles tales como butano y propano.

Las composiciones de la presente invencién pueden administrarse como alternativa por aerosol. Esto se consigue
preparando un aerosol acuoso, preparacion liposdmica o particulas sélidas que contienen el compuesto. Podria usarse
una suspensién no acuosa (por ejemplo, propelente de fluorocarbono). Pueden usarse nebulizadores sénicos porque
minimizan la exposicion del agente al cizallamiento, que puede dar como resultado la degradacion de los compuestos
contenidos en las composiciones en cuestion.

Normalmente, se prepara un aerosol acuoso formulando una solucién o suspensién acuosa de una composicién en
cuestion con vehiculos y estabilizantes farmacéuticamente convencionales. Los vehiculos y estabilizantes varian con
los requisitos de la composicién en cuestion particular, pero incluyen tipicamente tensioactivos no idnicos (Tween,
Pluronics o polietilenglicol), proteinas inocuas como seroalbimina, ésteres de sorbitdn, dcido oleico, lecitina, aminoa-
cidos tales como glicina, tampones, sales, azicares o alcoholes de aziicar. Los aerosoles se preparan generalmente a
partir de disoluciones isot6nicas.

Ademds, las vacunas pueden administrarse por via parenteral como inyecciones (intravenosa, intramuscular o
subcutdnea). Las composiciones de vacuna de la presente invencién pueden contener opcionalmente uno o mas ad-
yuvantes. Puede usarse cualquier coadyuvante adecuado, tal como polimeros de CpG, hidréxido de aluminio, fosfato
de aluminio, aceites vegetales y animales y similares, dependiendo la cantidad de coadyuvante de la naturaleza del
coadyuvante particular empleado. Ademas, las composiciones de vacuna antiinfecciosa pueden contener también al
menos un estabilizante, tal como carbohidratos tales como sorbitol, manitol, almidén, sacarosa, dextrina y glucosa, asi
como proteinas tales como albtimina o caseina, y tampones tales como fosfatos de metal alcalino y similares.

Las composiciones farmacéuticas de esta invencién adecuadas para administracion parenteral comprenden una
composicion en cuestiéon en combinacién con una o mds disoluciones, dispersiones, suspensiones o emulsiones acuo-
sas 0 no acuosas isotdnicas estériles farmacéuticamente aceptables, o polvos estériles que pueden reconstituirse en
disoluciones o dispersiones inyectables justo antes del uso, que pueden contener antioxidantes, tampones, bacterios-
tatos, solutos que vuelven la formulacién isoténica con la sangre del receptor pretendido, o agentes de suspension o
espesantes.

Los ejemplos de vehiculos acuosos y no acuosos adecuados que pueden emplearse en las composiciones farmacéu-
ticas de la invencién incluyen agua, etanol, polioles (tales como glicerol, propilenglicol, polietilenglicol y similares)
y mezclas adecuadas de los mismos, aceites vegetales tales como aceite de oliva, y ésteres orgdnicos inyectables tales
como oleato de etilo. La fluidez apropiada puede mantenerse, por ejemplo, mediante el uso de materiales de recubri-
miento tales como lecitina, mediante el mantenimiento del tamafio de particula necesario en el caso de dispersiones y
mediante el uso de tensioactivos.

Adicionalmente, los lentivirus recombinantes no citoliticos de la presente invencién pueden encapsularse en li-
posomas y administrarse mediante infeccién. Los sistemas de suministro de liposomas comercialmente disponibles
estdn disponibles en Novavax, Inc. de Rockville, Md., disponibles comercialmente con el nombre Novasomes™. Es-
tos liposomas se formulan especificamente para suministro de inmunégeno o anticuerpo. En una realizacién de la
invencién, pueden usarse Novasomes™ que contienen péptidos o moléculas de anticuerpo unidas a la superficie de
estos liposomas cargados positivamente no fosfolipidicos.

5. Uso de vacuna

Puede prevenirse o tratarse una infeccién lentivirica en un sujeto administrando al sujeto una cantidad eficaz de
una vacuna de la presente invencion.
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Los lentivirus recombinantes de la presente invencién pueden prepararse usando técnicas conocidas en la técnica.
En una realizacidn, el lentivirus puede introducirse en una célula hospedadora en condiciones adecuadas para la repli-
cacién y expresion del lentivirus en el hospedador. En consecuencia, la presente invencién proporciona también una
célula transfectada con un lentivirus recombinante de la invencion.

La célula es preferiblemente un linfocito T, mds preferiblemente un linfocito T que no deriva de una linea celular
transformada.

El término “cantidad eficaz” como se usa en la presente memoria significa una cantidad eficaz y a dosificaciones
y durante los periodos de tiempo necesarios para conseguir el resultado deseado. El término “animal” como se usa
en la presente memoria incluye todos los miembros del reino animal, incluyendo mamiferos, preferiblemente seres
humanos.

Un procedimiento para matar o destruir células diana, preferiblemente células cancerosas, puede comprender ad-
ministrar a la célula o células una cantidad eficaz de un virus recombinante, preferiblemente virus de la estomatitis
vesicular (VSV) o cualquier otro virus de ARN portador especifico de las células diana, preferiblemente NSS de
VIH-1.

Preferiblemente, las células estdn en un animal necesitado de ello, lo més preferiblemente en seres humanos. Las
células que estan infectadas o son cancerosas expresan marcadores celulares especificos para los que puede incorpo-
rarse un sitio de reconocimiento complementario en un vector adecuado en el que se ha incorporado NSS de VIH-1.
Se ha tomado este enfoque con el virus de la estomatitis vesicular (VSV), que se ha modificado por ingenieria genética
para incorporar los genes de CD4 y CXCR4, orientando asi al VSV modificado a infectar células infectadas con VIH-
1 (Schnell, M. J. et al. Cell 90:849-857 (1997)). En consecuencia, la presente invencién proporciona un procedimiento
para matar células diana, tales como células cancerosas, que comprende administrar un virus recombinante que con-
tiene NSS y un sitio de reconocimiento especifico de las células diana a un animal necesitado de ello. La NSS de VIH-
1 puede incorporarse a un vector de tipo VSV modificado que se ha orientado a un tipo de célula cancerosa especifica
basdndose en un antigeno de superficie de célula cancerosa particular, proporcionando asi al VSV la capacidad de
inducir la apoptosis en las células cancerosas diana.

Ejemplificacion

Los siguientes ejemplos no limitantes son ilustrativos de la presente invencion.

Ejemplo la
Construccion de baculovirus recombinantes

Se ha descrito anteriormente la construccién de baculovirus recombinantes que expresan la glucoproteina 120 del
virus de la inmunodeficiencia humana 1 con su secuencia sefial natural (gp120-NSS), con su secuencia sefial natural
reemplazada por una secuencia sefial de melitina de abeja melifera (gp120-MSS), y con su secuencia sefial natural
retirada (gp120-AS) por Li et al. (Virology 204:266-278 (1994)). Se ha descrito anteriormente la construccién de
baculovirus recombinantes que expresan la glucoproteina G del virus de la estomatitis vesicular (VSV,4G) por Bailey
et al. (Virology 169:323-331 (1989)).

Se describe a continuacién la construccién de baculovirus recombinantes que expresan proteina G de VSVy,, con
la secuencia sefial de la glucoproteina gp120 de cubierta de VIH-1 (VSV-G-NSS).

Para reemplazar la secuencia sefial de la proteina VSV-G, los presentes inventores construyeron en primer lugar
VSV-G-AS (glucoproteina G del virus de la estomatitis vesicular sin su secuencia sefial) mediante PCR con dos
cebadores:

cebador n® 1:

5.GGC GGA TCC G TTC Af -y
GGA TCC GGA TCA ACG TTC ACC ATA GTT-? (SEC ID N° 9) (cebador 5

BamHI Sphl +1VSV-G
cebador n°® 2:

5-GGC GGA TCC ITA CTT TCC AAG TCG-3'  (SEC ID N° 10) (cebador 3')

BamHIl codén de terminacion
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El cebador n° 2 es complementario del gen de VSV-G C-terminal.

Se usé como molde el plasmido pwKI (que contiene el gen G completo de VSV 4, y proporcionado amablemente
por el Dr. Robert R. Wagner, University of Virginia, EE.UU.), y se amplific6 con el kit Geneamp mediante 30 ciclos
de PCR en un termociclador de Perkin Elmer Cetus (los ciclos fueron 94°C 1 min, 45°C 2 min, 72°C 3 min) a partir de
20 ng de pwKI como molde y 1,0 uM de cada cebador.

Todos los cebadores tenian sitios BamHI en su extremo 5°, de modo que el fragmento de ADN de VSV-G-AS
amplificado podia insertarse en el sitio BamHI del plasmido pBluescript SK VECTOR (Stratagene), el clon en que
se selecciond el extremo 5’ de VSV-G-AS hacia el promotor T7 y se digirié con las enzimas de restricciéon Sphl+
Xhol.

Ejemplo 1b
Mutagénesis especifica de sitio por reaccion en cadena de la polimerasa (PCR)

Para cambiar los aminodcidos cargados positivamente localizados en la secuencia sefial de gp120 de cubierta de
VIH-1 a aminodcidos apolares, se efectué una mutagénesis dirigida a oligonucleétido mediante PCR en un termocicla-
dor de Perkin-Elmer Cetus. Los cuatro cebadores oligonucleotidicos mutantes que se disefiaron para generar una serie

de mutaciones (YL-1, YL-2, YL-3 e YL-4) en la region de codificacién de la secuencia sefial de gp120 de cubierta de
VIH-1 son:

1 5 ATT TCG GAT CCT ATA AAT ATG AGA GTC GCG GAG ATA TAT CAT

CAC-3 (SECID N° 11)

5- ATT TCG GAT CCT ATA AAT ATG ATA GTC AAG GAG AAA TAT CAG

CAC TTG TGG ATA TGG GGG TGG ATA TGG GGC-3 (SECID N° 12)

3 5 ATT TCG GAT CCT ATA AAT ATG AGA GTC GG GAG ATA TAT CAG
CAC TTG TGG ATA TGG GGC-3' (SECID N°13)

Yt s ATT TCG GAT CCT ATA AAT ATG ATA GTG GCG GAG ATA TAT CAG
CAC TTG TGG ATA TGG GGG TGG ATA TGG GGC-3' (SEC ID N° 14)

Los nucleétidos subrayados son los alterados.

Ademas, se us6 un cebador universal (YL-5; 5’-AGC TTG GAT CCT TAT CTT TTT TCT CTC TGC TGC ACC-
3’ (SEC ID N° 15)) complementario del extremo C del gen de gp120, para obtener los clones de gpl120 mutantes
completos. Se amplificé la secuencia de codificacion de gp120 con el kit Geneamp mediante 30 ciclos de PCR (los
ciclos fueron 94°C 1 min, 45°C 2 min, 72°C 3 min) a partir de 20 ng de pUC19-gp120-NSS linealizado con HindIII
como molde y 1,0 uM de cada cebador mutante y el cebador universal. Todos los cebadores tenian sitios BamHI en su
extremo 5°, de modo que el fragmento de ADN de gp120 amplificado podia insertarse en el sitio BamHI de pAcYM1.
Todos los mutantes construidos tienen las mutaciones esperadas verificadas mediante secuenciacion de terminacion de
cadena didesoxi.

11
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Ejemplo 1c
Amplificacion de la secuencia seiial de VIH-1

Se amplificé la secuencia sefial del gen env de VIH-1 a partir de pBluescript-gp120-NSS mediante PCR con los
dos cebadores siguientes:

cebador n® 1:

“AAT ACG ACT CAC TAT-3' (seC ID N° 16) (cebador de T7)

cebador n°® 2:

Sphl
(Sphl complementario del extremo C del gen de secuencia sefial de VIH-1)

Se digiri6 el fragmento de ADN amplificado que contenia la secuencia sefial de VIH-1 con las enzimas de restric-
cién Xhol mdas Sphl y se inserté en un vector pBluescript VSV-G-AS digerido con Xhol y Sphl. El plasmido resultante
se designa como pBSK VSV-G-NSS, y el constructo se confirmé adicionalmente mediante secuenciacién de ADN.

Se insert6 el fragmento BamHI de VSV-G-NSS en el sitio BamHI de un pAcYMI1 de baculovirus (Li, Y. et
al. Virology 204:266-278 (1994)), y se generd un baculovirus recombinante que expresa VSV-G-NSS mediante un
procedimiento de transfeccion estdndar (Li, Y. et al. Virology 204:266-278 (1994)).

Ejemplo 2
Examen microscopico de células infectadas con baculovirus recombinantes

Se infectaron células SF21 con AcNPV recombinante a una MOI de 5 UFP/célula y se incubaron a 27°C durante
48 horas. Se examinaron las células infectadas mediante microscopio de contraste de fases. Se muestran los resultados
en la Figura 1. Estos resultados demuestran que la secuencia sefial de env de VIH-1 mata rdpidamente las células.
Ejemplo 3
Efectos de la secuencia seiial de env de VIH-1 sobre la muerte celular

L. Ensayo de azul de tripano: Se infectaron células SF21 con AcNPV recombinante a una MOI de 5 UFP/célula
durante 1 h, se retir6 el indculo y se incub6 con el medio completo TNM-FH que contiene 10% de suero fetal bovino
(FBS). A las 24, 48 y 72 horas después de la infeccion, se tifieron las células con azul de tripano (GIBCO, BRL)

durante 5 min, se contaron las células por el microscopio y se determind el porcentaje de células muertas usando la
siguiente férmula:

células muertas (tefiidas) <100 = % de colulas muertas

células viables (no teriidas) + células muertas

II. Ensayo de liberacion de lactato deshidrogenasa (LDRA): Se efectud el LDRA segiin las instrucciones del
fabricante (kit de deteccién de citotoxicidad de Boehringer Mannheim). Se infectaron células SF21 con AcNPV re-
combinante a una MOI de 5 UFP/célula durante 1 hora, se retiré el indculo y se incub6 con medio completo a 27°C,
se recogié medio de cultivo a intervalos regulares de 12 h y se centrifugd a 12.000 rpm durante 1 min. Se diluyé el
sobrenadante de cultivo 10 veces y se incubaron 100 ul del sobrenadante con 100 ul de mezcla de reaccién (kit de
deteccién de citototoxicidad) durante 30 min a temperatura ambiente. Se midi6 la absorbancia de las muestras a 490
nm cuantificando el tinte de formazeno usando un lector de microplacas (ELISA) (Bio-Rad 550). Los resultados de
los ensayos de azul de tripano y de liberacién de lactato deshidrogenasa se ilustran en las Figuras 2A y 2B, respectiva-
mente.

En conclusién, rgp120 y VSV-G con la secuencia sefial de env de VIH-1 natural matan células mucho mads rapido.

Las células sobreviven mucho mds tiempo sin la secuencia sefial de env de VIH-1 natural o con la secuencia sefial de
melitina. La secuencia sefial de env de VIH-1 natural es responsable de la rdpida muerte celular.
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Ejemplo 4
Examen de la apoptosis

1. Procedimiento de extraccion de ADN total: Se infectaron células SF21 (3 x 10°) con AcNPV recombinante a
una MOI de 5 UFP/célula durante 1 h. Se retir6 el indculo y se incubé con medio completo a 27°C durante 48 h. Se
sedimentaron las células a 2500 rpm durante 10 min y se extrajeron con TSE (Tris 10 mM, pH 8,0, EDTA 1 mM, 1%
de SDS, al que se afiadi6 proteinasa K a una concentracién final de 70 pg/ml). Se incubaron entonces las muestras
durante 2 h a 37°C y al final de la incubacién se afiadié NaCl a una concentracién final 1 M, y se incubaron entonces
las muestras a 4°C durante una noche. Se extrajo el ADN con fenol:cloroformo (1:1) y con cloroformo. Finalmente,
se afiadié etanol (al 100%) para precipitar el ADN (15 min a 80°C) y se sedimenté el precipitado de ADN mediante
microcentrifugaciéon a 12.000 rpm durante 15 min. Se lavé el sedimento de ADN una vez con etanol al 70%, se
resuspendié en TE (Tris 10 mM, pH 8,0, EDTA 1 mM) con ARNasa A (50 ug/ml), se someti6 a electroforesis en gel
de agarosa al 1,2% y se tifié con bromuro de etidio (N. Chejanovsky y E. Gershburg, Virology 209:519-525 (1995)).
Los resultados se ilustran en la Figura 3. Los resultados anteriores demuestran que la secuencia sefial de env de VIH-
1 natural induce la apoptosis.

II. Extraccion de ADN fragmentado: Se infectaron células SF21 con vAc-VSV-G (VSV-G) o vAc-VSV-G-NSS
(VSV-G-NSS) a una MOI de 5 UFP/célula y se incubaron a 27°C durante 48 horas. A las 48 horas después de la
infeccidn, se sedimentaron estas células (3 x 10) a 2.500 rpm durante 5 min y se lisaron en una solucién que contenfa
Tris-HCI 10 mM (pH 8,0), EDTA 10 mM y 0,5% de Triton X-100, y se centrifugaron a 12.000 rpm durante 25 min
en una microcentrifuga Eppendorf para sedimentar el ADN cromosémico. Se digiri6 el sobrenadante con 0,1 mg de
ARNasa A por ml a 37°C durante 1 h, y entonces durante 2 h con 1 mg de proteinasa K por ml a 50°C en presencia
de 1% de SDS, se extrajo con fenol y cloforomo y se precipité con etanol frio. Se resuspendié el precipitado en TE
y se sometiod a electroforesis en gel de agarosa al 11,5% que contenia 5 ug de bromuro de etidio por ml. Se visualiz6
el ADN mediante transiluminacién UV (Rosario Leopardi y Bernard Roizman, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 93:9583-
9587 (1996)). Los resultados se muestran en la Figura 4.

Ejemplo 5
Construccion de VIH-1 recombinante que contiene una delecion parcial de vpu y nef y sustitucion de NSS

1. Construccion del plasmido pNL4-3 que contiene la sustitucion de NSS (por secuencia sefial de MSS, IL-3 o
cualquier otra) y la delecion de vpu: Un clon de ADN provirico de VIH-1 infeccioso, pNL4-3 (proporcionado por el
Dr. Malcolm Martin a través del programa AIDS Research and Reference Reagent, Division of AIDS, NIAID, NIH;
Adachi, et al. J. Virol. 59:284-291 (1986)) contiene dos sitios tinicos de enzima de restriccion: EcoRI (posicion 5744)
y BamHI (posicién 8466). La region de codificacion del gen env parte de la posicion 6221 y termina en la posicién
8785. Para reemplazar la secuencia sefial natural de env de VIH-1 por la de melitina, IL-3 o cualquier otra secuencia
seflal de proteina secretora, se aisla el fragmento EcoRI-BamHI de pNL4-3 del gel de agarosa y se subclona en el
sitio EcoRI-BamHI del vector pBluescript SK (pBSK). A partir de este producto, se disefian cuatro cebadores como
sigue:

cebador n°® 1 (directo):
5% GGC GAA TTC TGC AAC AACTGC TG - 3 (ge 1p ne 1)
EcoRl
cebador n° 2 (inverso):
GGC CTG CAG TCA TTA GGC ACT GTC TTC TGC TCT TTC-3' (SEC ID N° 19)
Pstl codones de terminacion
cebador n°® 3 (directo):

5-GGC CTG CAG CCA TGG ACA GAA AAA TTG TTG GTC ACA GTC-3' (gec Ip
N° 20)

Pstl Ncol
cebador n° 4 (inverso):

5-GGC GGA TCC GTT CAC TAATCG AAT GG-3' (sec ID N° 21)
BamHI
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Se usan pBSK-env como molde més los cebadores n° 1 y n° 2 y se efectda la PCR para amplificar la porcion
izquierda de la regién env, fragmento de 477 pb. De forma similar, se emplean los cebadores n° 3 y n° 4 para amplificar
la porcién derecha de env, 2245 pb. Se digiri6 el producto de PCR EcoRI-Pstl (fragmento de 477 pb) con EcoRI+Pstl,
mientras que se corté el producto de PCR Pstl-BamHI (fragmento de 2245 pb) con Pstl+BamHI. Se cloné entonces el
fragmento de 2245 pb digerido con PstI-BamHI en los sitios Pstl+BamHI del vector pBSK.

Después de esto, se digirié el pBSK-2245 con EcoRI+Pstl y se ligd con los productos de PCR digeridos con
EcoRI+Pstl (fragmento de 445 pb), dando como resultado el plasmido pBSK-env-AS.

Se digirié6 el plasmido pBSK-env-AS con Pstl+Ncol y se ligd entonces con el oligonucleétido sintético que codifica
secuencia sefial de MSS, secuencia sefial de IL-3, secuencias sefial naturales mutadas o cualquier otra secuencia
seflal deseada. Este oligonucledtido sintético contiene un sitio Pstl en el extremo 5’ y un sitio Ncol en el extremo

3’. Antes de la ligacién en el vector, se digirieron en primer lugar estos oligonucledtidos bicatenarios con Pstl+
Ncol.

Oligonucleétido sintético que codifica la secuencia sefal de melitina (solo se muestra el sentido positivo):

- | .
S.GGC CTG CAG ATG AAATTCTTAGYC AACGTT GCC CTT GYT TIT ATG GTC
GTG TAC ATT TCT TAC ATC TAT GCG GAT CCA TGG GCC-3'- (SECID N° 22)
Neol

Oligonucleétido sintético que codifica la secuencia sefial de interleucina 3 (solo se muestra el sentido positivo):

Pstl
53-GGC CTG CAG ATG CTG CTC CTG CTC CTG ATG CTC TTC CAC GGA CIC
CAA
GCT TCA ATC AGT GOC GAT CCA TGG GCC-3' (SECID N° 23)

WAL EA

Después de secuenciar para verificar la correcta modificacion, se digirié el pldsmido con EcoRI+BamHI para
aislar el fragmento EcoRI-BamHI, que se recloné en los sitios EcoRI-BamHI del vector de ADN provirico pNL4-3.
El pldsmido resultante se designa pHIV-1-MSS (o pHIV-1-IL3SS).

Ademds, durante la construccién anterior, no solo se sustituye la NSS por secuencia sefial de MSS o de IL-3, sino
que se crea también una delecion parcial del gen vpu. El vpu codifica 82 aminodcidos y su extremo 3’ se superpone
con la secuencia sefial del gen env de VIH-1, aproximadamente 28 aminodcidos. Sin embargo, estd en un marco de
lectura diferente (marco de lectura -1). Los estudios han mostrado que la delecién de los genes vpu o nef no alteraba
la replicacién virica en PBMC de chimpancé, PBMC humanos o en la linea celular hibrida B/T CEMx174 (James, et
al. AIDS Res. Human Retrovirus 10:343-350 (1994)). Por lo tanto, durante la amplificacién por PCR del fragmento de
455 pb de la porcién izquierda de env con los cebadores n° 1 y n° 2, se afladieron dos codones de terminacidn justo
delante del codén de inicio de los genes env, que da como resultado la delecion de 28 aminodcidos de vpu (véase el
cebador n° 2).

II. Construccion de un pldasmido que contiene la delecion de nef: La secuencia de codificacion del gen nef parte
de la posicién 8787 y termina en la posicién 9407 en el clon de ADN provirico pNL4-3. Hay también dos tnicos
sitios de enzima de restriccién: el sitio BamHI en posicién 8466 del gen env y el sitio Xhol en posicion 8887 del
gen nef. Para preparar la delecion del gen nef, se digiri6 el plasmido pHIV-MSS (o IL-3SS) con BamHI y Xhol. Se
aislaron las 421 pb resultantes del fragmento BamHI-Xhol y se subclonaron en los sitios BamHI-Xhol del vector
pBSK.
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Se disefiaron dos cebadores:

Bam}il

cebadorn® §: 5'- GGC GGA TCC TTA GCA CTT ATC TGG-3' (SECID N° 24)
(directo)

Xhol
cebadorn® 6: 5*- GCC CTC GAG ICA TTA ATA CTG CTC CCA CCC-3' (SEC ID N° 25)

codones de terminacion

El gen nef codifica 26 aminoécidos segtin el presente disefio. Se insertaron dos codones de terminacién en el sitio
Xhol que dan como resultado que nef codifique solo 33 aminodcidos. Después de la amplificacién por PCR y digestién
con BamHI+Xhol, se cloné de nuevo este fragmento de ADN de PCR de 421 pb al vector BamHI-Xhol pHIV-1-MSS
(o IL-3SS). El plasmido recombinante resultante contiene la sustitucion de NSS y la delecién parcial de vpu y nef, que
se usa para el ensayo de vacuna.

Ejemplo 6
Medidas de la produccion virica

Se sembraron inicialmente células A3.01 en placas de 6 pocillos a una densidad de 1 x 10° células/pocillo y
se transfectaron con 10 ug de ADN provirico. A los 3 dias después de la transfeccién, y cada 2 dias después, se
recogieron los cultivos y se dividieron las células 1:2 en medio fresco sin la adicién de células suplementarias no
infectadas. Se reunieron los sobrenadantes de cultivo recogidos en cada punto temporal mostrado y se analizé la
presencia de p24 por ELISA como indicador de la produccién virica. Las células infectadas con el virus NL4-3%T o
NL4-3"~ mostraron una produccion virica maxima a los 13 dias después de la transfeccion, sin embargo las células
mostraron altos niveles de CPE y los niimeros de células bajaron rdpidamente, termindndose los cultivos a los 17
dias después de la transfeccién. Sin embargo, las células infectadas con virus NL4-35R ¢ NL4-3"/5SR mostraron un
CPE minimo y permanecieron infectadas persistentemente hasta 29 dias después de la transfeccién, en cuyo punto
las células sucumbieron eventualmente al CPE inducido por virus y se terminaron los cultivos. Los cultivos de virus
NL4-3%T o NL4-3" producian un mdximo de 1 x 10*> ug de p24, mientras que los virus NL4-3%R o NL4-3ne~/55R
producian mas de 1 x 10° ug de p24 en una sola recogida. Los resultados se muestran en la Figura 6.

Ejemplo 7
Medida de la infectividad

Después de la transfeccion de ADN provirico, se dividieron las células cada dos dias, se recogieron muestras del
sobrenadante de cultivo y se analizaron mediante ELISA de p24 para controlar la replicacién virica. Para valorar la
infectividad de las particulas viricas que se estan produciendo, se analizaron adicionalmente muestras mediante el en-
sayo MAGI a los 8 dias después de la transfeccién tanto en células A3.01 como H9, y los resultados se estandarizaron
para representar el niimero de particulas viricas infecciosas presentes por ng de proteina p24. Como se muestra ante-
riormente, el mutante de reemplazo de la secuencia sefial de Env (NL4-3%®) y el mutante combinacién de delecién
de nef/reemplazo de secuencia sefial de Env (NL4-3"~/55R) poseen ambos una infectividad sustancialmente reducida,
siendo el mutante de reemplazo aproximadamente 2 veces a 3 veces menos infeccioso que el virus natural (NL4-3%T),
y exhibiendo el mutante de combinacién del orden de 50 veces de aumento de infectividad en comparacién con el
natural. Los resultados se muestran en la Figura 7.

Ejemplo 8
Induccion del efecto citopdtico

Se infectaron células H9 a una multiplicidad de infeccién de 3 con cada uno de los virus indicados. Se dejaron
proceder las infecciones, dividiendo los cultivos 1:2 cada dos dias. A los 6 dias después de la infeccién, se examinaron
las células por microscopio 6ptico y se observo el efecto citopatico (CPE). Véase la Figura 8. Como se muestra,

las células H9 infectadas con los virus NL4-3%T o0 NL4-3"~ (ambos contienen la secuencia sefial de Env natural)
exhibian un inicio rdpido del CPE incluyendo muerte celular y formacién de sincitios grandes (flecha negras). En
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contraposicion, las células infectadas con virus NL4-35R o NL4-3™~/55R (que contienen la secuencia sefial de melitina
en lugar de la secuencia sefial de Env natural) mostraron muy poca sefial de CPE a pesar de la replicacién de VIH
activa (como se mide mediante ELISA de p24 de VIH-1, no mostrado).

Ejemplo 9
Construccion de genes quiméricos gag-NE

Hemos construido genes quiméricos de gag con una seleccion de secuencias V3 y C3 de todos los clados princi-
pales de VIH-1. Se teoriza que los anticuerpos preparados contra estos epitopos lineales miiltiples serdn capaces de
interaccionar no solo con las regiones V3 originales, sino también con cualquier variante menor que pueda haberse
generado por infeccidn natural o aquellas que estdn presentes en VIH, que se transmiten de forma natural por la pobla-
cién. Ambas regiones V3 de las proteinas gp120 y Gag contienen los epitopos neutralizantes (NE) asi como epitopos
de linfocitos T citotéxicos (TCE). Estos epitopos pueden ser capaces de funcionar independientemente como inmu-
négenos. Se han ligado mdltiples secuencias de bucle de V3 a una secuencia de gag de VIH-2 para proporcionar un
antigeno mayor para expresion y para formar particulas de tipo virico (VLP) para aumentar el potencial de induccién
de efectores citotoxicos. La estrategia de ligar miltiples epitopos de V3 se ilustra en las Figuras 9a 'y 9b.

Hemos construido adenovirus humanos 5 recombinantes defectivos de replicacién (rAd) insertando los genes qui-
méricos gag-V3y gag-TCE en laregion Ela de ADS. Se amplificaron estos Ad5 recombinantes en células 2P3 huma-
nas que expresan constitutivamente proteinas Ela (véase el Ejemplo 11).

Se ha mostrado que los anticuerpos neutralizantes estdn dirigidos no solo a los dominios V3, sino también a otras
regiones de VIH-1 (Luo et al., Virology 179: 874, 1990). De forma interesante, el analisis de neutralizacién cruzada
de diferentes aislamientos viricos sugiere que pueden existir patrones conservados de neutralizacidn entre subtipos
de VIH-1. Por ejemplo, algunos sueros de un tipo de individuos infectados con VIH-1 neutralizan todos los subtipos
de VIH-1, independientemente de sus clados. Esta demostracién de neutralizacion es el resultado de los epitopos de
neutralizacién conservados tales como los presentes en gp41 (Muster, et al., J. Virol. 67: 6642, 1993), o de aquellos
epitopos correspondientes al sitio de unién a CD4 en gp120 (Thali, M. et al., J. Virol. 66: 5635, 1992). Una presién de
seleccién diferencial, relacionada con la emergencia de variantes de VIH-1, estd asociada a la no progresion a largo
plazo. Por tanto, la presencia de estas regiones C3 en gp120 es probable que proporcione proteccién adicional (Wang,
W -K. et al., Proc. Natl. Acad. Sci. 93: 6693, 1996). Véase la Figura 9c.

Ejemplo 10
Construccion de un gen quimérico gag-TCE

Se cree que los CTL especificos de VIH ejercen una presion de seleccién inmunolégica en personas infectadas con
VIH. Sin embargo, solo estdn disponibles unos pocos fragmentos de datos respecto a los efectos de esta limitacién
sobre la variacion de secuencia virica in vivo. Se han seleccionado los epitopos de linfocitos T citotéxicos (TCE)
principales de gp120, gp41, Nef, RT y Rev de VIH-1 y se han ligado al gen gag de VIH-1, para crear un gen gag-TCE
quimérico que puede expresarse por un adenovirus recombinante. La Figura 10a muestra la construccién del gen gag
de VIH-1 con dos TCE diferentes a partir de gp120, dos TCE diferentes de Nef y un TCE de gp41 de la cepa VIH-
1hxp2. Ademds, se ha construido también otro gen quimérico gag-TCE de VIH-1 que expresard TCE de proteinas RT,
Tat y Rev de VIH-1yxyg,. Se han construido adenovirus humanos recombinantes (rAd) defectivos de replicacion que
portan estos gag-NE de VIH-2 y gag-TCE de VIH-1 como parte de una vacuna de VIH/SIDA.

Ejemplo 11

Generacion de adenovirus recombinantes defectivos de replicacion que contienen gag-NE de VIH-2 y gag-TCE de
VIH-1 como parte de una vacuna de VIH/SIDA

Hemos modificado las secuencias de ADN terminal de los mddulos génicos que contienen las secuencias de co-
dificacion de gag-NE de VIH-2 y gg-TCE de VIH-1 flanqueados por el sitio de restriccién BamHI para insertar estos
genes en un vector adenovirico. Los protocolos generales a usar para la manipulacién de vectores adenoviricos se han
descrito anteriormente (Graham, et al., J. Gen. Virol. 36: 59, 1977). Se ha usado el sistema simplificado para generar
adenovirus recombinantes segin Graham y colaboradores (He, T. -C. et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA. 95: 2509,
1998). Esta nueva técnica requiere una manipulacién enzimatica minima, al usar recombinacién homdéloga en bacte-
rias en lugar de en células eucaridticas. Se ha adaptado esta nueva estrategia y se ha encontrado que es un sistema
extremadamente eficaz para generar adenovirus recombinantes. Se han construido vectores adenoviricos defectivos de
replicacién con insertos de genes quiméricos gag-NE de VIH-2 o gag-TCE de VIH-1 en la regién Ela de adenovirus
humanos (AdS) usado técnicas que se habian empleado previamente. Se han generado exitosamente tres adenovirus
recombinantes defectivos de replicacién con gag-NE de VIH-2 y dos adenovirus recombinantes defectivos de replica-
cion con gag-TCE de VIH-1. Se ha identificado la expresion de la proteina quimérica Gag-NE de VIH-2 y la formacién
de particulas de tipo virus de Gag-NE mediante anélisis de inmunoprecipitacién y transferencia Western usando el an-

16



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

ES 2 354 830 T3

ticuerpo anti-Gag (Luo, L, Li, Y y Kang C. Y. “Budding and secretion of HIV Gag-Env virus-like particles from
recombinant human adenovirus infected cells”, Virus Research 92: 75-82, 2003).

Se propagaron los adenovirus recombinantes defectivos de replicacién que portan los genes quiméricos gag-NE de
VIH-2 o gag-TCE de VIH-1 en la regién Ela de adenovirus humano 5 en células 293 que expresan la proteina Ela
constitutivamente. Estos adenovirus recombinantes se replican bien en células 293 y fue facil preparar 10" unidades
de formacion de placa (UFP) después de purificar por CsCl.

Ejemplo 12

Protocolo de vacunacion preventiva para el ensayo de una vacuna de VIH-1/SIDA de sensibilizacion-refuerzo nove-
dosa

Los sujetos de ensayo para este estudio de vacuna serdn 18 macacos Rhesus macho (Macaca mulatto).
1. Antigeno y coadyuvante: Se usan los siguientes antigenos y adyuvantes.

1. Antigeno de virus entero inactivado: Se producird un VIH-1 de clado B modificado genéticamente (NL4-
3nef=/SSR) "ge purificard y experimentard inactivacién por AT-2. Para inmunizacién, animales especificos recibirdn 500
ug de antigeno suspendido en 500 ul de PBS (formulado con 500 ul de coadyuvante oligodesoxinucledtido de CpG
(ODN)).

2. Adenovirus recombinante defectivo de replicacion (rAd): Se prepararan y purificardn disoluciones madre de alto
titulo de cinco vectores adenoviricos recombinantes que expresan el gen gag de VIH-1 en asociacién con una serie de
epitopos neutralizantes y de linfocitos T seleccionados. Para inmunizar, animales especificos recibirdn 10° ufp de cada
virus recombinante (1 x 10° ufp x 5 virus recombinantes= 5 x 10° ufp) en un volumen total de 500 ul (formulado con
500 ul de coadyuvante).

3. Coadyuvante de oligodesoxinucledtido de CpG (ODN): Se adquirieron oligodesoxinucleétidos de fosforotioato
purificados de secuencia 5’-TCGTCGTTTTGTCGTTTTGTCGTT-3’ (SEC ID N° 26, secuencia sujeta a cambio). Se
suspenderdn 500 ug de este ODN en un volumen total de 500 ul de PBS para formulacién con cada antigeno descrito
anteriormente.

II. Inmunizacion: Se dividirdn los animales en 3 grupos (designados grupos 1-3), conteniendo cada grupo un
total de 6 macacos Rhesus. Se enumera a continuacion el programa de inmunizacién para cada grupo de animales,
i(?rg;yendo momento de inoculacién, tipo y cantidad de antigeno/coadyuvante y via de inmunizacién intramuscular

Grupo 1

Semana 0- 500 ul de antigeno de virus completo inactivado con 500 ul de coadyuvante CpG i.m.
Semana 4- 500 ul de antigeno de rAd con 500 ul de coadyuvante CpG i.m.
Semana 8- 500 ul de antigeno de rAd con con 500 ul de coadyuvante CpG i.m.
Semana 16- 500 ul de antigeno de rAd con 500 ul de coadyuvante CpG i.m.
Grupo 2
Semana 0- 500 ul de antigeno de rAd con 500 ul de coadyuvante CpG i.m.
Semana 4- 500 ul de antigeno de rAd con 500 ul de coadyuvante CpG i.m.
Semana 8- 500 ul de antigeno de rAd con con 500 ul de coadyuvante CpG i.m.
Semana 16- 500 ul de antigeno de virus completo inactivado con 500 ul de coadyuvante CpG i.m.
Grupo 3

El grupo 3 actuard como grupo de control no inmunizado con los fines de estos experimentos.

III. Exposicion: A las 24 semanas después de la inmunizacion, se expondrdn todos los animales a una mezcla de
100 TCIDs, de VIHSSF19-P* y 100 TCIDs, de VIHS®*® mediante inyeccién untravenosa.

IV. Recogida de muestras: Las semanas -1, 0, 4, 6, 8, 10, 16, 18 y 20 después de la inmunizacién (p.i.), se recogerd
sangre y se analizard la respuesta inmunitaria. Las semanas 1, 2 y 5 después de la exposicion (p.c.), y mensualmente
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después de ello, se recogerd sangre y se almacenard para estudios de carga virica y respuesta inmunitaria. A las 24
semanas p.c., se sacrificardn los animales y se recogerdn sangre y tejidos para la determinacion de la carga virica y los
anticuerpos neutralizantes.

V. Andlisis de la respuesta inmunitaria: Para valorar la respuesta inmunitaria generada por ambas vacunaciones y
durante el periodo de exposicion, se ensayard en todas las muestras lo siguiente:

1. Produccion de anticuerpo anti-VIH: Se analizard en muestras de suero el nivel de anticuerpos anti-Env y Gag
de VIH-1 mediante ensayo de inmunosorcién ligado a enzima (ELISA).

2. Proliferacion de linfocitos T especificos de VIH: Se mediran las respuestas proliferativas de linfocitos T especi-
ficos de VIH-1 usando VIH-1 completo inactivo como estimulante antigénico.

3. Ensayo de linfocitos T citotoxicos: Se valorard en los PBMC efectores estimulados por antigeno la actividad
citotoxica especifica de VIH-1/VHIS.

V1. Andlisis del efecto protector de la vacunacion: Para valorar la capacidad del protocolo de vacunacién de
proteger frente a la exposicién virica, se ensayard adicionalmente en todas las muestras tomadas p.c. lo siguiente:

1. Carga virica (ARNv): Se analizaran en las muestras de plasma los niveles de ARNv mediante un ensayo de ADN
ramificado cuantitativo.

2. Relacion de linfocitos T CD4:CDS: Se controlaran los niveles de linfocitos T tanto CD4 como CDS p.c. como
marcador potencial de SIDAs.

3. Ensayo de neutralizacion de anticuerpos: Se ensayard en muestras de suero termoinactivado su capacidad de
inhibir la entrada del virus de exposicion en la linea celular informadora sMAGI.

4. Secrecion de IFN-y: Se determinara el nimero de células secretoras de IFN-y mediante ensayo ELISPOT.

5. Produccion de citocinas: Se controlard la induccién de la expresion de ARNm de citocina mediante PCR por
transcriptasa inversa instantdnea. Se valorard la presencia de las citocinas IFN-a, IFN-8, Mx, IFN-y, IL-2, IL-4, IL-
12, IL-6, TNF-a, MIP-1a, MIP-18 y MDC.

Equivalentes

Aungque la presente invencion se ha descrito con referencia a lo que se considera actualmente que son los ejemplos

preferidos, ha de entenderse que la invencién no estd limitada a los ejemplos dados a conocer. Por el contrario, se

pretende que la invencidn cubra diversas modificaciones y disposiciones equivalentes incluidas dentro del espiritu y
alcance de las reivindicaciones adjuntas.
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REIVINDICACIONES
1. Un lentivirus recombinante que tiene un péptido sefial de glucoproteina gp120, en el que dicho péptido sefial de
glucoproteina 120 se selecciona del grupo constituido por las secuencias polipeptidicas enumeradas como SEC ID N°
3-6.

2. El lentivirus recombinante de la reivindicacién 1, lentivirus recombinante que se vuelve avirulento mediante la
delecién de una cantidad suficiente del gen nef.

3. El lentivirus recombinante de la reivindicacion 1 o la reivindicacion 2, que es un virus de la inmunodeficiencia
humana recombinante.

4. El lentivirus recombinante de la reivindicacion 3, siendo dicho virus de la inmunodeficiencia humana recombi-
nante es VIH-1.

5. El lentivirus recombinante de la reivindicacion 3, lentivirus recombinante que es VIH-1 vuelto avirulento me-
diante la delecién de una cantidad suficiente del gen nef.

6. Una vacuna que comprende un lentivirus recombinante segtin cualquiera de las reivindicaciones precedentes.
7. La vacuna de la reivindicacién 6, comprendiendo dicha vacuna adicionalmente un coadyuvante.

8. La vacuna de la reivindicacion 6 o la reivindicacion 7 para uso en la prevencion o el tratamiento de una infeccién
lentivirica en un paciente necesitado de ello.
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FIGURA 3
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FIGURA 5
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FIGURA 6
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FIGURA 7
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FIGURA 8
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FIGURA 9
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[a] VLP quimérica de gag-V3 (BCE) de VIH-2
clado B: SIPIGPGRAFYATGD (SEC ID N° 27), clado C: SVRIGPGQTFYATGA (SEC ID N° 28),
clado E: SIRIGPGQVFYRTGD (SEC ID N° 29)
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[b] VLP quimérica de gag-V3 (ADFG) de VIH-2
clado A: SVRIGPGQTFYATGD (SEC ID N° 30), clado D: RTPIGLGQALYTTRD (SEC ID N° 31),
clado F: RISLGPGRVFYTAGE (SEC ID N° 32), clado G: SINLGPGQAIYATGA (SEC ID N° 33)
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[c] VLP quimérica de gag-C3 (BCE)CNE de VIH-2

clado B: PCRIKQIVNMWQEVGKAMYAPPISGQIRCSSNITGLLLTRD (SEC ID N° 34), clado C:
RAMYAPPIAGNITCKSNIRS (SEC ID N° 35), clado E: QAMYAPPISGKIN (SEC ID N° 36),
epitopo neutralizante conservado (CNE) de gp41: ELDKWA (SEC ID N° 37)
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FIGURA 10
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