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(57) Abstract: The invention relates to recombinant vectors which are based on the modified Ankara virus (MVA) as preventive
and therapeutic vaccines against AIDS. The inventive recombinant viruses contain sequences which are inserted in the same MVA
insertion site and which enable the simultaneous expression of various antigens, a HIV-1 Env protein consisting of a gp120 protein
lacking sequences corresponding to protein gp41 and a chimeric fusion protein of Gag, Pol and Nef. The aforementioned viruses
are stable and can trigger immune responses against a large variety of antigens. Those viruses having a chimeric protein that derives
from sequences of HIV-1 are suitable for the preparation of preventive or therapeutic vaccines against AIDS, particularly for use as
vaccination protocols comprising various doses and different vectors, as demonstrated by assays performed using other vectors from
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(57) Resumen: Vectores Recombinantes basados en el Virus Modificado de Ankara (MVA) como Vacunas Preventivas y Tera-
péuticas contra el SIDA. Los virus recombinantes de la invencién contienen secuencias que se encuentran insertadas en el mismo
sitio de insercién del MVA y permiten la expresién simultdnea de varios antigenos, una proteina Env del VIH-I consistente en una
proteina gpl20 carente de secuencias correspondientes a la protefna gp41, y una proteina quimérica de fusién de Gag, Pol y Nef.
& Son virus estables, que permiten el desencadenamiento de respuestas inmunes contra gran variedad de antigenos. Aquellos cuya
proteina quimérica deriva de secuencias propias del VIH-I son adecuados para preparar vacunas preventivas o terapéuticas contra el
SIDA, especialmente para usarse protocolos de vacunacién que comprenden varias dosis y distintos vectores, como indican ensa-
yos realizados gracias a otros vectores de la invencidn, con igual organizacién del genoma, pero cuya proteina quimérica deriva de

secuencias de SHIV patégenos.
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“VECTORES RECOMBINANTES BASADOS EN EL VIRUS MODIFICADO
DE ANKARA (MVA) COMO VACUNAS PREVENTIVAS Y TERAPEUTICAS
CONTRA EL SIDA”

AMBITO DE LA INVENCION

La presente invencion se refiere a virus recombinantes que expresan antigenos
del virus de la inmunodeficiencia humana (VIH-1), disefiados para utilizarse como
vacunas preventivas y terapéuticas contra el SIDA. Més concretamente, la invencidn se
refiere a virus recombinantes basados en el virus modificado de Ankara (MVA) que
expresan simulténeamente la proteina de la envuelta gpl20 y una proteina quimérica
resultante de una fusion de Gag, Pol v Nef. La invencidn se refiere también a virus
recombinantes basados en el virus Vaccinia Modificado de Ankara (MVA) que
expresan antigenos del virus quimérico de la inmunodeficiencia de simio y humano
(SHIV), validos para ser utilizados para la inmunizacién de simios y poder comprobar
el grado de proteccion que los mismos adquieren al ser infectados con el virus hibrido
de VIH y SIV, SHIV. De esta manera se confirma en animales evolutivamente muy
proximos a los seres humanos, susceptibles de ser infectados de forma natural por un
virus similar al virus de la inmunodeficiencia humana, la eficacia como vacunas de
dichos vectores derivados de MVA, lo que es un indicativo de la potencialidad de los
vectores homologos primeramente mencionados, los virus derivados de MVA que
expresan antigenos del VIH-1, como vacunas eficaces para proteger a seres humanos

contra el virus de la inmunodeficiencia humana.

ESTADO DE LA TECNICA

Los datos de la OMS indican que en el afio 2004 la enfermedad del SIDA ha
causado mas de 23 millones de fallecimientos, con mas de 40 millones de personas
infectadas y con unas predicciones de sobrepasar los 60 millones de infectados para el
afio 2012. Las diferencias geograficas y econémicas de esta enfermedad son evidentes,
pues mas del 95% de los casos y el 95% de las muertes por SIDA ocurren en el tercer
mundo, la mayoria de ellas en el Africa subsahariana y el sudeste asiatico, sobre todo
entre jovenes adultos, con un incremento progresivo entre las mujeres. De entre los

paises desarrollados, Espaiia continta siendo el pais con mayor niimero de personas
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infectadas de la Unidén Europea, con unos 150.000 casos. Si bien es cierto que una
mejora en los servicios sanitarios en muchas regiones contribuirfa a disminuir la
velocidad de transmision del virus, existe consenso en la comunidad internacional de la
urgente necesidad en desarrollar vacunas profildcticas y terapéuticas contra el SIDA que
ayuden a solucionar el problema.

E! desarrollo del SIDA representa los altimos estadios de la infeccién por el
retrovirus conocido como virus de la inmunodeficiencia humana (VIH). El VIH es un
retrovirus que pertenece al genero Lentivirus, con un genoma de 9,8 kb. El viridn
contiene dos copias de ARN de banda sencilla y de polaridad positiva. En los primeros
estadios de la infeccién, el ARN gendmico, por medio de la transcriptasa en reverso o
retrotranscriptasa (RT) que llega a la célula asociada al ARN viral, se convierte en ADN
lineal de doble banda. Este ADN se transporta al niacleo, donde se integra en la célula
hospedadora en forma de provirus, a partir del cual se transcriben los genes estructurales
gag, pol y env, los genes reguladores, tat, rev, nef, y los genes accesorios vif, vpr y vpu.
Los productos de la traduccion de dichos genes son los siguientes:

- El producto de la traduccion del gen Gag es la poliproteina precursora gag-
p35 que se procesa dando lugar a la proteina matriz p17, la proteina de la capsida
p24 v las proteinas de la nucleocapsida p6 v p7.
- El procesamiento del precursor Pol da lugar a las tres enzimas viricas: la
proteasa (p11), la retrotranscriptasa (p6S/St) (RT) y la integrasa (p32), de las
que la RT posee actividad de ADN polimerasa (dependiente tanto de ARN como
de ADN) y actividad endonucleasa (RNasa H), ambas requeridas durante la
sintesis del ADN, mientras que la integrasa estd involucrada en el proceso del
integracién del provirus, actuando como endonucleasa.

- Bl producto del gen Env es una proteina de 88 kDa que estd fuertemente

glicosilada (gp160). Esta proteina es procesada por proteasas celulares, dando

lugar a las proteinas gpl120 y gp4l, que permanecen unidas por uniones no
covalentes en la superficie del virién. En la glicoproteina gp120 se localizan los
sitios de unién a los receptores celulares, el receptor CD4 y los correceptores

CXCR4 (llamado X4) y CCRS (llamado C5). Es a esta proteina a la que se debe

mayoritariamente la variabilidad genética del VIH y su capacidad para escapar a

la respuesta inmune tanto humoral como celular, por ser la que estd més
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expuesta en la superficie del virus. Por su parte, la glicoproteina gp4l o
transmembrana actlia como anclaje a la membrana lipidica, localizandose en su
extremo amino terminal una zona hidréfoba altamente conservada requerida
para la fusion de la membrana virica y la membrana plasmatica celular durante
el proceso de entrada del virus en la célula hospedadora.
- Los genes reguladores y auxiliares son codificados por seis fragmentos de
lectura abierta solapante. Los genes Tat y Rev son necesarios para la replicacion
virica en todas las células infectadas. El gen Tat codifica una proteina de 14 kDa
que aumenta la expresion de los genes del VIH. El gen Rev codifica una
proteina de 19 kDa que facilita el transporte al citoplasma de los ARNm. La
proteina Nef, de 210 aminoécidos, se asocia con estructuras de membrana e
induce la internalizacion y degradacién de moléculas de CD4 en los lisosomas.
El gen Vif codifica una protefna necesaria para la propagacién del virus en
linfocitos de sangre periférica, macréfagos primarios y algunas lineas celulares
establecidas. El gen Vpr codifica una proteina de 15 kIDa que se asocia con la
proteina de la nucleocdpsida p6. La proteina Vpu es una fosfoproteina que
facilita la disociacion dentro de la célula infectada de la gpl60 y CD4 por
degradacion de la molécula CD4 en el reticulo endopldsmico.

En los extremos 5' y 3' del DNA viral se encuentran la secuencias L'TR (long -
terminal repeats), en las que se localizan importantes regiones reguladoras y que juegan
un papel primordial durante el proceso de retrotranscripcion.

Se han identificado dos clases del virus: VIH-1 y VIH-2, de las que la segunda,
VIH-2, parece ser menos patdgena que la primera y se localiza sobre todo en la zona
occidental de Africa. Es la forma que genera la enfermedad con mayor rapidez, VIH-1,
la que se encuentra més extendida por el planeta y la que méas se ha diversificado.
Existen tres subtipos del VIII-1, denominados M, N y O, aunque mas del 95% de todos
los aislados del VIH a nivel global en la poblacion pertenecen al subtipo M. En funcién
de las diferencias en la secuencia de nucledtidos, en especial en la parte correspondiente
a las proteinas de la envuelta (Env), este subtipo se subdivide a su vez en ocho estirpes
principales, a las que se alude generalmente como clades y que se denominan con las

letras A, B, C, D, F, G, H ¥ J. Los clades B y C representan aproximadamente el 80%

de las infecciones a nivel mundial, siendo el clade B el mas representativo en Europa y
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América del Norte, mientras que el clade C es prevalente en Africa y Asia. Son
abundantes las zonas en las que las dos clases estan presentes en la poblacién (China,
India, Africa subsahariana), por lo que se piensa que las vacunas que contuvieran
antigenos correspondientes a los dos clades, B y C, serfan mucho mas eficaces en dichas
Zonas.

Una posibilidad para el disefio de tales vacunas consiste en la generacion de
moléculas de ADN recombinante que contengan secuencias capaces de expresar
protefnas del VIH, o fragmentos o formas de fusién de las mismas de forma que, al ser
administradas a un individuo, se sintetizan dichas protefnas, fragmentos o formas de
fusion de las mismas y se genera una respuesta inmune contra ella. Dichas moléculas de
ADN recombinante pueden generarse a partir de genomas de virus en los que se han
eliminado o inactivado regiones cuya expresion es necesaria para la replicacion del
virus en las células diana y/o en los gque se han sustituido regiones que codifican
proteinas no imprescindibles para que el virus desarrolle la parte de su ciclo vital que se
desea que tenga lugar en la célula diana. En esos casos, el ADN recombinante puede
administrarse en forma de particulas virales completas que facilitan la transfeccion del
ADN recombinante a la célula diana. De entre los virus que se estan utilizando como
vectores, las formas modificadas del virus Vaccinia estdn entre los vectores virales mds
tentativos para ser aplicados como vacuna recombinante. Algunas de ellas, como el
virus NYVAC, (cuyo genoma se representa en la parte inferior de la Figura 1), han sido
generadas por mutagénesis dirigida con el resultado de la eliminacion de 18 genes del
virus Vaceinia (estitpe Copenhague), aproximadamente 10 kb. Otras, como el virus
Vaccinia modificado de Ankara (MVA), han sido generadas de forma menos
controlada; concretamente, el MVA se ha generado al haber pasado el virus por mas de
570 pases seriados en cultivos primarios de fibroblastos de embrion de pollo (CEF),
lograndose una pérdida del 15% del genoma viral parental (1, 2) que supone deleciones
en genes de los que algunos de elles estéan intactos en el genoma del virus NYVAC
(genes que se indican subrayando su nombre en la Figura 1) y otros han sido
delecionados en ambos vectores (genes que aparecen con el nombre en negrita en la
Figura 1), existiendo también genes que permanecen intactos en el genoma del virus
MVA y que presentan deleciones en el genoma de NYVAC (los genes cuyo nombre

aparece en cursiva en la Figura 1). En el virus MVA, los genes estructurales del virus
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han permanecido inalterados, mientras que genes involucrados en la evasion del sistema
inmune (3), y genes relacionados con el rango de hospedador (2, 4, 5), han sido
delecionados o fragmentados. MVA produce su ciclo infeccioso completo en células
CEF y en células de rifion de Hamster (BHK), mientras que en lineas celulares
humanas, incluyendo las células HeLa, tiene un ciclo abortivo (6, 7). Aunque la
replicacién viral depende del tipo celular, el bloqueo del programa de morfogénesis en
las células no permisivas ocurre en los pasos posteriores a la formacion de formas
virales inmaduras (IV), sin haber alteraciones de la expresion de genes virales
tempranos y tardios (8, 9). En células en cultivo, los recombinantes de MV A producen
niveles similares o mayores de proteina heter6loga que los vectores derivados de la cepa
silvestre del virus Vaccinia WR (Western Reserve) (9-11), lo que le hace interesante
como sistema de expresion. En mamiferos, recombinantes de MVA han demostrado
inducir una inmunidad protectora frente a un amplio espectro de patégenos (6, 12-16),
mostrando las siguientes ventajas como vector de expresion de antigenos heterdlogos:

- Alta seguridad, demostrada cuando se usé en mas de 120000 individuos durante

la campatfia de erradicacion de la viruela en Alemania.

- Avirulento en una amplia variedad de animales en condiciones

inmunosupresoras.

- Poca o nula reaccién sistémica o local tras su inoculaciéon en humanos,

incluyendo individuos de alto riesgo.

- Alta plasticidad y estabilidad de su genoma, lo que permite introducir grandes

cantidades de material génico exdgeno.

- Potente inductor de una respuesta inmune eficaz frente a una gran variedad de

antigenos.

Dada su seguridad y capacidad de producir proteccién, puede ser de gran
utilidad en la generacién de vacunas vivas frente a enfermedades infecciosas y en la
terapia del cancer. Como cualquier otra vacuna dirigida a seres humanos, para llevar a
cabo ensayos clinicos de la posible eficacia como vacunas de vectores derivados del
MVA, es necesario obtener informacidn previa sobre su comportamiento inmunogénico
y su capacidad de conferir proteccion en modelos animales. En el caso del SIDA, sin
embargo, no es sencillo encontrar un modelo animal adecuado. Los modelos habituales

para el estudio de otros diversos trastornos, como pueden ser los ratones, no sirven
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como modelo de infeccidn, al no replicarse en ellos ni el virus de la inmunodeficiencia
humana (VIH) ni el equivalente de simio, el virus de la inmunodeficiencia de simio
(STV), por lo que no son modelos validos para evaluar la capacidad protectora de la
vacunacion. Si es posible, sin embargo, obtener de los ratones informacion previa sobre
¢l comportamiento inmunologico de los vectores en estudio que permita una evaluacién
previa de su posible eficacia y ayude a descartar o considerar interesante continuar con
los ensayos. Ademas, el modelo de ratén transgénico que expresa el antigeno de
histocompatibilidad humano MHC de clase I (HLA-A2) permite demosirar si la
vacunacién confiere presentacion antigénica similar a la humana por parte del HLA-AZ2,
que es prevalente en la poblacién, algo que no se puede hacer, de momento, en
primates, por no disponerse de primates transgénicos para dicho antigeno humano. Los
estudios sobre la capacidad protectora conferida por la vacunacion, sin embargo,
requieren el uso de otros modelos distintos del modelo de raton.

En esa linea, los modelos de primates no humanos se han convertido en una
herramienta fundamental para evaluar en ensayos clinicos las vacunas candidatas contra
el SIDA. La infeccién de chimpancés por el VIH-1 ha presentado grandes limitaciones
como su elevado costo, su poca disponibilidad y la ausencia de sintomas clinicos. Se ha
encontrado que el virus de la inmunodeficiencia de simios (abreviado frecuentemente
como SIV a partir de su nombre en inglés, simian immunodeficiency virus) es un
modelo mucho mads 0til. Se trata de un lentivirus que infecta de forma natural diversos
tipos de primates. Se han descrito cinco subgrupos del mismo. La forma aislada de
macacos Rhesus (Macaca mulatta), a la que se denomina SIVmac, pertenece al primero.
Al igual que sucede con el VIH, su genoma se caracteriza por presentar dos secuencias
LTR en sus extremos 3’ y 5°, en las cuales se encuentra el promotor y las secuencias
reguladoras o de union a factores transcripcionales. Presenta tres marcos de lectura
abierta para proteinas estructurales: gag, pol y env; marcos de lectura abierta para genes
reguladores: nef, tat y rev, y los llamados genes accesorios: vif, vpr y vpx. Los
miembros del subgrupo SIVmac comparten un alto grado de homologia genética con €l
VIH-2.

Existen puntos comunes entre los virus SIV y VIH, entre los que se encuentran
el tropismo celular, la organizacién gendmica, las caracteristicas ultraestructurales, el

modo de transmision, la respuesta del hospedador a la infeccién y los sintomas clinicos
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de 1a enfermedad, con la salvedad de las infecciones asintomaticas. Estas caracteristicas
han propiciado que los modelos basados en el virus SIV sean atractivos para la
evaluacion de la eficacia de candidatos a vacunas y el disefio de nuevas vacunas para
ensayos en humanos.

La infeccion por SIV se caracteriza por un maximo de viremia en las dos
primeras semanas, con una disminucién de los niveles virales hasta un punto que es
variable y del cual dependera la progresién de la enfermedad. El periodo de incubacion
viral es menor que en la infeccion por VIH. La variabilidad en la progresion de la
enfermedad depende de la heterogeneidad genética de los macacos usados en los
estudios, asi como del virus empleado en ¢l desafio y la ruta de exposicioén (intravenosa,
mucosa o perinatal). Ante la infeccién por SIV, la respuesta del hospedador es parecida
a la generada contra el VIH, pero difiere en la especificidad de los anticuerpos
neutralizantes contra los antigenos de la envoltura.

Fl STV presenta varias desventajas como modelo. En primer lugar, es un virus
diferente al VIH; por tanto, las proteinas de la envuelta, que son el blanco fundamental
de los anticuerpos neutralizantes, son muy divergentes en ambos modelos. Otro dato a
afiadir es que el SIV usa s6lo el correceptor CCRS para entrar en la célula, mientras que
el VIH usa, ademas, otros correceptores como CXCR4, CCR2 o CCR3. Por esta y otras
razones, la calidad y la eficacia de un candidato probado en este modelo no se considera
necesariamente extrapolable a seres humanos.

Para soslayar estas desventajas, en 1991 se obtuvo por primera vez un virus
hibrido entre ¢l VIH y el SIV, al que se denominé SHIV (del inglés Simian-Human
Immunodeficiency Virus) (25). Este hibrido contenia los genes env y tat del VIH y el
resto del material genético del SIV. El SHIV fue capaz de infectar macacos Rhesus,
aunque no era capaz de reproducir los sintomas caracteristicos del SIDA en los animales
inoculados.

Con este primer hibrido, se dispuso de un modelo de infeccion en macacos util
para estudios de proteccion contra la infeccidn, si bien este modelo ain no permitia _
conchuir si los candidatos a vacunas eran capaces de proteger contra la enfermedad.
Unos afios mas tarde, a través de pasos sucesivos por macacos y en cultivo, se lograron
aislar variantes agresivas del SHIV capaces no sélo de infectar macacos, sino de

producir un sindrome similar al SIDA. Estas cepas, adaptadas a multiplicarse en los
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animales, provocan deplecion en los linfocitos CD4+ y la muerte de los macacos en
menos de un afio tras la inoculacion. De entre estas variantes del SHIV, una de las mas
comunmente utilizadas es la denominada SHIV89.6P, obtenida mediante pases seriados
en macacos Rhesus del virus parental SHIV89.6, que contiene los genes gag, pol, vif,
vpx, vpr y nef del virus de simio SIVmac239, mientras que los genes auxiliares tat, rev
y vpu y el gen de las proteinas de la envuelta env proceden de un aislado citopatico del
HIV-1, el HIV89.6 (26,27). Gracias al virus SHIV89.6P y otros similares se cuenta con
un modelo para evaluar la proteccion contra la enfermedad y la muerte conferida por
posibles vacunas en desarrollo.

Gracias a este modelo, varios estudios realizados en macacos han demostrado la
relevancia de recombinantes de MVA como vacuna potencial frente al VIH,
especialmente cuando se utilizan en sistemas combinados de inmunizacién en los que se
emplean dos o mas dosis de vacunacion separadas en el tiempo, suministrandose al
menos en la primera dosis un vector diferente al de las siguientes dosis, aunque los
antigenos expresados a partir de cada uno de los vectores pueden ser los mismos. Para
hacer referencia a estos protocolos de vacunacion en los que se suministra una primera
dosis de desencadenamiento de la respuesta inmune con un vector que da lugar a la
expresién de un antigeno y una o mas dosis de potenciacion o refuerzo de la respuesta
inmune gencrada que contienen un vector diferente, pero que da lugar generalmente a la
expresion del mismo antigeno, se emplea a menudo su denominacién en inglés
prime/boost. Estos protocolos se consideran especialmente adecuados para ser aplicados
para la prevencion o el tratamiento de las infecciones por el virus VIH pues, por una
parte, evitan la administracién de formas vivas atenuadas del virus, recurriéndose solo a
la utilizacion de componentes del mismo; por otra parte, €l uso de vectores de expresion
capaces de introducirse en las células en lugar de recurrir a la administracion directa de
Jas proteinas que expresan posibilita que las proteinas que deben actuar como antigenos
se encuentren presentes en el citoplasma de las células hospedadoras para que se
produzca su procesamiento mediante la ruta de presentacién de antigenos del MHC de
clase I, lo que es necesario para desencadenar una respuesta inmune de células T,
particularmente respuestas citotoxicas inmunes asociadas con linfocitos T CD8"; por
altimo, el uso de vectores diferentes en cada una de las dosis disminuye la probabilidad

de que el vector de vacunacion como tal sea eliminado rapidamente por el sistema
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inmune del hospedador, evitindose la potenciacién de la respuesta inmune dirigida
contra las partes constituyentes del vector que no proceden del microorganismo contra
el que se busca proteccion.

En los estudios con macacos (12), los vectores recombinantes derivados del
MVA estan demostrando ser particularmente atiles para ser utilizados en protocolos
combinados de induccion y potenciacion de la respuesta inmune con vectores diferentes,
en especial cuando el recombinante derivado del MVA se administra en la segunda y/o
en alguna dosis posterior a esta y expresa, al igual que el vector utilizado en la primera
dosis, multiples antigenos de VIH y SIV (Virus de la Inmunodeficiencia de Simio). La
respuesta de células T citotéxicas y de memoria generada demuestra el potencial de los
recombinantes de MVA como vacunas frente al VIH (17).

Por ello, se han disefiado distintos vectores recombinantes, basados en el MVA,
capaces de expresar diversos antigenos del VIH. Intentando buscar formas mas eficaces
para generar una respuesta protectora, se han construido vectores capaces de expresar
mas de una proteina de dicho virus, en ocasiones formando proteinas de fusion. Asi, por
ejemplo, las solicitudes de patente WO 02/072754 y WO 2004/087201 describen en
general vectores derivados del MVA que expresan las proteinas Env, Gag y Pol
(rMVA), considerando como una opcién adicional la posibilidad de que el antigeno
inmunizante incluya también secuencias de vif, vpr, tat, rev, vpu o nef, aunque sin
discutir que la expresion de alguna de esas secuencias tenga gran importancia de cara a
Ia posible respuesta de proteccién generada ni utilizando esa opcion en las realizaciones
de la invencién. Aunque en dichas solicitudes internacionales se menciona que las
secuencias de vif, vpr, tat, rev, vpu o nef, asi como las correspondientes a env, gag y
pol, pueden en general codificar solo fragmentos de la correspondiente proteina, y/o
presentar mutaciones, es una caracteristica definitoria de la invencidén que se intenta
proteger en dichas solicitudes internacionales que el gen env carezea de parte o de la
totalidad de los nucledtidos que codifican el dominio citoplasmatico de gp41. El estado
de la técnica no describe especificamente la posibilidad de que la parte codificante
correspondiente a la proteina gp4l se climine en su totalidad ni discute las
consecuencias que esto tendria. Si se menciona en cambio en los ejemplos de ambas
solicitudes que dichas proteinas de la envuelta, gracias al truncamiento de gp41, ven

facilitada su acumulacién en la membrana de las células que la expresan, lo que se trata
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como un efecto positivo buscado. También se trata como tal la formacién de particulas
stmilares a virus VI en las que estdn presentes proteinas Gag y Env y que se pueden
detectar, entre otras localizaciones, en el exterior de las células en las que las
correspondientes proteinas se han expresado. Respecto al lugar de insercion de las
secuencias expresadas, no se menciona que éste tenga una importancia especial salvo
para manifestar como positivo el hecho de que la eleccion del sitio de la delecion 111
como uno de los lugares en los que se insertan secuencias permite que el recombinante
MVA siga siendo TK". Ello implica que el vector recombinante MVA descrito en dicho
estado de la técnica exprese timidina quinasa y, por consiguiente, mantenga upa cierta
virulencia. Tampoco se discute que tenga relevancia alguna que se utilice mas de un
lugar de insercién para incluir en el vector las secuencias que codifican los antigenos
que se desean expresar, no describiéndose pruebas para demostrar la estabilidad de
dichos vectores.

La solicitud de patente WO 2004/035006 describe también vectores derivados
de MVA que contienen secuencias codificantes de varias proteinas de VIH que se
expresan en forma de proteinas de fusién, concretamente una fusién Gag-Pol y una
fusion nef-tat, pero el enfoque es aqui diferente al de las solicitudes internacionales
anteriormente comentadas: se busca que no haya empaquetamiento en proteinas virales,
para lo cual la solucién propuesta es que al menos una de las secuencias codificantes de
proteinas del VIH esté unida a una secuencia lider heter6loga, siendo la del tPA la que
se elige para las realizaciones correspondientes a vectores derivados del MVA y
promoviéndose de esta manera la secrecién de las protefnas sintetizadas. Para la
insercion de las secuencias, ademds, se muestra preferencia por el sitio de la delecion
TI1, utilizandose de nuevo en un mismo vector un segundo lugar de insercion de
secuencias adicionales, el de la delecién I, para una proteina de fusion tPA-nef-tat, sin
considerar que esto pueda tener consecuencias para la estabilidad del vector ni realizar
experimentos para verificar que realmente sea estable. Ademas, la tnica forma
considerada para la secuencia env, delta V2 env, donde posee deleciones es en la parte
correspondiente a la proteina gp120, no considerdndose de nuevo la posibilidad de
eliminar la proteina gp41 ni las posibles consecuencias derivadas de ello.

La presente invencién, por su parte, proporciona distintos vectores

recombinantes, basados en el MVA, capaces de expresar diversos antigenos del VIH,
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que responden a un enfoque diferente a los descritos en solicitudes anteriores. Estos
vectores recombinantes derivados del MVA poseen secuencias que permiten la
expresion simultdnea de la proteina gpl20 y de una proteina de fusién Gag-Pol-Nef.
Tanto la secuencia que expresa la proteina gp120 como la secuencia correspondiente a
la proteina de fusion Gag-Pol-Nef se encuentran insertadas en un mismo lugar, el
correspondiente al gen de la timidina quinasa, con lo que se aumenta la estabilidad de
los vectores al utilizar un Unico sitio de insercidn con respecto a otros vectores
derivados también del MVA que contienen varias secuencias codificantes de proteinas
del VIH, dado que estos ultimos, al llevar insertas cada una de las secuencias en un
lugar diferente del MV A, pierden con facilidad los insertos presentes en ellos. Ademas,
la utilizacién especifica del locus de la timidina quinasa como lugar de insercion da
lugar a que los vectores de la invencién sean virus recombinantes derivados del MVA
que presentan una mayor seguridad para ser utilizados como vacunas, por carecer de un
gen, el de la timidina quinasa, involucrado en virulencia. A diferencia de lo descrito en
solicitudes como WO 02/072754 y WO 2004/087201, la expresion de la proteina gp120
en ausencia de secuencias correspondientes a la proteina gp41, permite su liberacion al
medio extracelular pocas horas después de su sintesis en el citoplasma de la célula
infectada, facilitdindose con ello la induccién tanto de respuesta humoral como celular
frente a esta proteina, la que mayor variabilidad presenta en su secuencia enire los
distintos clades. Los virus recombinantes de la presente invencidn expresan al menos
cuatro antigenos: Env, Gag, Pol y Nef, por considerarse que un vector que exprese esos
cuatro antigenos es mucho mas eficaz que vectores recombinantes capaces de expresar
s6lo alguno de dichos antigenos o incluso otros, por la capacidad de los antigenos
elegidos para inducir respuestas celulares especificas y por la menor diversidad genética
entre aislados del VIH en lo que a las secuencias de Gag, Pol y Nef se refiere. Ademas,
se considera una caracteristica particularmente importante de la invencion la presencia
de secuencias correspondientes al gen regulador nef, junto con las correspondientes a
los genes estructurales gag, pol y env, pues se expresa en etapas tempranas del ciclo del
VIH y la generacién de una respuesta celular frente a sus productos se considera
necesaria para aumentar el repertorio de defensa inmunolégica contra el VIH y
conseguir una respuesta protectora adecuada que permita el control inmunolégico de la

infeccién por el VIH-1. La asociacién de las secuencias codificantes de gag, pol y nef se
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ha realizado en los vectores de la invencién de forma que se generara una proteina de
fusion que mantuviera todos los epitopos con capacidad para generar respuesta celular,
posibilitando una mayor presentacién antigénica que ofros vectores que expresan
fusiones que corresponden sblo a las proteinas Gag y Pol, pero generdndose una
proteina de fusién que no se proteoliza por accién de la proteasa viral, no da lugar a la
formacién de particulas virales y que, al contrario de lo que sucedia con las proteinas
expresadas en otros vectores de la técnica anterior, se acumula en ¢l citoplasma en
forma de una poliproteina estable. El uso de un promotor sintético idéntico para dirigir
la expresion tanto de la proteina gp120 como de la fusion Gag-Pol-Nef, promotor que se
elige para que permita la expresion de las correspondientes protefnas tanto a tiempos
tempranos como a tiempos tardios durante la replicacién del- MVA, permite la expresion
simultanea de las secuencias de la gp120 y de la proteina quimérica Gag-Pol-Nef, su
acumulacion a lo largo del ciclo de infeccion del MV A y el procesamiento antigénico de
las mismas a tiempos tempranos y tardios.

Un grupo de los vectores de la invencion han sido diseflados especificamente
para la vacunacién de seres humanos. En estos vectores, tanto la secuencia de la
proteina gpl120 como la secuencia de la proteina de fusién Gag-Pol-Nef se han generado
a partir de secuencias del virus de la inmunodeficiencia humana VIH-1. La utilizacién
para la generacién de los vectores recombinantes de secuencias obtenidas
especificamente de aislados naturales y que preferentemente pertenecen a los clades del
VIH-1 mas representados en la naturaleza, B y C, posibilita ademds una vacunacion
mundial més representativa de la poblacién infectada o en riesgo. Por todo ello, el uso
de estos vectores para vacunacion, de forma aislada o como parte de protocolos de
inmunizacién en los que se suministran vectores codificantes de antigenos en varias
dosis espaciadas en el tiempo, se ha considerado que puede ser de especial utilidad para
ayudar a contener la expansién del virus VIH. Ademas, estos vectores derivados del
virus MVA representan tanto una alternativa a construcciones similares derivadas del
virus NYVAC como un complemento util para la utilizacién de cada uno de los
mencionados vectores recombinantes en fases diferentes de protocolos de inmunizacién
en los que se suministra una o dos dosis para desencadenar la respuesta inmune y una o
mas dosis sucesivas para potenciarla, pues las pruebas realizadas hasta ahora por el

grupo de los inventores muestran que, ademas de diferir en su genoma y en la respuesta
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inmune que generan en ratones frente a los antigenos del VIH gpl120 y Gag-Pol-Nef,
ambos vectores manifiestan un comportamiento diferencial en cultivos celulares y
modelos animales (induccién de diferentes patrones de expresion de genes humanos en
células HeLa, menor induccién por parte del MV A de apoptosis que el vector NYVAC,
induciendo éste ultimo mayor destruccion celular y respuesta humoral contra si mismo
(28)) que hace predecible que su comportamiento sea diferente también fras la
administracién a seres humanos como vacunas de vectores recombinantes generados a
partir de cada uno de ellos.

Tal como se describe mds adelante en Ejemplos de la presente memoria, los
ensayos realizados en ratones demuestran la capacidad inmunogénica de estos vectores
de la invencién disefiados para la vacunacién de seres humanos y, en particular, de las
dos realizaciones de vectores de la invencion con las que se llevaron a cabo los ensayos,
los vectores MVA-B v MVA-C. Sin embargo, para poder evaluar su capacidad para
conferir proteccion para controlar la infeccion por el VIH, es necesario acudir a un
modelo de primates no humanos, como puede ser el de los macacos Rhesus
anteriormente  descritos, que sean sometidos a un  protocolo  de
desencadenamiento/potenciacion de la respuesta inmune y en los que se evalle
posteriormente la capacidad para controlar la infeccion que la respuesta inmune
generada sea capaz de conferir tras “desafiar” la misma mediante la inoculacion de un
virus capaz de infectar a los macacos y de dar lugar en ellos a sintomas similares a los
del SIDA, desafio para el cual serfa adecuada una de las variantes patogénicas del SHIV
cuya existencia se menciond anteriormente. Este tipo de ensayos, sin embargo, no
pueden realizarse con los vectores de la invencion disefiados para la vacunacion de seres
humanos, vectores cuyos insertos codifican proteinas exogenas al virus MVA que
derivan todas eflas de secuencias de protefnas propias del VIH-1, sino que requicren la
generacion de vectores especiales que cumplan varias condiciones:

a) contener secuencias codificantes retrovirales del mismo origen que las
contenidas en el virus que vaya a utilizarse en el desafio, virus que puede ser
el SHIV, de manera que la secuencia correspondiente al gen env procederd
del VIH-1 mientras que las posibles secuencias correspondientes a otros

genes, como puedan ser gag, pol o nef, procederan del SIV);
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b) presentar la misma estructura de organizacidén génica, sitio de insercién y
promotores que los vectores disefiados para uso en humanos con los que se
guieren comparar.

El cumplimiento de estas condiciones permite que el estudio sea factible y que
se puedan extrapolar de sus resultados el comportamiento esperable al utilizar en seres
humanos los vectores con los que se los quiere comparar. La presente invencion
proporciona también vectores que permiten valorar la capacidad protectora que podria
generarse en seres humanos que fueran vacunados con virus recombinantes de la
invencion, derivados de MVA y con secuencias exdgenas derivadas todas ellas de
secuencias de proteinas del VIH-1. Adicionalmente, se proporcionan también vectores
recombinantes andlogos construidos a partir de otro derivado de poxvirus, el NYVAC,

para poder comparar el efecto de ambos.

DESCRIPCION DE LA INVENCION

La invencién proporciona nuevos vectores recombinantes derivados del virus
MVA capaces de expresar simultdncamente una forma de la proteina Env del VIH-1
que carece de la parte correspondiente a la proteina gp4l y una proteina de fusion
correspondiente a las proteinas Gag, Pol y Nef del VIH-1 que no se proteoliza por
accion de la proteasa del VIH, estando la secuencia correspondiente a la proteina Env y
la secuencia correspondiente a la proteina de fusion Gag-Pol-Nef bajo el control de
promotores idénticos e insertadas ambas en el mismo lugar de insercion del vector.
Estos vectores de la invencidn, en los que las secuencias codificantes de antigenos
exogenos al MVA se derivan todas ellas de secuencias propias del virus de la
inmunodeficiencia humana 1 (VIH-1), han sido disefiados para poder fabricar con ellos
medicamentos que sirvan como vacunas preventivas o terapéuticas contra el SIDA en
seres humanos a los que se les administre; por ello, para diferenciarlos de los vectores
de la invencién que se describirdn mas adelante, que comprenden secuencias derivadas
del SIVmac y han sido disefiados para ser administrados a macacos, en la presente
memoria se alude en ocasiones a estos primeros vectores de la invencion con
expresiones del tipo “los vectores de la invencién disefiados para la vacunacion de seres
humanos”, “los vectores derivados del virus MVA disefiados para la vacunacién de

seres humanos”, “los vectores de la invencién disefiados para ser utilizados en seres
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humanos”. Por claridad de la descripcion, en ocasiones se alude a ellos tambicn
describiendo la composicién de su genoma, con expresiones del tipo “los vectores en
los que las secuencias codificantes de antigenos exdgenos al MVA se derivan todas
ellas de secuencias propias del VIH-17.

Asi, la invencién se refiere también tanto a composiciones que contienen dichos
vectores recombinantes como al uso de dichos vectores para la fabricacién de un
medicamento destinado a ser utilizado como vacuna para ayudar a prevenir o tratar una
infeccion provocada por el virus VIH.

La expresion de la proteina Env sintetizada a partir de los vectores de la
invencién da lugar a proteinas gp120 no asociadas a proteinas gp41 o fragmentos de la
misma, facilitindose con ello su salida de la célula y su liberacion al medio, lo que hace
mds probable la activacién de las células B y la producciéon de anticuerpos
neutralizantes frente al VIH. En las realizaciones preferidas de los vectores de la
invencion, la secuencia de nucledtidos correspondiente a la proteina Env que forma
parte de los vectores de la invencién codifica una proteina gp120 completa, habiéndose
delecionado toda la secuencia del gen env que en la secuencia natural de dicho gen
aparece tras el tiltimo triplete correspondiente a la proteina gp120, eliminando con ello,
la totalidad de la secuencia codificante correspondiente a la proteina gp41.

En cuanto a la protefna de fusién de Gag, Pol y Nef, estd disefiada de manera
que no d¢ lugar a la formacién de particulas similares a particulas virales. La forma
utilizada para la construccién de las realizaciones de la invencién que se describen con
detalle en la presente memoria se acumula en ¢l citoplasma de las células infectadas con
los vectores recombinantes de la invencion en forma de poliproteina, sin experimentar
el procesamiento caracteristico del virus VIH provocado por la proteasa viral que daria
lugar a su escisibn en proteinas mas pequefias, aunque posteriormente si va a
experimentar el procesamiento celular que permite la presentacién de péptidos
antigénicos de la protefna de fusién y la generacion de una respuesta inmune contra los
mismos.

_ Se prefiere especialmente que el Iugar del vector en el que se encuentran
insertadas la secuencia correspondiente a la proteina Env y la secuencia correspondiente
a la proteina de fusién Gag-Pol-Nef sea ¢l gen de la timidina quinasa, gen que queda

inactivado por la presencia de las secuencias en él insertadas, aumentandose con ello la
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seguridad de los vectores de la invencion para ser suministrados a individuos con el
proposito de generar en ellos una respuesta inmune frente al VIH.

En las realizaciones preferidas de estos vectores de la invencion, diseflados para
la vacunacién de seres humanos, la secuencia codificante de la proteina de fusién Gag-
Pol-Nef se genera a partir de secuencias de proteinas Gag, Pol y Nef para las que se
deduce una secuencia de ADNc utilizando codones de lectura frecuentes en mamiferos,
buscando con ello aumentar los niveles de expresién de la proteina de fusién. Ademas,
en la secuencia codificante de la proteina de fusion se provocan modificaciones respecto
a las secuencias naturales, para aumentar su inmunogenicidad y su seguridad. Las
modificaciones por las que se tiene mayor preferencia incluyen la inactivacién por
mutagénesis del hugar activo de la proteasa y la eliminacién mediante delecion del lugar
activo de la integrasa, la realizacion de deleciones en el gen nef y su insercién en la
region codificante de la RT, la traslocacién del lugar activo de la RT al extremo C-
terminal de la proteina de fusidn y la fusién de la secuencia del gen gag en fase de
lectura con pol-nef, creando una desviacion de una fase de lectura e introduciendo un
cambio de glicina a alanina para prevenir la formacién de particulas semejantes a virus.
De entre ellas, se prefiere especificamente las modificaciones realizadas para generar la
secuencia correspondiente a la proteina de fusion descritas por Didierlaurent A. ef af.
(18). Un esquema de los elementos que conforman una proteina de fusién Gag-Pol-Nef
que cumple todas estas caracteristicas se muestra en la zona inferior de la Figura 40,
marcada como GagPolNef (gpn).

En las realizaciones preferidas de los vectores de la invencion disefiados para la
vacunaciéon de seres humanos, ¢l promotor se escoge de manera que permitan la
expresién de la proteina Env y de la proteina de fusién Gag-Pol-Env tanto en etapas
tempranas como tardias del ciclo infectivo del virus MVA. El promotor sintético
temprano/tardio de poxvirus pE/L (19) es la opcion elegida para las realizaciones mas
preferidas de la invencion, aunque cualquier otro promotor de poxvirus podria utilizarse
igualmente para la construccion de vectores de la invencion.

En una realizacion particularmente preferida de los vectores de la invencion
disefiados para la vacunacion de seres humanos, en los que las secuencias codificantes
de antigenos exdgenos al MVA se derivan todas ellas de secuencias propias del VIH-1,

tanto la secuencia correspondiente a la proteina Env como las secuencias utilizadas para
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generar la secuencia que da lugar a la proteina de fusion Gag-Pol-Nef proceden de
aislados naturales pertenecientes al clade B y/o al clade C. En realizaciones aun mas
preferidas de la invencidn, la secuencia correspondiente a la proteina Env y las
secuencias utilizadas para generar la secuencia que da lugar a la proteina de fusién Gag-
Pol-Nef proceden de aislados naturales pertenecientes a un mismo clade,
preferentemente el clade B o el clade C, pero también se consideran realizaciones de la
invencion aquellas en las que la secuencia correspondiente a la proteina Env procede de
un aislado correspondienie a un clade y las secuencias utilizadas para generar la
secuencia que da lugar a la proteina de fusién Gag-Pol-Nef proceden de un aislado
correspondiente a un clade diferente. Estan incluidas también dentro del alcance de la
invencién aquellas realizaciones en las que al menos una de las secuencias utilizadas
para generar la secuencia correspondiente a la proteina de fusion, es decir, la secuencia
de gag, la secuencia de pol o la secuencia de nef, procede de un aislado diferente,
pudiendo ser diferentes los tres aislados de los que se obtiene cada una de las
correspondientes secuencias codificantes e, incluso, no pertenecer al mismo clade. Las
composiciones de la invencién que contienen vectores recombinantes de la invencion,
destinadas a ser utilizadas en la vacunacién contra el virus VIH, pueden contener
vectores recombinantes generados Unicamente a partir de aislados de un clade concreto,
preferentemente el B o el C, mezclas de vectores recombinantes de distintos clades en
las que cada uno de los vectores se ha construido con secuencias procedentes de
aislados de un vnico clade, vectores idénticos entre si que se han construido a partir de
secuencias procedentes de aislados de clades diferentes o mezclas de cualquiera de los
vectores incluidos dentro del alcance de la invencién. Se prefieren aquellas
composiciones que contengan vectores de la invencién generados a partir de un tmnico
clade, preferentemente el B o el C, o mezclas de vectores generados a partir de aislados
del clade B y vectores generados a partir de aislados del clade C. Las composiciones
que contengan tanto vectores generados a partir de aislados del clade B y vectores
generados a partir de aislados del clade C deberian ser de especial utilidad para ser
utilizadas para la prevencion y/o el tratamiento de la infeccién por el VIH en aquellas
zonas en las que ambos clades estan representados de forma significativa.

En las realizaciones de la invencién cuya construccién se describe en los

ejemplos de la presente memoria, la secuencia correspondiente a la proteina Env se
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encuentra insertada en sentido opuesto con respecto al sentido de la transcripcion de la
proteina de fusion Gag-Pol-Nef, encontrandose los promotores correspondientes a cada
una de las secuencias correspondientes a proteinas del VIH insertados en orientaciones
opuestas y en la zona mas interna del inserto. Cada uno de los vectores de la invencion
disefiados para la vacunacion de seres humanos cuya construccién se describe se
generaron a partir de aislados naturales correspondientes a clades diferentes. El primero
de ellos, MVA-B, permite la expresion de una forma del gen env obtenida a partir del
aislamiento del VIH BXO08, procedente de Europa, v una proteina de fusién Gag-Pol-
Nef que resulta de la traduccion de una secuencia polinucieotidica generada a partir de
secuencias correspondientes a gag, pol y nef del aislamiento IIIB, que forma parte,
como el aislamiento BX08, del clade B. El segundo de los vectores, MVA-C, permite la
expresion una forma del gen env obtenida a partir del aislamiento del VIH CN54,
procedente de China, y una proteina de fusion Gag-Pol-Nef que resulta de la traduccién
de una secuencia polinucleotidica generada a partir de secuencias correspondientes a
gag, pol y nef del mismo aislamiento CN54, que forma parte del clade C. Las
secuencias de aminoacidos expresadas a partir de cada uno de los genes env contenidos
en los vectores derivados de MVA reproducen la secuencia completa de las proteinas
gp120 correspondientes a los virus del aislamiento BX08, en el caso del MVA-B, y a
los virus del aislamiento CN54 en el caso del MVA-C. La construccion de estos
vectores y la evaluacion de su capacidad inmunogénica en ratones se describen con mas
detalle con ayuda de las Figuras 1 a 38 v los Ejemplos 1 a 32 que aparecen mds adelante
en la presente memoria. '

Sin embargo, como se ha comentado anteriormente, los ratones no son un
modelo adecuado para evaluar la capacidad para controlar la infeccién del VIH que los
vectores de la invencidn sean capaces de conferir a seres humanos inmunizados con
ellos. Para ello es mas adecuado recurrir a animales evolutivamente més proximos a los
seres humanos, como pueden ser primates no humanos tales como los macacos Rhesus,
a los que se les inocule un virus capaz de infectar a dichos animales y de producir en
ellos un sindrome similar al SIDA, caracteristicas que cumplen algunas variantes
patogénicas del virus SHIV como puede ser la denominada SHIV89.6P. Desafiar la
respuesta inmunogénica producida por uno o mas vectores de vacunacion con una

variante del virus SHIV implica que la inmunizacion no puede realizarse con los
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vectores de la invencién anteriormente descritos, que estan disefiados para expresar
proteinas derivadas de secuencias propias del virus contra cuya infeccién se busca
proteccidn , el VIH-1, pues no se reproducirian en el ensayo las condiciones del proceso
que sucederia en un ser humano. Por ello, la evaluacién de la capacidad de control de la
infeccién que puedean conferir los vectores de la invencién disefiados para la
vacunacion de seres humanos requiere la generacion de vectores especiales que
cumplan varias condiciones:

a) contener secuencias codificantes retrovirales del mismo origen que las
contenidas en el virus que vaya a utilizarse en el desafio, virus que puede ser
el SHIV, de manera que la secuencia correspondiente al gen env procedera
del VIH-1 mientras que las posibles secuencias correspondientes a otros
genes, como puedan ser gag, pol o nef, procederan del SIV);

b) presentar la misma estructura de organizacién génica, sitio de insercidn y
promotores que los vectores disefiados para uso en humanos con los que se
quieren comparar.

La invencion proporciona también vectores que cumplen estas caracteristicas,
que son también un objeto de la presente invencion. Asi, la invencidn se refiere tambi¢n
a nuevos vectores recombinantes derivados del virus MVA capaces de expresar
simultdneamente una forma de la proteina Env del VIH-1 que carece de la parte
correspondiente a la proteina gp4! y una proteina de fusién que contiene secuencias de
las proteinas Gag, Pol y Nef del virus de la inmunodeficiencia de simio SIV, estando la
secuencia correspondiente a la proteina Env y la secuencia correspondiente a la proteina
de fusién Gag-Pol-Nef bajo el control de promotores idénticos e insertadas ambas en el
mismo lugar de insercién del vector. En estos vectores, por tanto, a diferencia de los
vectores de la invencion disefiados para la vacunacién de seres humanos la proteina de
fusién correspondiente a las proteinas Gag, Pol y Nef no se sintetiza a partir de
secuencias procedentes de VIH-1, sino de secuencias procedentes del STVmac (virus de
la inmunodeficiencia de simio aislado de macacos). Ello permite su utilizacidon en
protocolos de inmunizacién de macacos y el posterior desafio de la inmunidad creada
con un virus SHIV patégeno en el que la secuencia del gen env deriva de la
correspondiente secuencia de un aislado del VIH-1, mientras que las secuencias

correspondientes a los genes gag, pol y nef correspondan al virus de simio que infecta a
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macacos. De esta manera, al cumplirse la condicién de que las secuencias codificantes
retrovirales contenidas en los vectores de la invencién disefiados para realizar ensayos
en macacos tengan su origen en el mismo tipo de virus que las presentes en el retrovirus
que vaya a ufilizarse en el desafio, la inmunidad generada frente a las proteinas
sintetizadas a partir de dichos vectores podrd servir para controlar la infeccion
desencadenada por el retrovirus gue se inocule en el desafio.

Para que tenga sentido el establecimiento de paralelismos enfre los resultados
observados en macacos y los que podrian esperarse en seres humanos, los vectores de la
invencién diseflados para realizar ensayos en macacos cumplen la condicion de
presentar la misma estructura de organizaciéon génica, sitio de insercién y promotores
que los vectores de la invencién disefiados para la vacunacion de seres humanos con los
que se quieren comparar. De acuerdo con ello, de forma andloga a los vectores en los
que las secuencias codificantes de antigenos exdgenos al MVA se derivan todas ¢llas de
secuencias propias def VII-1, la expresion de la proteina Env sintetizada a partir de los
vectores de la invencién disefiados para ser utilizados en macacos da lugar a proteinas
gp120 no asociadas a proteinas gp41 o a fragmentos de la misma, facilitindose con ello
su salida de la célula y su liberacion al medio, lo que hace mds probable la activacion de
las células B y la produccién de anticuerpos neutralizantes frente al VIII. En las
realizaciones preferidas de la invencidn, la secuencia de nucledtidos correspondiente a
la proteina Env que forma parte de los vectores de la invencion codifica una proteina
gp120 completa, habiéndose delecionado toda la secuencia del gen env que en la
secuencia natural de dicho gen aparece fras el dltimo triplete correspondiente a la
proteina gpl20, eliminando con ello, la totalidad de la secuencia codificante
correspondiente a la proteina gp41. Un esquema referente a la secuencia de la proteina
Env que forma parte de los vectores de la invencion se muestra en la parte superior de la
Figura 40. Es el dltimo grafico el que corresponde a la secuencia de una proteina gp120
expresada a partir de vectores de la invencion, en la que se ha eliminado la totalidad de
la secuencia codificante correspondiente a la proteina gp4l, mientras los graficos
previos representan proteinas de la envuelta con secuencias correspondientes a la
proteina gp41.

En cuanto a la proteina de fusién de Gag, Pol y Nef, también de forma analoga a

la proteina homdloga sintetizada a partir de los vectores en los que la correspondiente
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secuencia codificante deriva de secuencias propias del VIH-1, estd disefiada de manera
que no dé lugar a la formacién de particulas similares a particulas virales. La forma
utilizada para la construccién de las realizaciones de los vectores de la invencién que se
describen con detalle en la presente memoria se acumula en el citoplasma de las células
infectadas con los vectores recombinantes de la invencion en forma de poliproteina, sin
experimentar el procesamiento caracteristico del virus VIH provocado por la proteasa
viral que daria lugar a su escision en proteinas mas pequefias, aunque posteriormente si
va a experimentar ¢l procesamiento celular que permite la presentacién de péptidos
antigénicos de la proteina de fusidn y la generacion de una respuesta inmune contra los
Mismos.

Tal como se ha comentado anteriormente, la utilidad principal de los vectores de
la invencion que comprenden secuencias derivadas del SIVmac es la de ser utilizados en
protocolos de inmunizacion para extraer datos sobre la posible utilidad como vacunas de
vectores disefiados para ser administrados a seres humanos, que deben tener la misma
estructura de organizacién génica, promotores y sitio de insercion. Es por ello que las
realizaciones equivalentes a las realizaciones preferidas de los vectores de la invencion
disefiados para la vacunacién de seres humanos (exceptuando las que se refieren a
aislados del VIH-1 como origen preferido de las secuencias codificantes de las proteinas
Env y Gag-Pol-Nef) son también realizaciones preferidas de los vectores disefiados para
realizar ensayos en macacos. Asi, se prefiere especialmente que el lugar del vector en el
que se encuentran insertadas la secuencia correspondiente a la proteina Env y la
secuencia correspondiente a la proteina de fusién Gag-Pol-Nef sea el gen de la timidina
quinasa, gen relacionado con la virulencia que queda inactivado por la presencia de las
secuencias en él insertadas, aumentandose con ello la seguridad de los vectores.

En las realizaciones preferidas, la secuencia codificante de la proteina de fusion
Gag-Pol-Nef se genera a partir de secuencias de proteinas Gag, Pol y Nef para las que
se deduce una secuencia de ADNc utilizando codones de lectura frecuentes en
mamiferos, buscando con ello aumentar los niveles de expresion de la proteina de
fusion. Ademas, en la secuencia codificante de la proteina de fusion se han provocado
modificaciones respecto a las secuencias naturales, para aumentar su inmunogenicidad y
su seguridad. Las modificaciones por las que se tiene mayor preferencia incluyen la

inactivacion por mutagénesis del lugar activo de la proteasa y la eliminacion mediante
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delecién del lugar activo de la integrasa, la realizacion de deleciones en el gen nef y su
insercion en la regién codificante de la RT, la traslocacion del Ingar activo de la RT al
extremo C-terminal de la proteina de fusidn y la fusion de la secuencia del gen gag en
fase de lectura con pol-nef, creando una desviacion de una fase de lectura e
introduciendo un cambio de glicina a alanina para prevenir la formacion de particulas
semejantes a virus. De entre ellas, se prefiere especificamente las modificaciones
realizadas para generar la secuencia correspondiente a la proteina de fusién descritas por
Didierlaurent A. et al (18). Tal como sucedia en el caso de las proteinas Gag-Pol-Nef
derivadas de secuencias propias del VIH-1, las proteinas de fusién Gag-Pol-Nef que
cumplen todas estas caracteristicas, aunque derivadas en este caso de secuencias propias
del SIVmac, estan representadas por el esquema que se muestra en la zona inferior de la
Figura 40, marcada como GagPolNef (gpn).

En las realizaciones preferidas de la invencion, el promotor se escoge de manera
que permitan la expresion de la proteina Env y de la proteina de fusion Gag-Pol-Env
tanto en etapas tempranas como tardias del ciclo infectivo del virus MVA. El promotor
sintético temprano/tardio de poxvirus pE/L (19) es la opcién elegida para las
realizaciones mdas preferidas de la invencién, aunque cualquier otro promotor de
poxvirus podria utilizarse igualmente para la construccion de vectores de la invencion.

En los Ejemplos 1 y 19 se describe, respectivamente, la construccién de los
vectores denominados MVA-B y MVA-C, que suponen sendas realizaciones de
vectores de la invencion, disefiados para la vacunacién de seres humanos, que cumplen
todas las caracteristicas preferidas para estos vectores de la invencién. En ellos, la
secuencia correspondiente a la proteina Env se encuentra insertada en sentido opuesto
con respecto al sentido de la transcripcién de la proteina de fusion Gag-Pol-Nef,
encontrandose los promotores correspondientes a cada una de las secuencias
correspondientes a proteinas del VIH insertados en orientaciones opuestas y en la zona
mas interna del inserto. Para poder extraer datos sobre la posible proteccién que estos
vectores conferirian a seres humanos vacunados con ellos, en la presente memoria se
describe la construccidn de un vector, obtenido igualmente a partir del MV A, que posee,
igualmente insertado en el locus de timidina quinasa, un inserto que comprende la
secuencia codificante de una proteina de fusion Gag-Pol-Nef generada a partir de

secuencias del virus STVmac en la que se han realizado todas las modificaciones antes
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mencionadas, detalladas en la publicacién de Didierlaurent ef al. (18) y bajo el control
de un promotor sintético temprano/tardio pE/L, asi como la secuencia codificante de
una proteina gpl20, procedente de un virus VIH-1, que carece totalmente de parte
codificante correspondiente a la proteina gp41, igualmente bajo el control de un
promotor sintético temprano/tardio pE/L, estando los promotores correspondientes a
cada una de las secuencias correspondientes a proteinas del VIH insertados en
orientaciones opuestas y en la zona mas interna del inserto. A los vectores que cumplen
estas caracteristicas se les ha denominado, de forma general MVA-SHIV,

Para realizar el desafio posterior a la administracion del vector MVA-SHIV cuya
construccion se describe en la presente memoria, se ha elegido el virus quimérico de
simio y humano SHIV89.6P. Por ello, para poder realizar los experimentos de
valoracion de la protecciéon conferida por la inmunizacidn con el vector en condiciones
dptimas, se ha construido un vector MVA-SHIV cuyo genoma contiene un inserto del
que forman parte tanto la secuencia codificante de la proteina 89.6P-gp120, es decir,
una secuencia correspondiente a la proteina Env del virus SHIV89.6P (originariamente
procedente del aislado 89.6 de VIH-1), modificada para que carezca totalmente de la
parte correspondiente a la proteina gp41, como secuencias codificantes de los antigenos
Gag, Pol y Nef de dicho virus SHIV89.6P (originariamente procedentes del virus de la
inmunodeficiencia de simio, aislado de macacos, SIVmac239), a partir de las cuales se
ha generado la secuencia correspondiente a la proteina de fusién SIVgpn realizando en
ellas las modificaciones preferidas de la invencién. Es por ello que al vector construido
de esta manera se le denomina especificamente MV A-89.6P-SIVgpn o, de forma mas
detallada, MV A-gp120-HIV89.6p-SIVmac239-gag-pol-nef.

Tanto en los Ejemplos que describen los ensayos de inmunogenicidad realizados
con los vectores MVA-B vy MVA-C, como en los Ejemplos encaminados a valorar la
capacidad inmunogénica de los vectores de la invencidn disefiados para realizar ensayos
en macacos y, por afiadidura, su capacidad para conferir proteccién frente a infecciones
causadas por el SHIV, se ha considerado adecuado disponer también de un control
positivo con el que evaluar los resultados obtenidos con los vectores derivados de
MVA. Para tal finalidad se han utilizado vectores recombinantes dertvados de NYVAC
con la misma estructura de organizacion génica, sitio de insercidn en el genoma viral (el

locus de timidina quinasa, TK) y los mismos promotores sintéticos tempranos/tardios,



WO 2007/012691 PCT/ES2006/070114

10

20

25

24 .

situados en igual disposicion que en el vector derivado de MVA con los que se desean
comparar: los vectores NYVAC-B (utilizado en los ensayos realizados con MVA-B),
NYVAC-C (utilizado en los ensayos realizados con MVA-C) y un vector adicional,
previsto para realizar ensayos comparativos con los realizados con los vectores
denominados MVA-SHIV, que se ha disefiado especificamente para realizar los ensayos
de evaluacién de la capacidad protectora descritos en la presente memoria, al que se ha
denominado, de forma abreviada, NYVAC-SHIV. Teniendo en cuenta el origen de las
secuencias presentes en su inserto, idéntico al origen de las secuencias presentes en el
inserto del vector denominado MVA-89.6P-SIVgpn o MVA-gpl20-HIV89.6p-
SIVmac239-gag-pol-nef con el que se desea comparar, al vector NYVAC-SHIV
concreto cuya construccion se describe en la presente memoria se le ha denominado
NYVAC-89.6P-SIVgpn o, de forma més detallada, NYVAC-gpl120-HIV89.6-
SIVmac239-gag-pol-nef. Dada su utilidad como control positivo en los ensayos que
constituyen la utilidad principal de los vectores MVA-SHIV de la presente invencion,
los vectores del tipo NYVAV-SHIV estan también comprendidos dentro del alcance de
la presente invencion.

La presente invencién se refiere también a composiciones que contienen
vectores recombinantes de la invencion que comprenden una secuencia codificante de
una forma de la proteina Env del VIH-1 que carece de la parte correspondiente a la
proteina gp41 en su totalidad y una secuencia codificante de una proteina de fusion
Gag-Pol-Nef derivada de secuencias del virus SIVmac, asi como a su uso para valorar la
respuesta inmunologica y la capacidad protectora frente a la infeccién por el VIH
desencadenada por vectores con la misma estructura de organizacién de genes,
promotores y sitio de insercién que se pretendan utilizar para la vacunacion de seres
humanos. La realizacion preferida de esa forma de utilizacion de los vectores de la
invencién consiste en administrirselos a simios, preferiblemente a macacos Rhesus
(Macaca mulatta), en los que se evaluard la respuesta inmunologica producida y la
capacidad protectora generada tras dicha administracién, sometiéndolos posteriormente
a un desafio con un SHIV pat6égeno. Asi se obtiene informacion relevante para valorar
si los resultados indican que merece la pena llevar a cabo la siguiente fase de ensayos
clinicos en seres humanos con los vectores homélogos previstos para la vacunacion de

seres humanos, asi como sobre el procedimiento adecuado para realizar dichos ensayos.
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Preferiblemente, el protocolo que se siga para la administracion de los vectores de la
invencién a macacos respondera al esquema que se tenga previsto seguir para la
vacunacion de seres humanos o a un esquema del cual se desee evaluar su grado de
adecuacion.

Los ensayos de inmunogenicidad realizados con los vectores MVA-B y MVA-
C, descritos posteriormente en Ejemplos de la presente memoria, asi como los ensayos
de proteccién frente a la infeccion de SHIVE9.6P realizados en macacos con el vector
MVA-89.6P-SIVgpn, son un indicativo tanto de la utilidad como vacunas de los
vectores de la invencion disefiados para la vacunacion de seres humanos como de la
validez de los protocolos de inmunizacion utilizados. Por todo ello, son también un
objeto de la preéente invencion los métodos de vacunacion para prevenir o tfratar una
infeccion provocada por el VIH en los que se administra al menos un vector
recombinante de la invencién, derivado del virus MVA, capaz de expresar
simultineamente una forma de la proteina Env del VIH-1 que carece de la parte
correspondiente a la proteina gp41 en su totalidad y una proteina de fusién que contiene
secuencias de las proteinas Gag, Pol y Nef del VIH-1, es decir, uno de los vectores de la
invencién disefiados para la fabricacidn de medicamentos utiles como vacunas
preventivas o terapéuticas contra el SIDA. Los métodos de vacunacion incluidos dentro
del alcance de la invencion pueden comprender una o mas dosis de vacunacidn, siempre
y cuando en una de ellas se administre al menos un vector de la invencion. Se prefieren
los métodos en los que se administra mas de una dosis de vacunacién para desencadenar
0 potenciar la respuesta inmune. De entre ellos, se prefieren especialmente los
protocolos combinados en los que se usan vectores diferentes en la primera dosis de
desencadenamiento de la respuesta inmune y en las dosis sucesivas destinadas a reforzar
la respuesta desencadenada (potenciacién o refuerzo). Dado que los vectores derivados
de MVA parecen ser de mayor utilidad para conseguir una respuesta de proteccién
frente al VIH cuando se suministran en la segunda o en dosis sucesivas destinadas al
refuerzo de la respuesta inmune previamente desencadenada, lo que mas se prefiere es
que al menos un vector recombinante derivado del MVA de la invencion esté presente
en la segunda dosis o en una dosis posterior, pudiendo estar ausente o presente de la
primera dosis de vacunacion. En los casos en los que al menos un vector derivado de

MVA estd presente en la segunda dosis y/o en una dosis posterior de vacunacion, se
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prefiere que al menos un vector administrado en la primera dosis de vacunacidn sea
capaz de expresar las mismas proteinas derivadas del VIH que el vector de la invencion
presente en otra dosis diferente. De ellos, los vectores derivados del virus NYVAC,
NYVAC-B y NYVAC-C y las combinaciones gue comprendan ambos vectores son una
opcion adecuada para ser utilizados en la primera dosis de vacunacién como parte de un
método de vacunacion de la invencion cuando el vector de la invencién administrado en
la segunda y/o en una dosis sucesiva de vacunacion es, respectivamente, el vector de la
invencion que posteriormente se denomina MVA-B o el vector que postertormente se
denomina MVA-C o bien una composicién que comprenda tanto MVA-B como MVA-
C. También son realizaciones preferidas del método de vacunacidén de la invencién
aquellas en las que la primera dosis de vacunacion contiene el vector de ADN desnudo
DNA-B cuando en la segunda dosis y/o en dosis posteriores de vacunacion estd presente
el vector MVA-B de la invencion, asi como aquellas en las que la primera dosis de
vacunacion contiene el vector de ADN desnudo DNA-C cuando en la segunda dosis y/o

en dosis posteriores de vacunacion esta presente el vector MVA-C de la invencion.

La construccion de vectores de la presente invencion y los ensayos en los que se
evalia tanto su capacidad inmunogénica y como su capacidad protectora se describe con
mas detalle con ayuda de las Figuras y los Ejemplos que aparecen mds adelante en la

presente memoria.

BREVE DESCRIPCION DE LAS FIGURAS

La Figura 1 muestra un esquema de los mapas de los genomas de los virus MVA
(parte superior) y NYVAC (parte inferior), en los que la localizacién de los genes
fragmentados se¢ indica mediante un sombreado oscuro, indicandose su denominacién
inmediatamente debajo. Los nombres subrayados corresponden a denominaciones de
genes delecionados en MVA e intactos en NYVAC, los nombres en negrita
corresponden a denominaciones de genes delecionados tanto en MVA como en
NYVAC y los nombres en cursiva corresponden a denominaciones de genes intactos en
MVA y que presentan deleciones en NYVAC. Las letras A a Q situadas sobre cada una

de las representaciones de los genomas se refieren a la denominacion de los distintos
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fragmentos de restriccion generados por la enzima HindlIll al digerir con ella el ADN
gendémico de MVA y NYVAC. RTI: regién terminal izquierda; RCC: region central
conservada; RTD: region terminal derecha.

La Figura 2 muestra un esquema de la construccion del vector plasmidico de
transferencia pLZAW1gp120B/gagpolnef-B-1 y los plasmidos a partir de los cuales se
genera.

La Figura 3 muestra los fragmentos generados en el analisis por PCR del locus
TK del virus MVA-B. La parte superior de la figura muestra un esquema en el que se
representan las posiciones de los oligonucledtidos utilizados como cebadores, los
tamafios estimados de los fragmentos que se generan en la PCR con las diferentes
combinaciones de oligonucleotidos, asi como su localizacion con respecto a los insertos
y las secuencias flanqueantes de los mismos. La parte inferior muestra fotografias de los
geles obtenidos al someter a clectroforesis los productos de las PCR realizadas con
diferentes parejas de cebadores. A: PCR cebada con los oligonucledtidos TK-L y
GPN7649; B: PCR cebada con los oligonucledtidos GPN8170 y E/L; C: PCR cebada
con los oligonucledtidos BX08556/TK-R. Las muestras correspondientes a cada calle
son: 1: pLZAW1gp120B/gagpolnef-B-1; 2: MVA-B; 3: MVA-WT; 4: NYVAC-WT.

La Figura 4 muestra una fotografia de un gel obtenido al someter a electroforesis
los productos resultantes de una reaccion de PCR en la que se utilizaron como
cebadores oligonucledtidos que hibridaban con las secuencias flanqueantes del gen TK.
Las muestras correspondientes a cada calle son: 1: NYVAC-WT; 2: MVA-B; 3: MVA-
WT.

La Figura 5 muestra los resultados del anélisis por transferencia tipo Western de
la expresién de los genes heterdlogos gpl20-BX08 (parte superior de la figura) y
gagpolnef-IIIB (parte inferior de la figura, en la que la proteina gagpolef-IIIB se
abrevia como GPN) desde un vector NYVAC-B (primera calle), desde los stocks P1, P2
y P3 (calles 2-4: P1, P2 y P3) v desde células en las que se habia simulado la infeccién
(calle 5).

La Figura 6 muestra los resultados correspondientes a las pruebas de estabilidad
del vector MV A-B. La parte A muestra los resultados de las inmunotinciones de células
CEF infectadas con el vector MV A-B y tratadas con los anticuerpos anti-WR (fotografia
de la izquierda), anti-p24 (fotografia central) y anti-gp120 (fotografia de la derecha),
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junto con un grafico en el que se representa el total de células tefiidas con cada
anticuerpo. La parte B muestra la deteccion de la expresion de las proteinas gagpolnef-
HIB (fotografia de la izquierda) y gpl120-BX08 (fotografia de la derecha) mediante
transferencia tipo Western y deteccidon con anticuerpos dirigidos contra dichas proteinas
en células infectadas con el virus recombinante NYVAC-B (NYVACB), células en las
que se habia simulado la infeccion (M) y stocks de virus correspondientes a los pases 7
a 10 (P7, P8, POy P10).

La Figura 7 muestra la cinética de expresidn de la proteina gpl20-BX08
obtenida mediante el andlisis con un anticuerpo anti-gp120 del clade B de transferencias
tipo Western correspondientes a muestras tomadas pasadas 4, 8, 16 y 24 horas de una
infeccién con un virus recombinante. La parte superior corresponde a la infeccién con el
virus MVA-B v la inferior a la infeccion con el virus NYVAC-B. Para cada una de las
muestras aparece inmediatamente debajo la intensidad de las sefial lograda al incubar las
muestras con un anticuerpo anti-B-actina (f-act.) P: precipitado; S: sobrenadante; M:
simulacién de infeccidon..

La Figura 8 muestra la cinética de expresién de la proteina gagpolnef-11iB
obtenida mediante el analisis con un anticuerpo anti-p24 del clade B de transferencias
tipo Western correspondiente a muestras tomadas pasadas 6, 18 y 24 horas de una
infeccidén con un virus recombinante. Las calles marcadas como “1” corresponden a
muestras infectadas con el virus NYVAC-B, las calles marcadas como “2” a muestras
infectadas con el virus MVA-B y la calle marcada como M a una muestra en la que se
simuld la infeccion. La flecha indica la posicién de la proteina gagpolnef-IIIB
(abreviada como GPN).

La Figura 9 muestra un grafico que corresponde a la deteccion mediante
ELISPOT expandido de células T secretoras de IFN-y generadas por la inmunizacién de
ratones BALB/c con virus recombinantes a partir de los cuales pueden expresarse las
proteinas gp120-BX08 y gagpolnef-IIIB. En ordenadas se indica el niimero de c€lulas T
secretoras de IFN-y detectadas por cada 10° esplenocitos, especificas para cada uno de
los grupos de péptidos del clade B que se indican en abscisas. Para cada uno de esos
grupos de péptidos, la primera barra corresponde al valor detectado en animales

inmunizados con MVA-B v la segunda a animales inmunizados con NYVAC-B.
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La Figura 10 muestra la produccién de citoquinas detectada en ratones BALB/c
inmunizados con virus recombinantes a partir de los cuales pueden expresarse las
proteinas gp120-BX08 y gagpolnef-1IIB. La parte izquierda corresponde a los niveles de
IFN-y y la derecha a los niveles de IL-10, ambos en pg/ml, detectados en los
sobrenadantes de esplenocitos de animales inoculados con MVA-B (primera barra de
cada uno de los grupos de péptidos) o NYVAC-B (segunda barra de cada uno de los
grupos de péptidos) frente a grupos especificos de péptidos representativos del clade B.

La Figura 11 muestra graficos correspondientes a los niveles de distintos tipos
de células T secretoras de IFN-y y presentes en los esplenocitos de ratones BALB/c
inoculados con MVA-B (primera barra de cada grupo de péptidos) o NYVAC-B
(segunda barra de cada grupo de péptidos) reestimulados por los grupos de péptidos
representativos del clade B indicados en abscisas. El gréfico superior muestra el
porcentaje de celulas T CD8+ que secretan IFN-y, el grafico intermedio el porcentaje de
celulas T CD4+ que secretan [FN-y y el grafico inferior el porcentaje total de células T
CD8+ y T CD4+ que secretan IFN-y, todos ellos detectados por cada 3 x 107
esplenocitos.

La Figura 12 muestra un grafico que corresponde a la deteccion mediante
ELISPOT de células T secretoras de IFN-y generadas por la inmunizacion de ratones
BALB/c con distintas combinaciones de vectores a partir de los cuales pueden
expresarse las proteinas gpl20-BX08 y gagpolnef-IlIB, asi como los resultados
correspondientes a los controles, en todos los casos administrando los vectores
siguiendb protocolos de induccién/potenciacién. En ordenadas se indica el niimero de
células T secretoras de IFN-y detectadas por cada 10° esplenocitos, especificas para
cada uno de los grupos de péptidos del clade B que se indican en abscisas. Para cada
uno de esos péptidos, la primera barra corresponde al valor detectado en animales
inmunizados con DNA-B+MVA-B, la segunda a animales inmunizados con DNA-
B+NYVAC-B, la tercera a animales inmunizados con DNA-B+DNA-B, la cuarta a
animales inmunizados con DNA & +MVA-WT y la tltima a animales inmunizados con
DNA & + NYVAC-WT. Los circulos (s) bajo las barras indican diferencias
significativas (p<0,005) de cada grupo de péptidos respecto al control negativo; la

presencia de asteriscos (¥) indica diferencias significativas (p<0,05) entre los distintos

Zrupos.
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La Figura 13 muestra la produccién de IFN-y, en pg/mi, generada tras la
reestimulacion, con los grupos de péptidos indicados en abscisas, de esplenocitos
extraidos de ratones BALB/c inmunizados mediante protocolos de combinacién de
induccion/potenciacion en los que se incluye el DNA-B en la primera dosis de
iniciacion de la respuesta excepto en la Gltima muestra, que se inocula con ADN sin
inserto (DNA-¢), inoculdandose en la segunda dosis de potenciacion de la respuesta
MVA-B (primera barra de cada grupo), NYVAC-B (segunda rbarra), el DNA-B de
nuevo (tercera barra), MVA-WT (cuarta barra) y NYVAC-WT (quinta barra,
correspondiente a la muestra a la que se le inoculd primeramente DNA-¢).

La Figura 14 muestra la produccion de quimioquinas, en pg/ml, generada tras fa
reestimulacion, con los grupos de péptidos del clade B indicados en abscisas, de
esplenocitos extraidos de ratones BALB/c inmunizados mediante protocolos de
combinacion de induccién/potenciacion en los que se incluye ¢l DNA-B en la primera
dosis de iniciacion de la respuesta salvo en el control, que se noculd con ADN sin
inserto (DNA-¢), inoculdndose en la segunda dosis de potenciacion de la respuesta
MVA-B (primera barra de cada grupo), NYVAC-B (segunda barra), el DNA-B de
nuevo (tercera barra), y NYVAC-WT (cuarta barra, correspondiente al control
inoculado primeramente con DNA-¢). El grafico de la izquierda corresponde a la
concentracion detectada de MIP-1 B y el de la derecha a la concentracién detectada de
RANTES.

La Figura 15 muestra graficos correspondientes a los niveles de distintos tipos
de células T secretoras de IFN-y o TNF-a presentes en esplenocitos reestimulados por
los grupos de péptidos representativos del clade B indicados en abscisas tras haber sido
extraidos de ratones BALB/c¢ inmunizados mediante protocolos combinados de
induccion/potenciacion en los que se incluye el DNA-B en la primera dosis de
iniciacion de la respuesta salvo en los controles, que fueron inoculados con ADN sin
inserto (DNA-$), moculdndose en la segunda dosis de potenciacion de la respuesta
MVA-B (primera barra de cada grupo), NYVAC-B (segunda barra) v el DNA-B de
nuevo (tercera barra), mientras que los controles inoculados con DNA-¢ recibieron en la
segunda dosis MVA-WT (cuarta barra) o NYVAC-WT (quinta barra). La parte superior
corresponde a células productoras de IFN-y y la inferior a células productoras de TNF-

a. Los graficos de la izquierda corresponden a las células CDS8, los graficos



WO 2007/012691 PCT/ES2006/070114

10

15

20

25

30

-31 -

intermedios a las células CD4' y los graficos de la derecha al total de células. En cada
caso, el valor dado se refiere a nimero de células secretoras del tipo correspondiente
(CD§", CD4", total) detectadas por cada 3 x 10° esplenocitos.

La Figura 16 muestra un grafico que corresponde a la deteccion mediante
ELISPOT de células T secretoras de IFN-y especificas para cada uno de los grupos de
péptidos del clade B indicados en abscisas, generadas por la inmunizacién de ratones
BALB/c mediante protocolos de induccidén/potenciacién en los que se combinan
vectores derivados de Vaccinia a partir de los cuales pueden expresarse las proteinas
gpl20-BX08 y gagpolnef-llIB. En ordenadas se indica el nmamero de células T
secretoras. de IFN-y, especificas para cada uno de los grupos de péptidos del clade B que
se indican en abscisas, detectadas por cada 10 esplenocitos. Para cada uno de esos
péptidos, la primera barra corresponde al valor detectado en animales inmunizados con
NYVAC-B+MVA-B, la segunda a animales inmunizados con MVA-B+NYVAC-B y la
tercera a animales inmunizados con MVA-WT+NYVAC-WT.

La Figura 17 muestra la produccidon de IFN-y, en pg/ml, generada tras ia
reestimulacién, con los grupos de péptidos del clade B indicados en abscisas, de
esplenocitos extraidos de ratones BALB/c inmunizados mediante protocolos de
combinacion de induccidén/potenciacion en los que se combinan vectores derivados de
Vaccinia a partir de los cuales pueden expresarse las proteinas gpl20-BX08 y
gagpolnef-I1IIB: NYVAC-B+MVA-B (primera barra), MVA-B+NYVAC-B (segunda
barra) y MVA-WT+NYVAC-WT (tercera barra).

La Figura 18 muestra un grafico que corresponde a la deteccion mediante
ELISPOT de células T secretoras de IFN-y especificas para cada uno de los grupos de
péptidos del clade B indicados en abscisas, generadas por la inmunizacion de ratones
humanizados HHDII mediante protocolos de induccidn/potenciacion en los que se
incluye el DNA-B en la primera dosis de induccion de la respuesta, inoculandose en la
segunda dosis de potenciacién de la respuesta MVA-B (primera barra de cada grupo) o
NYVAC-B (segunda barra). La tercera barra corresponde al control de inoculacidn de
un DNA sin inserto (DNA &) en la primera dosis y MVA-WT en la segunda. Los
circulos (e} bajo las barras indican diferencias significativas (p<0,005) de cada grupo de
péptidos respecto al control negativo; la presencia de asteriscos (*) indica diferencias

significativas (p<0,05) entre los distintos grupos
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La Figura 19 muestra un grafico que corresponde a la deteccion mediante
ELISPOT de células T secretoras de IL-2 especificas para cada uno de los grupos de
péptidos del clade B indicados en abscisas, generadas por la inmunizacién de ratones
HHDII mediante protocolos de induccién/potenciacion en los que se incluye el DNA-B
en la primera dosis de induccién de la respuesta, inoculdndose en la segunda dosis de
potenciacién de la respuesta MVA-B (primera barra de cada grupo) o NYVAC-B
(segunda barra). La tercera barra corresponde al control de inoculacion de un DNA sin
inserto (DNA &) en la primera dosis y MVA-WT en la segunda. Los circulos (#) bajo
las barras indican diferencias significativas (p<0,005) de cada grupo de péptidos
respecto al control negativo; la presencia de asteriscos (*) indica diferencias
significativas (p<0,05) entre los distintos grupos

La Figura 20 muestra un grafico que corresponde a la deteccién mediante
ELISPOT de células T secretoras de IFN-y especificas para cada uno de los grupos de
péptidos del clade B indicados en abscisas, generadas por la inmunizacién de ratones
humanizados HHDII mediante protocolos de induccién/potenciacién en los que se
combinan vectores derivados de Vaccinia a partir de los cuales pueden expresarse las
proteinas gp120-BX08 y gagpolnef-IIIB. En ordenadas se indica el namero de células T
secretoras de IFN-y, especificas para cada uno de los grupos de péptidos, detectadas por
cada 10° esplenocitos,. Para cada uno de esos grupos de péptidos, la primera barra
corresponde al valor detectado en antmales inmunizados con MVA+NYVAC-B, la
segunda a animales inmunizados con NYVAC-B+MVA-B, la tercera a animales
inmunizados con MVA-B+MVA-B. la cuarta a animales inmunizados con NYVAC-
B+NYVAC-B y la quinta a animales inmunizados con NYVAC-WT+MVA-WT. Los
circulos () bajo las barras indican diferencias significativas (p<0,005) de cada grupo de
péptidos respecto al control negativo.

La Figura 21 muestra un grafico que corresponde a la deteccion mediante
ELISPOT de células T secretoras de 1L-2 especificas para cada uno de los grupos de
péptidos del clade B indicados en abscisas, presentes por cada 108 esplenocitos de
ratones HHDII inmunizados mediante protocolos de induccién/potenciacion en los que
se combinan vectores derivados de Vaccinia a partir de los cuales pueden expresarse las
proteinas gpl120-BX08 y gagpolnef-IIIB. Para cada uno de esos grupos de péptidos, la

primera barra corresponde al valor detectado en animales inmunizados con
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MVA+NYVAC-B, la segunda a amimales inmunizados con NYVAC-B+MVA-B, la
tercera a animales inmunizados con MVA-B+MVA-B. la cuarta a animales
inmunizados con NYVAC-B+NYVAC-B y la quinta a animales inmunizados con
NYVAC-WT+MVA-WT. Los circulos (e) bajo las barras indican diferencias
significativas (p<0,005) de cada grupo de péptidos respecto al control negativo.

La Figura 22 muestra un esquema de la construccion del vector plasmidico de
transferencia pLZAW 1gp120B/gagpolnef-C-14 y los pldsmidos a partir de los cuales se
genera.

La Figura 23 muestra los fragmentos generados en el anélisis por PCR del locus
TK del virus MVA-C. La parte superior de la figura muestra un esquema de los tamafios
de los fragmentos que se generan con las diferentes combinaciones de oligonucledtidos,
asi como su localizacion con respecto a los insertos y las secuencias flanqueantes de los
mismos. La parte inferior muestra fotografias de los geles obtenidos al someter a
electroforesis los productos de las PCR realizadas con diferentes parejas de cebadores.
A: PCR cebada con los oligonucledtidos TK-L y gpl120-1213; B: PCR cebada con los
oligonucledtidos gp120-1050 y gp120-10; C: PCR cebada con los oligonucledtidos
GPN-2018 y GPN-3820; D: PCR cebada con los oligonucleétidos GPN-40600 y TK-R;
E: PCR cebada con los oligonucledtidos GPN-802 y GPN-2198. Las muestras
correspondientes a cada calle son: I:NYVAC-C; 2: MVA-C (P2); 3: MVA-WT; 4
NYVAC-WT.

La Figura 24 muestra, en su parte superior, un esquema de los fragmentos
obtenidos al amplificar mediante PCR el locus TK a partir de muestras que contienen o
carecen de insertos en dicho locus, mientras que la parte inferior es una fotografia de un
gel obtenido al someter a electroforesis los productos resultantes de una reaccién de
PCR en la que se utilizaron como cebadores oligonucleétidos que hibridaban con las
secuencias flanqueantes del gen TK. Las muestras fueron: NYVAC-C (calle 1), MVA-C
correspondiente a los stocks P1 (calle 2) y P2 (calle 3} y MVA-WT (calle 4).

La Figura 25 muestra los resultados del andlisis por transferencia tipo Western
de la expresion de los genes heterdlogos gpl20-C (parte superior) v gagpolnef-C (parte
inferior, en la que la proteina gagpolnef-C se abrevia como GPN) desde un vector

NYVAC-C (dltima calle), desde los stocks P2 y P3 (calles primera y segunda, marcadas



WO 2007/012691 PCT/ES2006/070114

10

15

20

25

30

- 34 -

como P2-M vy P3, respectivamente) y desde células en las que se habia simulado la
infeccion (M).

La Figura 26 muestra los resultados correspondientes a las pruebas de
estabilidad del vector MVA-C. La parte A muestra los resultados de las
inmunotinciones de células CEF infectadas con el vector MVA-C y tratadas con los
anticuerpos anti-WR (fotografia de la izquierda), anti-gpl20 especifico del clade C
(fotografia central) v anti-p24 especifico del clade C (fotografia de la derecha), asi como
un grafico en el que se representan los porcentajes de las placas tefiidas con cada uno de
los anticuerpos calculados con respecto al total de placas tefiidas con el anticuerpo anti-
WR. La partc B muestra la deteccién de la expresion de las proteinas gagpolnef-C
(fotografia de la izquierda) y gp120-C (fotografia de la derecha) mediante transferencias
tipo Western y deteccion con anticuerpos dirigidos contra dichas proteinas en células
infectadas con el virus recombinante NYVAC-C (calles marcadas como “NYVAC-C”,
células en las que se habia simulado la infeccion (calles marcadas como “CEF” y stocks
de virus correspondientes a los pases y a 10 (calles marcadas como P7, P8, PO y P10).

La Figura 27 muestra la cinética de expresion de la proteina gp120-C obtenida
mediante el andlisis con un anticuerpo anti-gpl20 del clade C de transferencias tipo
Western correspondientes a muestras tomadas pasadas 6, 18, y 24 horas de una
infeccidn con un virus recombinante. La parte superior corresponde a la infeccion con el
virus MVA-C y la inferior a la infeccion con el virus NYVAC-C. Para cada una de las
muestras aparece inmediatamente debajo la intensidad de las sefial lograda al incubar las
muestras con un anticuerpo anti-f-actina (B-act.). P: precipitado; S: sobrenadante; M:
simulacion de infeccién.. P: precipitado; S: sobrenadante; M: simulacion de infeccion.

La Figura 28 muestra la cinética de expresién de la proteina gagpolnef-C
obtenida mediante el andlisis con un anticuerpo anti-p24 del clade C de transferencias
tipo Western correspondientes a precipitados celulares de muestras tomadas pasadas 6,
18 v 24 horas de una infeccion con un virus recombinante. Las calles marcadas como
“1” corresponden a muestras infectadas con el virus MVA-C, las calles marcadas como
“2” a muestras infectadas con el virus NYVAC-C y las calles marcadas como M a
muestras en las que se simulé la infeccion. La flecha indica la posicidén de la proteina

gagpolnef-C (abreviada como GPN).
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La Figura 29 muestra un grafice que corresponde a la deteccion mediante
ELISPOT de células T secretoras de IFN-y generadas por la inmunizacion de ratones
humanizados HHDII con virus recombinantes a partir de los cuales pueden expresarse
las proteinas gp120-C y gagpolnef-C. La parte A corresponde a las células T secretoras
de IFN-v, detectadas por cada 10° esplenocitos, especificas para cada uno de los grupos
de péptidos del clade C que se indican en abscisas. La parte B corresponde a las células
T secretores de IFN-y generadas contra la parte de los virus recombinantes que deriva
de Vaccinia. Tanto en el caso de los péptidos (parte A) como en el de la respuesta anti-
Vaccinia, la primera barra corresponde al valor detectado en animales inmunizados con
MVA-C y la segunda a animales inmunizados con NYVAC-C.

La Figura 30 muestra la produccion de citoquinas detectada en ratones HHDII
inmunizados con virus recombinantes a partir de los cuales pueden expresarse las
proteinas gpl20-C y gagpolnef-C. La parte superior corresponde a los niveles de [FN-y
y la inferior a los niveles de I11.-10, ambos en pg/ml, detectados en los sobrenadantes de
esplenocitos de animales inoculados con MVA-C (primera barra de cada uno de los
grupos de péptidos) o NYVAC-C (segunda barra de cada uno de los grupos de péptidos)
frente a grupos especificos de péptidos representativos del clade C.

La Figura 31 muestra graficos correspondientes a los porcentajes de distintos
tipos de células T productoras de IFN-y generadas frente a grupos de péptidos
especificos representativos del clade C por la inoculacién de MVA-C (primera barra de
cada grupo de péptidos) o NYVAC-C (segunda barra de cada grupo de péptidos) a
ratones HDDIL. El grafico superior representa el porcentaje de células CD8" respecto al
total de células secretoras de IFN-y, el grafico intermedio el porcentaje de células CD4"
y el grafico inferior al porcentaje que la suma de las células CD8" y CD4" anteriores
supone sobre el total de células secretoras de IFN-y.

La Figura 32 muestra la respuesta humoral generada por inoculacion de MVA-C
0 NYVAC-C a ratones HHDII o C57/BL6 mediante los valores de densidad éptica a
492 nm obtenidos al detectar por ELISA anticuerpos IgG frente a: (A) extractos
celulares de una infeccién con Vaccinia; (B) proteina Gag o (C) la proteina gpl60. Los
grupos de inmunizacién fueron: 1: MVA-C en HHDII; 2: MVA-C en C57/BL6; 3:
NYVAC-C en HIHDII; 4: NYVAC-C en C57/BL6; 5: control. En cada grupo, la

situacion de los simbolos marca el valor obtenido para cada uno de los ratones del
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grupo: 4: raton 1; B: ratén 2; A: ratén 3; @: raton 4; la posicion de la barra horizontal
—indica el valor medio correspondiente a los cuatro ratones de cada grupo.

La Figura 33 muestra un grafico que corresponde a la deteccion mediante
ELISPOT de células T secretoras de IFN-y especificas para cada uno de los grupos de
péptidos del clade C indicados en abscisas, presentes por cada 108 esplenocitos de
ratones HHDII inmunizados mediante protocolos de induccidn/potenciacién en los que
se incluye el DNA-C en la primera dosis de induccidn de la respuesta, inoculandose en
la segunda dosis de potenciacion de la respuesta MVA-C (primera barra de cada grupo)
o NYVAC-C (segunda barra). La tercera barra corresponde al control de inoculacién de
un DNA sin inserto (DNA &) en la primera dosis y NYVAC-WT en la segunda. Los
circulos (e) bajo las barras indican diferencias significativas (p<0,005) de cada grupo de
péptidos respecto al control negativo; la presencia de asteriscos indica diferencias
significativas entre [os distintos grupos: *: p<0,05; **:p<0,005.

La Figura 34 muestra un grafico que corresponde a la deteccion mediante
ELISPOT de células T secretoras de 11.-2 especificas para cada uno de los grupos de
péptidos del clade C indicados en abscisas, presentes por cada 10° esplenocitos de
ratones HHDII inmunizados mediante protocolos de induccién/potenciacidn en los que
se incluye el DNA-C en la primera dosis de induccion de la respuesta, inoculandose en
la segunda dosis de potenciacion de la respuesta MVA-C (primera barra de cada grupo)
o NYVAC-C (segunda barra). La tercera barra corresponde al control de inoculacion de
un DNA sin inserto (DNA &) en la primera dosis y NYVAC-WT en la segunda. Los
circulos (o) bajo las barras indican diferencias significativas (p<0,005) de cada grupo de
péptidos respecto al control negativo; la presencia de asteriscos indica diferencias
significativas entre los distintos grupos: *: p<0,05; **:p<0,005.

La Figura 35 muestra un grafico que corresponde a la deteccidon mediante
ELISPOT de células T secretoras de IFN-y especificas para cada uno de los grupos de
péptidos del clade C indicados en abscisas, presentes por cada 108 esplenocitos de
ratones BALB/c inmumizados mediante protocolos de induccion/potenciacion en los que
se combinan vectores derivados de Vaccinia a partir de los cuales pueden expresarse las
proteinas gpl20-Cy gagpolnef-C. Para cada uno de esos grupos de péptidos, la primera
barra corresponde al valor detectado en animales inmunizados con NYVAC-C+MVA-

C, la segunda a animales inmunizados con MVA-C+MVA-C, la tercera a animales
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mmmunizados con MVA-CHNYVAC-C, la cuarta a animales inmunizados con NYVAC-
C+NYVAC-C y la quinta a animales inmunizados con NYVAC-WT+MVA-WT. Los
circulos (e) bajo las barras indican diferencias significativas (p<0,005) de cada grupo de
péptidos respecto al control negativo; la presencia de asteriscos indica diferencias
sigmficativas entre los distintos grupos: *: p<0,05; **:p<0,005.

La Figura 36 muestra la produccién de citoquinas detectada tras la inmunizacién
de ratones BALB/c mediante protocolos de induccidn/potenciacién en los que se
combinan vectores derivados de Vaccinia a partir de los cuales pueden expresarse las
proteinas gpl20-C y gagpolnef-C. La parte izquierda corresponde a los niveles de IFN-y
{en ng/ml) y la derecha a los niveles de IL-10 (en pg/ml), detectados en los
sobrenadantes de esplenocitos, reestimulados con cada uno de los grupos de péptidos
del clade C indicados junto a cada grupo de barras, extraidos de animales inoculados
con: MVA-CHNYVAC-C (primera barra de cada grupo), MVA-C+tMVA-C (segunda
barra), NYVAC-C+tMVA-C (tercera barra), NYVAC-C+NYVAC-C (cuarta barra),
NYVAC-WT+MVA-WT (quinta barra) o MVA-WT+NYVAC-WT (sexta barra).

La Figura 37 muestra graficos correspondientes a los niveles de distintos tipos
de células T secretoras de IFN-y y presentes en los esplenocitos de ratones BALB/c
inmunizados mediante protocolos de induccidn/potenciacién en los que se combinan
vectores derivados de Vaccinia a partir de los cuales pueden expresarse las proteinas
gpl20-C v gagpolnef-C, tras ser reestimulados por los grupos de péptidos
representativos del clade C indicados en abscisas. El grafico superior corresponde a las
células CDSJr productoras de [FN-y presentes por cada 3 x 10° células CD8", el grafico
intermedio a las células CD4" productoras de IFN-y presentes por cada 3 x 10° células
CD4" y el grafico inferior al conjunto de células CD8" mas CD4” productoras de IFN-y
presentes por cada 3 x 10° células CD8™+CD4™. Las barras que se aparecen en cada
grupo de péptidos corresponden a animales inoculados con: NYVAC-CHMVA-C
(primera barra de cada grupo), MVA-C+tMVA-C (segunda barra), MVA-C+NYVAC-C
(tercera barra), NYVAC-C+NYVAC-C (cuarta barra), NYVAC-WT+MVA-WT (quinta
barra).

La Figura 38a muestra los resultados obtenidos al tratar con anticuerpos
dirigidos contra la proteina PARP lisados de células HeLa recogidos transcurrido los

distintos tiempos, en horas, que se indican sobre las calles tras la infeccién con MVA-
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WT (calles encabezadas por “MVA”) o con NYVAC (calles encabezadas por
“NYVAC”). PARPc indica la posicion de la proteina PARP completa; PARPY indica la
posicién de la proteina PARP que ha sufrido una rotura especifica. La parte inferior
muestra la intensidad de las sefiales logradas al incubar las muestras con un anticuerpo
anti-f-actina (B-act.).

La Figura 38b muestra las sefiales de inmunofluorescencia detectadas a partir de
células infectadas con MVA-WT (fotografia superior) o NYVAC-WT (fotografia
inferior) cuyos nucleos habian sido tefiidos con DAPL

La Figura 38c muestra una fotograffa de un gel obtenido al someter a
electroforesis muestras de ARN ribosémico obtenidas de células Hela transcurridos los
tiempos en horas (18 y 24) que se indican sobre las calles tras infectar dichas células
con: muestras carentes de virus (pocillos marcados como “Hel.a™), virug Vaccimnia
silvestre de la cepa Western Reserve (pocillos marcados como “WR™), MVA-WT
(pocillos marcados como “MVA”), o NYVAC-WT (pocillos marcados como
*NYVAC”). Se indican las posiciones en las que se detectan los ARN ribosémicos 28S
(28S tRNA) y 18S (18S rRNA) y la de las bandas resultantes de su degradacion.

La Figura 38d muestra un grafico en el que se indica en ordenadadas el factor de
incremento del niimero de células apoptéticas detectado mediante citometria de flujo en
células Hel.a infectadas segin se indica en abscisas: M: simulacién de infeccion; WR:
infeccion con virus Vaccinia silvestre de la cepa Western Reserve; MVA: infeccion con
MVA-WR; NYVAC: infeccion con NYVAC-WT. Los signos “-“ y “+” indican,
respectivamente, la ausencia o la presencia del inhibidor de caspasas zVAD en las
muestras utilizadas para provocar la infeccion.

[a Figura 39 muestra un esquema de la organizacién del genoma del virus
quimérico de la inmunodeficiencia de simio y humano SHIV89.6P. Las secuencias
representadas por rectdngulos rellenos provienen del genoma del virus de simio
SIVmac239, mientras que las secuencias representadas por rectangulos sin relleno
provienen del genoma del aislado 89.6 del virus VIH-1.

La Figura 40 muestra la estructura de las secuencias codificantes de antigenos de
retrovirus presentes en los vectores de la presente invencién. La parte superior,
encabezada por la abreviatura “Env” corresponde a distintas formas de la secuencia

correspondiente a la proteina de la envuelta, de las que la tiltima, la marcada como *C-
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env-1207, representa la presente en los vectores de la invencion, carente por completo
de la parte correspondiente a la proteina gp4l. La parte inferior muestra el esquema
correspondiente a la proteina de fusién Gag-Pol-Nef sintetizada a partir de los vectores
cuya construccién se describe en los Ejemplos, indicindose las modificaciones
realizadas sobre las secuencias deducidas a partir de las proteinas del SHIV89.P,
generadas deduciendo la secuencia de tripletes correspondientes a las secuencias de
aminodcidos de las proteinas utilizando para ello los codones mas frecuentes en
mamiferos, secuencias sobre las cuales se realizaron como modificaciones principales
las siguientes: la secuencia correspondiente al antigeno Gag que incluye las proteinas de
la matriz (MA), la capsida (CA), p2 y p7 se lig6 respetando el marco de lectura (en el
punto marcado como FS-1) con la secuencia correspondiente al antigeno Pol que carecia
de dominio integrasa; ademas, el sitio activo de la transcriptasa en reverso (RT) fue
reemplazado por un gen nef en el que se habia alterado el orden de los aminoacidos (sc-
nef), de manera que la zona que de forma natural contiene el extremo carboxilo (RT-C)
fuera la parte inicial, mientras la zona que de forma natural contiene el extremo amino
(RT-A) pasé a ser la zona final; la secuencia de RT que solapa con el sitio activo (sitio
activo, RT) se traslocé respetando el marco de lectura al extremo 3’ de la secuencia
codificante de la proteina de fusion; adicionalmente, la glicina del extremo amino se
sustituyd por alanina (AMyr (G—A)) para impedir su miristilacion, mientras se anulaba
fa actividad enzimatica de la proteasa (XPR) introduciendo una mutacidén puntual en su
sitio activo (APRr (D—N)).

La Figura 41 muestra un esquema de la construccién del vector plasmidico de
transferencia pLZAW-1-89.6P-SIVgpn-18 y de los plasmidos a partir de los cuales se
genera. La Figura 41a muestra los pasos que conducen a la obtencién del vector
pLZAW1-89.6P-9; la Figura 41b muestra los pasos que conducen a la obtencion del
vector pL.ZAW-1-89.6P-SIVgpn-18 a partir del vector pLZAW-1-89.6P-9. En ambos
casos la parte correspondiente a la proteina de fusién Gag-Pol-Nef, denominada
posteriormente “SIVgpn™ se indica en la Figura como “SIVsyngagpolnef”, mientras la
parte correspondiente a la proteina de la envuelta, denominada posteriormente
89.6gp120, aparece indicada como “89.6Psynenv120”.

La Figura 42 muestra los fragmentos generados en el analisis por PCR del locus

de timidina quinasa (TK) del virus MVA-89.6P-SIVgpn. La parte superior de la figura,



WO 2007/012691 PCT/ES2006/070114

10

15

20

25

30

- 40 -

marcada como “A” muestra un esquema en el que se representan las posiciones de
apareamiento de los oligonucledtidos utilizados como cebadores respecto a los brazos
izquierdo (TK-L) y derecho (TK-D) del locus TK, asi como los tamafios estimados de
los fragmentos que se generan en la PCR realizada utilizando como molde el virus
MVA-89.6P-S1Vgpn (primera linea del grafico) o el virus MVA sin inserto (linea
inferior del grafico, situada en la zona marcada como “WT”). La parte inferior, marcada
como “B”, muestra la fotografia del gel obtenido al someter a electroforesis los
productos de las PCR realizadas con los cebadores TK-L y TK-R2 sobre ADN extraido
de células infectadas con MVA-WT (calle 3), el stock P2 del MVA-89.6P-SIVgpn
(calle 4), el stock P3 del MVA-89.6P-SIVgpn (calle 5) o transfectadas con el plasmido
pLZAW1-89.6P-SIVgpn-18 (control positivo, C+) (calle 2). La calle 1 corresponde a un
marcador de tamafio.

La Figura 43 muestra los resultados del analisis por transferencia tipo Western
de la expresién de los genes heterdlogos 89.6p-gpl20 (parte superior de la figura,
marcada como “anti-gpl120”, en la que la posicién de la proteina se indica mediante la
flecha etiquetada como “89.6P”) y SIVgpn (parte inferior de la figura, marcada como
“anti-SIVp27”, en la que la posicion de la proteina SIVgpn se indica mediante la flecha
ctiquetada como “GPN”) detectada en extractos de c€lulas transfectadas de forma
transitoria con el plasmido pLZAWI1-89.6P-SIVgpn-18 (segunda calle, marcada como
“C+”) 0 en extractos de células infectadas con los stocks P1 (tercera calle, marcada
como “P17), P2 (cuarta calle, marcada como “P2”} y P3 (quinta calle, marcada como
“P3”) del virus MVA-89.6P.SIV-gpn, o desde células tratadas en las mismas
condiciones pero que no habian entrado en contacto ni con el plasmido pLZAWI-
89.6P-SIVgpn-18 ni con ningln stock de virus (cultivos de células en las que se simulé
la infeccion, analizadas en la primera calle, marcada como “M”).

La Figura 44 muestra, en la parte superior, los resultados de las inmunotinciones
de células CEF infectadas con el vector MVA-89.6P-SIVgpn y tratadas con anticuerpos
anti-WR (que reconoce la parte del vector derivada de MVA) (fotografia de la
izquierda), anti-gp120 (fotografia central) y anti-SIVp27 (que reconoce la parte de la
proteina SIVgpn correspondiente a la proteina p27) fotografia de la derecha), mientras

en la parte inferior aparece un grafico en el que se representan los porcentajes de las
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placas tefiidas con cada uno de los anticuerpos calculados con respecto al total de placas
tefiidas con el anticuerpo anti-WR.

La Figura 45 muestra los fragmentos generados en el analisis por PCR del locus
TK del virus NYVAC-89.6P-SIVgpn. La parte superior de la figura, marcada como
“A”, muestra un esquema en el que se representan las posiciones de apareamiento de los
oligonucledtidos utilizados como cebadores respecto a los brazos izquierdo (TK-L) y
derecho (TK-R) del locus TK, asi como los tamafios estimados de los fragmentos que se
generan en la PCR realizada utilizando como mol&e el virus NYVAC-89.6P-S1Vgpn
(primera linea del grafico) o el virus NYVAC sin inserto, (Iinea inferior de la parte del
grafico marcada como “NYVAC-WT”). La parte inferior, marcada como “B”, muestra
la fotografia del gel obtenido al someter a electroforesis los productos de las PCR
realizadas con los cebadores TK-L y TK-R2 sobre ADN extraido de células infectadas
con NYVAC-WT (calle 2), el stock P3 del NYVAC-89.6P-SIVgpn (calle 3), el stock P3
del MVA-89.6P-SIVgpn (calle 4) o el virus MVA-WT, que carece de inserto (calle 5).
La calle 1 corresponde a un marcador de tamafio

La Figura 46 muestra los resultados del analisis por transferencia tipo Western
de Ia expresion de los genes heterdlogos 89.6p-gp120 (parte superior de la figura, |
marcada como “anti-gp120”, en la que la posicién de la proteina se indica mediante la
flecha etiquetada como “89.6P™) y SIVgpn (parte inferior de la figura, marcada como
“anti-SIVp27”, en la que la posicién de la proteina SIVgpn se indica mediante la flecha
etiquetada como “GPN”) detectada en extractos de células infectadas con los stocks P1
(calle 3), P2 (calle 4) y P3 (calle 5) del vector NYVAC-89.6P-SIVgpn, con el stock P3
del vector MVA-89.6P-SIVgpn (calle 2} o en extractos de células tratadas en las
mismas condiciones pero que no habfan entrado en contacto con ningtn stock de virus
(cultivos de células en las que se simuld la infeccidn, analizadas en la calle ).

La Figura 47 muestra, en la parte superior, los resultados de las inmunotinciones
de células CEF infectadas con el vector NYVAC-89.6P-SIVgpn vy tratadas con los
anticuerpos anti-WR (fotografia de la izquierda), anti-gp120 (fotografia central) y anti-
SIVp27 (fotografia de la derecha), mientras en la parte inferior aparece un grafico en el
que se representan los porcentajes de las placas tefiidas con cada uno de los anticuerpos

calculados con respecto al total de placas tefiidas con el anticuerpo anti-WR.
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La Figura 48 muestras fotografias de transferencias tipo Western de geles de
poliacrilamida en los que se habia sometido a electroforesis extractos de células
infectadas con diferentes stocks P3 de los virus NYVAC-89.6P-SIVgpn (calles 1 y 2,
correspondientes, respectivamente a los stocks P3.1 (29/01/04) y P3.2 (25/02/04)) y
MV A-89.6P-S1Vgpn (stocks P3 del 20/06/03 (calle 3), P3 del 20/09/04 (calle 4), P3.1
del 20/09/04 (calle 5) v P3.2, del 1/10/04 (calle 6). La calle 7 corresponde a un extracto
de células en las que se habia simulado la infeccion. La fotografia de la izquierda
corresponde a la incubacion con un anticuerpo policlonal de conejo anti-gp120; la
posicion de la proteina 89.6P-gpl120 se indica mediante una flecha marcada como
“89.6P”. La fotografia de la derecha corresponde a la incubacién con un anticuerpo
monoclonal anti-SIV-gag-p27, que reconoce la proteina SIVgpn, cuya posicion en el
gen se indica mediante una flecha marcada como “SIVgpn”.

La Figura 49 muestra un esquema del estudio realizado en macacos para evaluar
la inmunogenicidad y eficacia como vacunas frente el SHIV de los vectores derivados
de poxvirus de la presente invencion, en el que estin marcados los distintos eventos.
Los nimeros situados debajo de la segunda linea horizontal indican el tiempo
transcurrido, en semanas, desde el comienzo del estudio. El punto 0 corresponde al de
inoculacién del primer vector de vacunacion. Las flechas gruesas indican los momentos
en los que se inoculé a los macacos bien un vector de vacunacion, bien un virus capaz
de producir infeccidn, segtin se indica en la linea inferior: ADN: inoculacién de DNA-
SHIV, es decir, dos plasmidos desnudos con insertos correspondiente a secuencias
codificantes de proteinas del SHIV89.6P, Env (pcDNA-gpl20 89.6p) y SiVgpn
(pcDNA-gag-pol-nef) (grupos 1 y 2), o del plasmido desnudo carente de inserto DNA-
emp (grupo 3), NYVAC vs MVA: inoculacién de los vectores derivados de poxvirus
NYVAC-89.6P-SIVgpn (grupo 2}, MVA-89.6P-SIVgpn (grupo 1) o del vector NYVAC
tipo silvestre, carente de inserto con secuencias codificantes de proteinas del
SHIV89.6P (grupo 3); DESAFIO: inoculacién del virus patégeno quimérico
SHIV89.6P. Las flechas delgadas, marcadas como “CMI”, indican los momentos en los
que se extrajeron de los macacos muestras de sangre periférica.

La Figura 50 muestra, en escala logaritmica, el namero de células SFC (spot
Jforming cells) que expresaban [FN-y obtenido por cada 10° células mononucleares de

sangre periférica (PBMC) en muestras procedentes de cada uno de los macacos
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incluidos en el estudio de eficacia de la vacunacion. Los niimeros que aparecen en el eje
de abscisas indican, en semanas, el momento en el tiempo en el que fueron tomadas
cada una de las muestras, tomando como tiempo 0 el momento de la administracién de
la primera dosis de vacunacién. Para cada valor de tiempo, aparecen tres grupos de
valores, que presentan el comportamiento de cada uno de los 7 amimales utilizados en el
estudio con un procedimiento de inmunizacién concreto: la primera vertical de puntos ,
marcados mediante cuadrados con un vértice apuntando hacia arriba (€) corresponde a
muestras tomadas de cada uno de los macacos del grupo 1 (inmunizados con sendos
plasmidos con insertos correspondientes a la proteina gpl20 del SHIVES.6P y la
proteina de fusién SIVgpn del SHIV89.6P + MV A-89.6P-SIVgpn}; la segunda vertical
de puntos, marcados mediante cuadrados cuyos vértices determinan dos lineas paralelas
(&), corresponde a muestras tomadas de cada uno de los macacos del grupo 2
(inmunizados con sendos plasmidos con insertos correspondientes a la proteina gpl120
del SHIV89.6P y la proteina de fusion SIVgpn del SHIV89.6P + NYVAC-89.6P-
muestras tomadas de cada uno de los macacos del grupo 3 (inmunizados con un
plasmido a partir del cual no se expresaba ningiin antigeno correspondiente al
SHIV89.6P + NYVAC-WT). Cada punto representa el valor obtenido para un macaco
concreto, mientras los rectangulos situados en cada una de las verticales indican el valor
medio correspondiente a todos los macacos de ese grupo para las muestras tomadas en
un mismo momento en el tiempo. La presencia de un nimero de puntos inferior a 7 en
algunas verticales indica que el punto situado sobre el eje de abscisas representa a més
de un macaco, en cada uno de los cuales el valor de las SFC detectadas por cada 10°
PBMC analizadas no fue superior a 1. La linea punteada indica el valor por debajo del
cual los valores no se consideran significativos (20 SFC). Las flechas blancas indican la
inoculacion de un vector de vacunacion; la flecha negra indica el momento en el que se
produjo el desafio mediante la inoculacién del SHIVE9.6P.

La Figura 51 muestra, en escala logaritmica, los valores medios de SPF que
expresaban IFN-y obtenidos, por cada 10° PBMC analizadas, para cada grupo de
macacos a lo largo del tiempo de estudio, tiempo que se expresa en semanas en ¢l eje de
abscisas, correspondiendo el tiempo 0 al momento de la administracién de la primera

dosis de vacunacion. Las flechas con refleno punteado indican los momentos en los que
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se administraron dosis de vacunacién. La flecha con relleno oscuro continuo indica el
momento en el que se produjo el desafio mediante la inoculacién del virus SHIV89.6P.
Los datos indicados mediante cuadrados con un vértice apuntando hacia arriba (#)
corresponden al grupo 1 (inmunizado con sendos plasmidos con insertos
correspondientes a la proteina gpl120 del SHIV89.6P y la proteina de fusion SIVgpn del
SHIV89.6P + MVA-89.6P-SIVgpn); los datos indicados mediante cuadrados cuyos
vértices determinan dos lineas paralelas (#) corresponden al grupo 2 (inmunizado con
sendos plasmidos con insertos correspondientes a la proteina gp120 del SHIV89.6P y la
protefna de fusién SIVgpn del SHIV89.6P + NYVAC-89.6P-SIVgpn). Los datos
indicados mediante tridngulos () corresponden al grupo 3 (inmunizado con un
plasmido a partir del cual no se expresaba ninglin antigeno correspondiente al
SHIV89.6P + NYVAC-WT).

La Figura 52 muestra, en escala logaritmica, los valores medios de SPF que
expresaban IL-2 obtenidos, por cada 10° PBMC analizadas, para cada grupo de macacos
a lo largo del tiempo de estudio, tiempo que se expresa en semanas en el eje de abscisas,
correspondiendo el tiempo 0 al momento de la administracién de la primera dosis de
vacunacion. Las flechas con relleno punteado indican los momentos en los que se
administraron dosis de vacunacién. La flecha con relleno oscuro continuo indica el
momento en el que se produjo el desafio mediante la inoculacion del virus SHIV89.6P.
Los datos indicados mediante cuadrados con un vértice apuntando hacia arriba (%)
corresponden al grupo 1 (inmunizado con sendos plasmidos con insertos
correspondientes a la proteina gp120 del SHIV89.6P y la proteina de fusién SIVgpn del
SHIVS89.6P + MVA-89.6P-SIVgpn); los datos indicados mediante cuadrados cuyos
vértices determinan dos lineas paralelas (=) corresponden al grupo 2 (inmunizado con
sendos plasmidos con insertos correspondientes a la proteina gp120 del SHIV89.6P y la
proteina de fusién SIVgpn del SHIV89.6P + NYVAC-89.6P-SIVgpn). Los datos
indicados mediante tridngulos (.&) corresponden al grupo 3 (inmunizado con un
plasmido a partir del cual no se expresaba ningln antigeno correspondiente al
SHIV89.6P + NYVAC-WT).

La Figura 53 muestra, en escala logaritmica, los valores medios de SPF que
expresaban I1.-4 obtenidos, por cada 10° PBMC analizadas, para cada grupo de macacos

alo largo del tiempo de estudio, tiempo que se expresa en semanas en €l gje de abscisas,
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correspondiendo el tiempo 0 al momento de la administracion de la primera dosis de
vacunacion. Las flechas con relleno punteado indican los momentos en los que se
administraron dosis de vacunacion. La flecha con relleno oscuro continuo indica el
momento en el que se produjo el desafio mediante la inoculacion del virus SHIVE9.6P.
Los datos indicados mediante cuadrados con un vértice apuntando hacia arriba (4)
corresponden al grupo 1 (inmunizado con sendos plismidos con insertos
correspondientes a la proteina gpl120 det SHIV89.6P y la protefna de fusion SIVgpn del
SHIV89.6P + MVA-89.6P-SIVgpn); los datos indicados mediante cuadrados cuyos
vértices determinan dos lineas paralelas () corresponden al grupo 2 (inmunizado con
sendos plasmidos con insertos correspondientes a la proteina gp120 del SHIV89.6P y la
protefna de fusién SIVgpn del SHIV89.6P + NYVAC-89.6P-SIVgpn). Los datos
indicados mediante tridngulos (--) corresponden al grupo 3 (inmunizado con un
plasmido a partir del cual no se expresaba ninglin antigeno correspondiente al
SHIV89.6P + NYVAC-WT).

La Figura 54 corresponde a la valoracién de la viremia en los tres grupos en
estudio. El grafico supetior corresponde al grupo 3, inmunizado con un plismido a
partir del cual no se expresaba ningtn antigeno correspondiente al SHIV89.6P +
NYVAC-WT. Los gréficos inferiores corresponden a los grupos que recibieron vectores
derivados de poxvirus: el grafico de la parte inferior izquierda corresponde al grupo 1,
inmunizado con sendos pldsmidos con insertos correspondientes a la proteina gpl20 del
SHIV89.6P y la proteina de fusién SIVgpn del SHIV89.6P + MVA-89.6P-SIVgpn; el
grafico de la parte inferior derecha corresponde al grupo 2, inmunjzacio con sendos
plasmidos con insertos correspondientes a la proteina gpl20 del SHIVE9.6P y la
proteina de fusién SIVgpn del SHIV89.6P + NYVAC-89.6P-SIVgpn. Cada linea que
conecta puntos representa un macaco. Cada punto marcado con un simbolo representa
las copias de ARN del SHIV89.6P, detectadas mediante QC RNA-PCR, en la muestra
de plasma de ese macaco tomada en la semana que se indica en el ¢je de abscisas. El
tiempo 0 corresponde al momento de inoculacién del virus SHIV89.6P.

La Figura 55 muestra la concentracién, por microlitro de sangre, de células
CD4+ (puntos marcados mediante circulos sin relleno, ©) y de células CD8+ (puntos
marcados mediante tridngulos sin relleno, =), detectadas por FACS mediante el uso de

anticuerpos especificos dirigidos contra cada uno de estos tipos de células. Cada grupo
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de puntos corresponde a los valores obtenidos en las muestras de un macaco diferente,
extraidas en el momento en el tiempo que se indica, expresado en semanas, en la parte
superior de los gréficos. El tiempo 0 corresponde al momento de inoculacion del virus
SHIV89.6P, indicado mediante la abreviatura “desf.”. Los gréficos superiores
corresponden a macacos del grupo 1, inmunizado con sendos plasmidos con insertos
correspondientes a la proteina gp120 del SHIV89.6P y la proteina de fusion SIVgpn del
SHIV89.6P + MVA-89.6P-SIVgpn. Los graficos intermedios corresponden a macacos
del grupo 2, inmunizado con sendos plasmidos con insertos correspondientes a la
proteina gp120 del SHIV89.6P y la proteina de fusion SIVgpn del SHIV89.6P +
NYVAC-89.6P-SIVgpn. Los graficos inferiores corresponden a macacos de grupo 3,
inmunizado con un plismido a partir del cual no se expresaba ningun antigeno
correspondiente al SHIV89.6P + NYVAC-WT. El ltimo grafico, carente de puntos
indicativos de valores, marcado como “D7 98028 (euth)”, corresponde a un macaco que
hubo de ser sacrificado debido al avanzado estado de la enfermedad que el virus
SHIV89.6P inoculado desencadend en él.

La Figura 56 muestra, en ordenadas, el porcentaje de supervivencia de los
macacos que componian cada uno de los grupos segin las semanas transcurridas desde
el momento de la infeccidn con el virus SHIV89.6P, que se indican en abscisas,
correspondiendo el tiempo 0 al de inoculacién de dicho virus, Los datos indicados
mediante cuadrados con un vértice apuntando hacia arriba () corresponden al grupo 1
(inmunizado con sendos plasmidos con insertos correspondientes a la proteina gpl20
del SHIV89.6P v la proteina de fusién SIVgpn del SHIV89.6P + MV A-89.6P-SIVgpn),
los datos indicados mediante cuadrados cuyos vértices determinan dos lineas paralelas
(8) corresponden al grupo 2 (inmunizado con sendos pldsmidos con insertos
correspondientes a la proteina gp120 del SHIV89.6P y la proteina de fusién SIVgpn del
SHIVR9.6P + NYVAC-89.6P-SIVgpn). Los datos indicados mediante triangulos ()
corresponden al grupo 3 (inmunizado con un plasmido a partir del cual no se expresaba

ning(in antigeno correspondiente al SHIVE9.6P + NYVAC-WT).
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EJEMPLOS
Construccion y ensayos de inmunogenicidad de vectores disefiados para la

vacunacion de seres humanos

- Ejemplo 1.- Generacién del MVA-B
Construccidn del vector plasmidico pLZAW  epl 20B/gagpolnef-B-1

El vector plasmidico pLZAWIlgp120B/gagpolnef-B-1 fue construido por los
inventores para la generacién del virus recombinante de MVA que expresa los genes
Env de VIH-1 (aislamiento BX08) y la quimera de Gag, Pol y Nef (aislamiento IIIB),
ambos pertenecientes al clade B. El ADN de la quimera Gag-Pol-Nef fue generado por
GeneArt (Regensburg, Alemania) v el ADN de gpl20 fue generado por el grupo
Aventis; los plasmidos que los contienen utilizados para la construccion de
pLZAW1gp120B/gagpolnef-B-1 y del MV A-B a partir de éste 1iltimo, fueron cedidos al
grupo de los inventores en el marco del programa de colaboracién EuroVacl.

El plasmido pLZAWIlgp120B/gagpolnef-B-1 es un derivativo de pUC disefiado
para la seleccion de placas azules/blancas. Contiene las secuencias flanqueantes derecha
(TK-R) e izquierda (TK-L) del gen viral de la timidina quinasa (1K), el promotor E3L
dirigiendo la expresién del marcador de seleccidén P-galactosidasa, v el gen de
resistencia a ampicilina (AP). Entre las dos secuencias flanqueantes se encuentran las
dos secuencias que se desean expresar, gpl20-BX08 (SEQ ID NO:15) y gagpolnef-IITB
(SEQ ID NO:16), que han sido modificadas para optimizar el uso de codones de
mamifero. Para dirigir la expresion de cada una de las secuencias hay sendos
promotores sintéticos temprano/tardio (pE/L), situados en orientacién opuesta en la
zona del inserto mas alejada de las secuencias flanqueantes. La posicidn de cada uno de

los componentes incluidos en el plasmido se describe a continuacion en la Tabla 1.
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Tabla 1.- Posiciéon de los componentes del plasmido pL.ZAWI1gp120B/gagpolnefB-1

Secuencia flanqueante izquierda de TK | 90-410 Complementaria
T5NT para B-gal 929-935 Complementaria
B-gal ATG-TAA (936-4079) Complementaria
Promotor E3L para B-gal 4080-4140 Complementaria
Parte 1 de la secuencia flanqueante|4151-4498 Complementaria
izquierda de TK

gagpolnef-11iB ATG-TAA (4533-8513) Complementaria
Promotor E/L para gagpolnef-111B 8523-8561 Complementaria
Promotor E/L para gp120-BX08 8576-8614

BX08gpl120 ATG-TAA (8624-10105)

T5NT para BX08gp120 10144-10150

Secuencia flanqueante derecha de TK 10212-10903 Complementaria
AP ATG-TAA (12074-12934) Complementaria

Para la construccién de este plasmido se utilizaron otros dos plasmidos

diferentes:

- pMA60gp120B/gagpolnefB-12.17 (proporcionado por el grupo Aventis,

Canada). El plasmido es un derivativo de pUC que contiene las secuencias flanqueantes
derecha (TK-R) e izquierda (TK-L) del gen viral de la timidina quinasa (TK), el
promotor E3L dirigiendo la expresion del marcador de seleccion P-galactosidasa, y el
gen de resistencia a ampicilina (AP). Entre las dos secuencias flanqueantes se
encuentras las dos secuencias que se desean expresar, gp120-BX08 v gagpolnef-IIIB,
que han sido modificadas para optimizar el uso de codones de mamifero. Para dirigir la
expresion de cada una de las secuencias hay sendos promotores sintéticos
temprano/tardio (pE/L), situados en orientacion opuesta en la zona del inserto mas
alejada de las secuencias flanqueantes.

- pLZAWI: El plédsmido fue proporcionado por Linong Zhang, del grupo
Aventis, Canada. Es un pldsmido basado en pUC que contiene un brazo izquierdo del
gen de TK, sitios de clonacién para insertar genes exdgeno, una repeticién corta del
brazo izquierdo el gen de TK, un promotor E3L dirigiendo la expresién de un casete

con [-gal y un brazo derecho del gen de TX.
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La construccion del plasmido pLZAW1gp120B/gagpolnefB-1 a partir de estos
otros dos plasmidos se representa en la Figura 2. Brevemente, un fragmento de ADN de
5,6 Kb que contenia los genes de interés fue sacado por digestion con BamHI del
plasmido pMA60gp120/gagpolnefB-12,17 modificado por incubacion con la ADN
polimerasa Klenow para generar extremos romos, y clonado en el vector pLZAW1
previamente digerido con la endonucleasa de restriceidn Ascl, modificado por
incubacion con Klenow, y desfosforilado por incubacion con la enzima fosfatasa
alcalina, generdndose de esta forma el vector plasmidico de transferencia
pLZAWIlgp120B/gagpolnef-B-1. El plasmido generado dirige la insercién de los genes

de interés en el locus TK del genoma del virus atenuado MVA.

Construceion del virus recombinante MVA-B

Cultivos primarios de fibroblastos de embrién de pollo (CEF) fueron infectados
con virus atenuado MVA en pase 586 (habiendo sido el MVA-F6, pase 3585,
proporcionado por Gerd Sutter) a una multiplicidad de 0,05 ufp/célula, y posteriormente
transfectados con 10 pg del vector plasmidico de transferencia
pLZAW1gpl20B/gagpolnefB-1, usando para ello lipofectina comercial suministrada
por Invitrogen y siguiendo las instrucciones del fabricante. Después de 72 horas post-
infeccion las células fueron recogidas, sonicadas y usadas para la seleccion de los virus
recombinantes. Los virus MVA recombinantes que contenian los genes
gpl120B/gagpolnef-B y coexpresaban de forma transitoria el gen marcador B-Gal
(MVA-B (X-Gal")), fueron seleccionados por pases consecutivos de purificacién de
placas en c€lulas CEF teflidas con 5-bromo-4-cloro-3-indolil-B-galactdsido (XGal) (300
ug/ml). Los MVA recombinantes que contenian los genes gp120B/gagpolnef-B y que
habian perdido el gen marcador (MVA-B (X-Gal"), fueron seleccionados como focos
virales no tefiidos en células CEF en presencia de XGal . En cada paso de purificacién
las placas aisladas fueron expandidas en CEF durante 3 dias, v el extracto viral crudo
obtenido fue usado para el paso de purificacién de placas consecutivo.

Tras 4 pases consecutivos de purificacion fueron aisladas 12 placas
recombinantes que expresaban eficientemente ambos antigenos y que habian perdido el
gen marcador. Se hizo crecer el recombinante designado como MVA-B-4.1.5.2 (P1)

para generar un stock crudo (P2) que se envid a produccién en condiciones GMP para
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estudios clinicos. La secuencia del inserto situada en el locus de la timidina quinasa de
este recombinante estd representada por SEQ ID NO:19. La localizacién en dicha
secuencia de cada uno de los clementos que componen el inserto se indica a

continuacion en la Tabla 2:

Tabla 2.- Posicion de los componentes principales del inserto del vector MVA-B

Parte 1 de la secuencia flanqueante|1-502 Complementaria
izquierda de TK

gagpolnef-111B ATG-TAA (537-4517) Complementaria
Promotor E/L para gagpolnef-11IB 4527-4565 Complementaria
Promotor E/L para gp120-BX08 4580-4618

gpl20-BX08 ATG-TAA (4628-6109)

Secuencia flanqueante derecha de TK 6216-6907 Complementaria

A partir del P2, se prepar6 un stock P3 de virus purificado de células CEF
infectadas a una multiplicidad de infeccion de 0,05 ufp/célula a través de dos colchones
de sacarosa al 45%. Este stock P3, con un titulo de 2,4 x 10° ufp/ml, fue el que se utilizd

en los protocolos de inmunizacidn.

Caracterizacion del MVA-B

Para confirmar la homogeneidad genética del virus MVA-B generado y la

integridad de los genes insertados, se realizd un andlisis por PCR del ADN wviral
extraido de células CEF infectadas a una multiplicidad de 5 ufp/célula, empleando para
ello oligonucléotidos que hibridan o con las regiones TK flanqueantes del inserto de
interés 0 con regiones internas de los genes insertados. La secuencia de los
oligonucledtidos utilizados como cebadores y la posicion en que aparecen sobre el
vector plasmidico de transferencia pLZAW1gp120B/gagpolnefB-1 se muestran en la
Tabla 3. Las posiciones en las que hibridan dichos oligonucledtidos, asi como los
tamafios estimados de los fragmentos generados en las distintas PCR y la localizacion
de los mismos con respecto a los insertos y las secuencias flanqueantes, aparecen

representados en la parte superior de la Figura 3.
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Tabla 3.~ Oligonucleétidos utilizades como cebadores de las PCR de

caracterizacion del vector MY A-B

Oligo
o SECUENCIA Posicién
TK-L |5 TGATTAGTTTGATGCGATTC 3’ (SEQ ID NO:1) 4338-4357

TK-R |5° TGTCCTTGATACGGCAG 3” (SEQ ID NO:2) 10379-10395
BX08556 [5° TGCCCATCGACAACG 3’ (SEQ ID NO:3) 9129-9143
GPN7649 [5> AGCCCCATCGAGACCG 3° (SEQ ID NO:4) 6698-6713
GPN8170 5" ATTAGCCTGCCTCTCGG 3’ (SEQ ID NO:5) 7218-7234
E/L. 5 TATTTTITTTITITGGAATATAAATAG 3’ (SEQ ID NO:6)| 8522-8548

La parte inferior de la Figura 3 muestra fotografias de los geles obtenidos al
someter a electroforesis los productos de las PCR realizadas con las diferentes parejas
de cebadores para efectuar el analisis de los fragmentos del VIH-1 incluidos en el virus
MVA-B. Para ello, 100 ng de ADN viral extraido de células de embrién de pollo (CEF)
infectadas a una multiplicidad de 5 ufp/célula con los virus MVA-B del stock P3 (calle
2), MVA-WT (calle 3) y NYVAC-WT (calle 4) o bien con 10 ng del pldsmido
pLZAW1gp120B/gagpolnef-B-1 (calle 1), fueron usados como molde para hacer una
amplificacion mediante PCR de los diferentes fragmentos del VIH-1 incluidos en
MVA-B. Las condiciones de cada PCR se estandarizaron de forma individualizada para
cada pareja de oligonucledtidos cebadores empleada. Como se observa en las fotografia
mostradas en la parte inferior de la Figura 3, las muestras correspondientes al control
positivo, el plasmido pLZAWI1gp120B/gagpolnef-B-1, dan lugar en todos los casos a
bandas de igual tamafio que las correspondientes muestras MVA-B, mientras que en las
calles 3 y 4, correspondientes a muestras que carecen de inserto (MVA-WT y NYVAC-
WT, respectivamente), no se observan bandas.

El virus NYVAC de tipo silvestre utilizado en este ejemplo, asi como las formas
recombinantes NYVAC-B y NYVAC-C utilizadas posteriormente y que se han
generado insertando sobre el NYVAC de tipo silvestre las mismas secuencias utilizadas
para generar, respectivamente, los vectores de la invencion MVA-B y MVA-C, fueron
donados por el grupo Aventis, en el marco de colaboracidn del proyecto EuroVac I, en

viales conteniendo aproximadamente 7x10" unidades infecciosas por vial. Previamente
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a su utilizacién, el vector NYVAC-B fue crecido en células CEF y purificado en
colchén de sacarosa en las mismas condiciones que MVA-B.

La Figura 4, por su parte, muestra una fotografia de un gel correspondiente al
analisis de productos de PCR correspondientes al locus TK. Para su obtencion, 100 ng
del ADN viral extraido de células CEF infectadas a una multiplicidad de 5 ufp/célula
con los virus NYVAC-WT (calle 1), MVA-B (calle 2) o MVA-WT (calle 3), fueron
usados como molde para hacer un anédlisis por PCR del locus TK empleando como
cebadores 100 ng de los oligonucledtidos que hibridan con las secuencias flanqueantes
del gen TK, TK-L (SEQ ID NO:1) y TK-R (SEQ ID NO:2) en una mezcla de reaccion
que contenfa 0,3 mM de dNTPs, 2,5 mM de MgCl, y 2,5 U de la enzima polimerasa
Platinum Taq. El programa incluye un ciclo de desnaturalizacion a 94°C durante 5 min,
25 ciclos de desnaturalizacion a 94°C durante 1 min, hibridacién a 60°C durante 1 min
y extensién a 68°C durante 2 min, y finalmente un ciclo de extension a 68°C durante 10
min. Los productos de PCR fueron analizados en un gel de agarosa al 0,7%,
obteniéndose el resultado que se muestra en la Figura 4. En la calle 2, la
correspondiente al vector MVA-B, se observa una banda de aproximadamente 6 Kb
compatible con la presencia del inserto completo, mientras que en las calles
correspondientes a los virus de tipo silvestre MVA-WT (3) y NYVAC-WT (1) aparecen
bandas mucho menores, que corresponderian al locus de TK sin inserto. Las diferencias
observadas en los tamafios de las bandas correspondientes a los virus sin inserto MVA-
WT v NYVAC-WT se debe a que el gen TK es uno de los que ha sufrido una
inactivacidn selectiva en el virus NYVAC (véase la Figura 1), siendo el tamafio del gen

TK menor en esta forma atenuada de Vaccinia.

Ejemplo 2.- Analisis de Ia_expresion de proteinas del VIH a partir del
MVA-B
La expresion de las proteinas gp120-BX08 y gagpolnef-B por el virus MVA-B

fue analizada mediante transferencia tipo Western. Monocapas de células CEF crecidas
en placas de 12 pocillos fueron infectadas con 5 ufp/célula de los diferentes stocks de
virus recombinante MVA-B: P1, P2 y P3. Los extractos celulares fueron recogidos a las
24 horas post-infeccién, fraccionados en geles desnaturalizantes de poliacrilamida

(SDS-PAGE), transferidos a membranas de nitrocelulosa, y sometidos a la reaccion
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frente a un anticuerpo policlonal de conejo anti-gp120 (generado en el laboratorio} que
reconoce la proteina gpl120 del aislamiento BX08; v frente a un anticuerpo policlonal de
conejo anti-p24 (cedido por el programa EVA, ARP432) que reconoce la quimera
gagpolnef-B del aislamiento IIIB. Como controles positivos se utilizaron extractos
procedentes de células infectadas con el vector NYVAC-B.

Como se observa en la Figura 5, ambos antigenos son expresados eficientemente

por los diferentes stocks del recombinante MVA-B generado.

Ejemplo 3.- Comprobacién de la estabilidad del MVA-B

Para verificar que el recombinante MVA-B podia ser pasado sucesivamente sin
perder la expresién de los genes insertados, se realizé un ensayo de estabilidad
efectuando varios pases sucesivos del virus recombinante MVA-B en células CEF.
Monocapas de células CEF crecidas en placas P100 fueron infectadas de forma
sucesiva, a una multiplicidad de 0,05 ufp/célula, partiendo del stock P2 del MVA-B
{(pase 6) hasta generar el pase 10 (P10). A continuacion, monocapas de células CEF
crecidas en placas de 6 pocillos fueron infectadas con una dilucién 107 del extracto
viral obtenido del Gitimo pase (P10). A las 48 horas post-infeccion, las placas de lisis
generadas fueron analizadas por inmunotincion, empleando anticuerpos policlonales
anti-WR (que reconoce proteinas del virus MVA); anti-gp120 (que reconoce la gp120
del aislamiento BXO08); y anti-p24 (que reconoce la quimera gagpolnef-B del
aislamiento 111B}; estos dos ultimos anticuerpos fueron los mismos que se utilizaron en
el Ejemplo 2. Los resultados de estas inmunotinciones se muestran en la parte A de la
Figura 6. Los recuentos de placas efectuados mostraron que un 100% de las placas
resultaban tefiidas con los anticuerpos anti-WR, anti-p24 y anti-gpl120. Por ello, se
puede considerar que, tras 10 pases sucesivos del virus en células CEF, ambos antigenos
se expresan eficientemente (100% de las placas reconocidas por los {res anticuerpos),
corroborandose la estabilidad del producto generado.

Los extractos de células CEF infectadas con los pases 7, 8, 9 y 10 también
fueron analizados por inmunotransferencia tipo Western, pruecbas a las cuales
corresponden las tinciones mostradas en la parte B de la Figura 6. Para realizar estos
ensayos, monocapas de células CEF crecidas en placas de 12 pocillos fueron infectadas

con 3 ufp/célula de los extractos virales obtenidos en los pases 7 (P7), 8 (P8), 9 (P9) v
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10 (P10) del virus recombinante MVA-B. Los extractos celulares fueron recogidos a las
24 horas post-infeccion, fraccionados en geles desnaturalizantes de poliacrilamida
(SDA-PAGE), transferidos a membranas de nitrocelulosa y hechos reaccionar con los
mismos anticuerpos policlonales anti-gp120 (parte derecha de la figura) o anti-p24
(parte izquierda de la figura) utilizados en la prueba correspondiente a la parte A de la
Figura 6. Ambos anticuerpos se utilizaron a una dilucién 1/500. Como control positivo
se empled un extracto de células CEF infectadas con el virus NYVAC-B (cedido por el
grupo Aventis). Los resultados confirman la correcta expresion de las proteinas gp120-
BX08 y gagpolnef-B en todos los extractos obtenidos por la infeccion con virus

procedentes de distintos pases.

- Ejemplo 4.- Liberacién de gp120-BX08 y cinética de expresién a partir del

MVA-B en el transcurso del tiempo

Para definir si la proteina gp120-BX08 era eficientemente secretada, monocapas
de células CEF crecidas en placas de 12 pocillos fueron infectadas con MVA-B a 5
ufp/célula. A las 4, 8, 16 y 24 horas post-infeccion las células se recogieron separando
el precipitado (P) del sobrenadante (S) celular. Los sobrenadantes de cada tiempo
analizado fueron concentrados y fraccionados junto a los precipitados celulares en geles
desnaturalizantes de poliacrilamida (SDS-PAGE), transferidos a membranas de
nitrocelulosa, y sometidos a reaccion frente al anticuerpo policlonal anti-gpl20
(diluidos 1/500) anteriormente utilizado en los Ejemplos 2 y 3. De igual forma fueron
tratadas células CEF infectadas con el NYVAC-B (proporcionado por el grupo
Aventis), usado como control positivo en el ensayo. Como control interno para verificar
que habia sido aplicado en el gel 1a misma cantidad de proteina, las membranas fueron
incubadas también frente a un anticuerpo monoclonal anti-f-actina. Los resultados se
muestran en la Figura 7. En su parte superior, correspondiente a la muestra del MVA-B,
puede apreciarse que la proteina gp120-BX08 es expresada eficientemente por el MVA-
B desde las 4 horas post-infeccién, detectandose en el sobrenadante celular a partir de
las 8 horas post-infeccién, y con un comportamiento similar al que se observa en células
infectadas con el NYVAC-B, para el cual se muestran los resultados obtenidos en la

parte inferior de la Figura 7.
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La expresion de la proteina de fusion gagpolnef-B fue analizada siguiendo un
procedimiento similar: monocapas de células CEF crecidas en placas de 12 pocillos
fueron infectadas con MVA-B a 5 ufp/célula aunque, en este caso, la presencia de la
proteina se ensayd en el precipitado celular obtenido a las 6, 18 y 24 horas post-
infeccion, igualmente mediante transferencia tipo Western y poniendo de manifiesto la
presencia de la proteina mediante reaccion con el anticuerpo policlonal anti-p24
utilizado en los Ejemplos 2 y 3. Los resultados se muestran en la Figura 8. En ella puede
observarse la correcta expresion de esta proteina de fusién a lo largo del tiempo de
infeccion tanto desde MVA-B (calle 2 de cada tiempo de infeccién) como desde
NYVAC-B (calle 1), aunque se produce una mayor acumulacién de la protefna de

fusion en células infectadas con MVA-B.

- Ejemplo 5.- Inmunogenicidad del MVA-B: Respuesta inmune especifica

de células T productoras de IFN-y

Una vez generado y caracterizado el recombinante MV A-B, el siguiente objetivo
fue analizar su capacidad de inducir una respuesta inmune especifica en el modelo
murino frente a los antigenos que expresa. Para ello, ratones BALB/c (n=4) de 6-8
semanas de edad se inocularon por via intraperitoneal (i.p.) con una dosis de 2 x 10
ufp/ratén de MVA-B (stock P3) o de NYVAC-B. 10 dias después de la inmunizacién
los ratones fueron sacrificados por dislocacion cervical, y se les extrajo el bazo para
llevar a cabo el ensayo de ELISPOT que detecta las células T especificas frente al
antigeno en funcién de su cualidad para producir IFN;y, que es un indicador positivo de
que un inmundgeno es capaz de activar selectivamente una respuesta celular del tipo
CD4" Thl, caracteristica esta dltima que se considera indicadora de la eficacia de un
proceso de vacunacion. '

Para ello, placas de 96 pocillos con fondos de nitrocelulosa se cubrieron con 75
ul/pocillo a una concentracion de 6 pg/m! de un anticuerpo monoclonal de rata anti-
IFN-y murino (R4-6A2, Pharmingen, San Diego, CA) resuspendido en PBS,
incubandose toda la noche a temperatura ambiente. Posteriormente se lavaron los
pocillos tres veces con medio RPMI y finalmente se incubd con medio complementado
con 10% FCS, al menos una hora a 37°C en atmésfera de CO- al 5%. Por otro lado, los

bazos de los ratones inmunizados, que una vez extraidos se mantuvieron en RPMI +
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10% FCS, se dispusieron en una rejilla estéril sobre una placa de 60 mm, y se
homogeneizaron, disgregando el extracto mediante su paso por agujas de diferente
calibre (21G->25G). Las células asi disgregadas se centrifugaron 5 min a 1.500 rpm a
4°C, y se lavaron dos veces con RPMI + 10% FCS. Para lisar los eritrocitos de las
muestras, se afiadio NH;Cl 0,1 M estéril (2 ml/bazo) v se mantuvo a 4°C durante 3-5
min, se afiadic RPMI + 10% FCS y se centrifugd. Después se lavaron 2 veces, y
finalmente se resuspendieron en 1-2 ml de RPMI + 10% FCS. El recuento de la
viabilidad de los esplenocitos se realizd mediante tincion con azul tripan (4% en agua,
Sigma).

Para evaluar la respuesta inmune especifica, se utilizaron diferentes grupos de
40-50 péptidos de 15 aminoacidos cada uno, solapantes en 11 aminodacidos, que cubrian
todas las regiones antigénicas incluidas en el recombinante MVA-B de la invencion.
Cada grupo de péptidos se diluyé a una concentracion de 10 pg/ml en RPMI + 10%
FCS a los que se les afladi6 30 U/ml de IL-2. Una vez preparado, se afiadio a cada
pocillo 100 pl de mezcla del grupo de péptidos, sobre lo cual se afiadié 100 pl/pocillo
de esplenocitos de los animales inmunizados, a wuna concentracién de 107
esplenocitos/ml y diluciones 1/4 y 1/16 de la misma. Las placas se incubaron durante 48
horas a 37°C en atmésfera de CO,, se lavaron 5 veces con PBS que contenia Tween 20
al 0,05% (PBST), y se incubaron con 2 pg/ml del anticuerpo monoclonal de rata anti-
IFN-y biotinilado XMG1.2 (Pharmingen) diluido en PBST, durante 2 horas a
femperatura ambiente. Después se lavaron las placas 5 veces con PBST y se afiadié una
dilucién 1/800 de avidina-peroxidasa (0,5 mg/ml) (Sigma). Tras 1 hora a temperafura
ambiente se lavd 3 veces con PBST y 2 con PBS, afiadiéndose finalmente la mezcla
reveladora con 1 pg/ml del sustrato DAB (Sigma), resuspendido en Tris-HCI 50 mM
pH 7,5, que contenia 0,015% de H,0,. La reaccién se detuvo lavando la placa con
abundante agua y, una vez seca, se llevd a cabo el recuento de las manchas generadas
con la ayuda de un estereomicroscopio de Leica MZ122 APO y el software Imaging
System QWIN (Leica, Cambridge, Reino Unido). El nimero de células productoras de
IFN-y obtenido frente a una mezcla de péptidos antigénicos no relacionados (control

negativo) fue sustraido en todos los casos.
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Los resultados, que se muestran en la Figura 9, demuestran que ¢l MVA-B es
capaz de potenciar una respuesta inmune especifica frente a casi todos los grupos de

péptidos ensayados, en distinta proporcién que su homélogo NYVAC-B.

- Ejemplo 6.- Inmunogenicidad del MVA-B: Producciéon de citoquinas por

esplenocifos reestimulados

A continuacion, se procedio a evaluar la produccidn de citoquinas estimulada en
los esplenocitos de los ratones inmunizados al ser mezclados con los diferentes grupos
de péptidos solapantes. Para ello, los esplenocitos aislados en el Ejemplo 5 fueron
cultivados (5x10° células/pocillo) en una placa de 24 pocillos y estimulados con 1 pg/ml
de cada grupo de péptidos. La placa se incub6 durante 5 dias a 37°C en atmosfera del
5% CO,. Después de este perfodo, se recogieron los sobrenadantes de los cultivos y se
centrifugaron a 1.500 rpm, 5 min, a 4°C, almacenandose a -70°C hasta su utilizacion.

Tal como se ha comentado anteriormente, los niveles de la citoquina interferon-
gamma (IFN-y) son un indicador positivo de la activacion de una respuesta celular del
tipo CD4" Thl, mientras que la citoquina IL-10, por su parte, es un indicador de
activacion de la respuesta celular tipo CD4" Th2. La relacién entre los niveles de IFN-y
¢ IL-10 indica si la vacunacion es mds o menos eficaz. Para conocer los niveles de una y
otra citoquina, IL-10 e IFN-y, presentes en los sobrenadantes de cultivos de esplenocitos
reestimulados “in vitro”, se procedid a la determinacion de estos niveles mediante kits
de ELISA comerciales de Pharmingen. Siguiendo las instrucciones del fabricante,
placas de 96 pocillos de fondo plano se cubrieron con el anticuerpo anti-citoquina,
diluido en su correspondiente tampon, y se incubé toda la noche a 4°C. Después, los
pocillos se lavaron con PBST, y se bloquearon durante 1 hora a temperatura ambiente
con PBST + 10% FCS (PBSTB). Posteriormente, se afiadieron diluciones seriadas en
PBSTB de las muestras y de las citoquinas estandar, incubandose la placa a temperatura
ambiente durante 2 horas. Después, se¢ lavo con PBST y se incubd a temperatura
ambiente, durante 1 hora, con ¢l anticuerpo especifico anti-citoquina biotinilado, junto a
la estreptavidina conjugada con peroxidasa, todo ello diluido en PBSTB. Finalmente, la
reaccion se detecté con TMB (3,3°,5,5 -tetrametilbenzidina, Sigma), a temperatura

ambiente y en oscuridad, y se detuvo, tras 30 min de incubacidn, con HoSO4 2 N. La
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absorbancia se leyd a 450 nm y los valores obtenidos fueron extrapolados en la curva

estandar (pg/ml).

Los resultados, mostrados en la Figura 10, indican que existe una polarizacion
de la respuesta celular especifica hacia un subtipo Thl, caracterizado por la secrecion de
altos niveles de IFN-y, tanto para MVA-B como para NYVAC-B, frente a los diferentes
grupos de péptidos ensayados. Existen claras diferencias entre las respuestas generadas

por cada uno de los recombinantes.

- Ejemplo 7.- Inmunogenicidad del MVA-B: Identificacién de los tipos de

células T especificas secretoras de IFN-y

Como las células presentadoras que se estaban empleando hasta el momento en
la caracterizacidn de la respuesta celular eran las propias del bazo que éxpresan las
moléculas de histocompatibilidad tanto de clase I (MHC-1) como de clase II (MHC-II),
el siguiente paso fue dilucidar si la respuesta celular que se estaba obteniendo en
ELISPOT era debida a la secrecién de IFN-y por las células T CD8” o por las células T
CD4". Para ello, los esplenocitos obtenidos en ¢l Ejemplo 5 fueron reestimulados in
vitro durante 1 hora a 37°C con 5 pg/ml de cada grupo de péptidos solapantes
pertenecientes al clade B, tras lo cual se afiadié Brefeldina a una concentracion de 10
ug/ml, incubandose durante toda la noche a 37°C. Siete dias después se procedid a un
marcaje de superficie empleando anticuerpos especificos anti-CD4 o anti-CD8
conjugados a FITC, seguido de un marcaje intracelular empleando anti-IFN-y conjugado
a PE. Una vez fijadas las células fueron analizadas en el citometro de flujo.

Los resultados, mostrados en la Figura 11, permiten apreciar que, tanto para el
grupo de animales inmunizado con el MVA-B, como para el grupo inmunizado con
NYVAC-B, la respuesta productora de IFN-y es mayoritariamente debida a la poblacién
de células T CD8" especificas activadas frente a los diferentes grupos de péptidos. Al
determinar los niveles totales de IFN-y secretados por ambos tipos de células, se
corrobord el resultado obtenido en el ensayo de ELISPOT descrito en el Ejemplo 5,
donde se observaba una respuesta especifica frente a la mayoria de los grupos de
péptidos en los animales inmunizados con ambos recombinantes. De nuevo, existen

diferencias claras entre las respuestas generadas por cada uno de los recombinantes.
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- Ejemplo 8.- Utilizacion del MVA-B en protocolos de

induccion/potenciacion: Respuesta inmune especifica de células T productoras de

IFN-y
Una vez establecido que la administracion de una primera dosis de inmunizacidn

que contenia el MVA-B era capaz de inducir una respuesta inmune especifica en el
modelo murino, se evalud a continuacidn si la utilizacion de este vector de la invencion
como parte de protocolos de induccién/potenciacidn (priming/boosting) daba lugar a un
incremento en la magnitud y en la amplitud de la respuesta inmune. Para ello, grupos de
4 ratones BALB/c de 6-8 semanas de edad se inocularon por via intramuscular (i.m.)
con 100 pg del vector de ADN DNA-B (cedido por GeneArt, Alemania), que contiene
las mismas secuencias codificantes de proteinas del VIH-1 que lleva insertadas el
MVA-B, pero bajo el control de sendos promotores de citomegalovirus e insertadas en
vectores plasmidicos (uno para gpl120 y otroa para la proteina de fusién Gag-Pol-Nef).
Los grupos control fueron inoculados (i.m.) con 100 pg de ADN sin inserto (DNA &J).
15 dias después se les inmunizé por via intraperitoneal (1.p.) con 2 x 107 ufp/ratén de
MVA-B (stock P3) o de NYVAC-B (grupo Aventis, Francia), que expresa los mismos
antigenos de VIH que MVA-B. Un tercer grupo recibié una segunda dosis de DNA-B
(100 pg, i.m.). Los grupos control recibieron una dosis de 2 x de 107 ufp/ratén de MVA-
WT o NYVAC-WT. 10 dias después de la tltima inmunizacién los ratones fueron
sacrificados por dislocacién cervical y el bazo fue exiraido para llevar a cabo el ensayo
de ELISPOT. Para detectar la respuesta inmune especifica, mezclas de esplenocitos de
los animales inmunizados en cada grupo se pusieron en contacto durante 48 horas con
diferentes mezclas (pools) de péptidos solapantes pertenecientes al clade B (5 pg/ml)
que comprenden todas las regiones antigénicas incluidas en los virus recombinantes
MVA-B y NYVAC-B. El niimero de células productoras de IFN-y obtenido frente a una
mezcla de péptidos antigénicos no relacionados (control negativo) fue sustraido en
todos los casos.

Los resultados obtenidos se muestran en la Figura 12, en la que aparece el
nimero de células secretoras de IFN-y especificas detectadas por cada 10° esplenocitos
en los ratones inmunizados con las diferentes combinaciones de vectores. Se observa
para casi todos los grupos de péptidos analizados que la inclusion de vectores derivados

de poxvirus que codifican antigenos del VIH-1 en la segunda dosis de refuerzo de la
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respuesta inmune da lugar en casi todos los casos a un incremento significativo de la
respuesta inmune con respecto a la utilizaciéon Unicamente de vectores de ADN, siendo

Ia respuesta generada diferente segtn se utilice MVA-B o NYVAC-B.

-  Ejemplo 9.- Utilizacién del MVA-B en  protocoles de

induccion/potenciacion: Produccion de citoquinas por esplenocitos reestimulados

Cinco grupos de ratones BALB/c (n=4) fueron inoculados en régimen
combinado de induccion de la respuesta inmune mediante la administracién de una
primera dosis de vector y de potenciacion de la misma mediante la inoculacion de otro
vector en una segunda dosis, de manera andloga a como se describio en el Ejemplo 8 y
utilizando las mismas combinaciones de vectores. Los esplenocitos extraidos fueron
estimulados in vifro con las diferentes mezclas de péptidos solapantes pertenecientes al
clade B (1 pg/mL) ¢ incubados durante 5 dias a 37 °C. Transcurrido ese tiempo, se
recogieron los sobrenadantes y se almacenaron a -70°C. Los niveles de IFN-y se
determinaron por ELISA usando un Kit comercial (Pharmigen). Los resultados se
muestran en la Figura 13, donde se observa que la produccion de IFN-y difiere segtn se

utilice MVA-B 0 NYVAC-B como segundo vector de inmunizacion.

- Ejemplo 10.- Utilizacion __del MVA-B  en  protocolos  de

induccion/potenciacién: Produccién de B-quimioquinas por esplenocitos

reestimulados

Cinco grupos de ratones BALB/c (n=4) fueron inoculados en régimen
combinado de induccién de la respuesta inmune mediante la administracion de una
primera dosis de vector y de potenciacion de la misma mediante la inoculacioén de otro
vector en una segunda dosis, de manera analoga a como se describié en el Ejemplo 8 y
utilizando las mismas combinaciones de vectores. Los esplenocitos extraidos fueron
estimulados in vitro con las diferentes mezclas de péptidos solapantes pertenecientes al
clade B (1 ug/ml) e incubados durante 5 dias a 37 °C. Transcurrido ese tiempo, se
recogieron los sobrenadantes y se almacenaron a -70°C. Los niveles de MIP-1 B vy

RANTES se determinaron por ELISA usando kits comerciales (Pharmigen)
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Los resultados se muestran en la Figura 14, donde se observa que la produccién
de quimioquinas MIP-1 § v RANTES difieren segtin se utilice MVA-B o NYVAC-B

como segundo vector de inmunizacion.

- Ejemplo 11.- Utilizacién del MVA-B  en protocoles de

induccion/potenciacion: Identificacién de los tipos de células T especificas

productoras de IFN-y v TNF-a

Cinco grupos de ratones BALB/c (n=4) fueron inoculados en régimen
combinado de induccidn de la respuesta inmune mediante la administracion de una
primera dosis de vector y de potenciacién de la misma mediante la inoculacion de otro
vector en una segunda dosis, de manera analoga a como se describio en el Ejemplo 8 y
utilizando las mismas combinaciones de vectores. Los esplenocitos extraidos fueron
estimulados in vitro con el péptido de la envuelta del aislado Bx08 (5 pg/ml) e
incubados durante 1 hora a 37 °C. Transcurrido ese tiempo se le afiadié Brefeldina A
(10 pug/mL) y se dejé incubando a 37 °C. Siete dias después, se procedid a un marcaje
de superficie empleando anticuerpos especificos anti-CD4 o anti-CD8 conjugados a
FITC (diluidos 1/100), seguido de un marcaje intracelular empleando anti-IFN-y o anti-
TNF-o conjugado a PE {diluido 1/100). Una vez fijjadas las células fueron analizadas en
el citémetro de flujo

Los resultados se muestran en la Figura 15. En ellos se observan diferencias en
los niveles de células CD8" entre los grupos, con un mayor incremento de células

secretoras de TNF-o en el grupo que habia recibido DNA-B+MVA-B.

- Ejemplo 12.- Utilizacion _del MVA-B  en  protocolos  de

induccién/potenciacién que combinan vectores derivados de Vaccinia: Respuesta

inmune especifica de células T productoras de IFN-y

Grupos de 4 ratones BALB/c de 6-8 semanas de edad se mocularon por via
intraperitoneal (i.p.) con una dosis de con 2 x 107 ufp/ratén de MVA-B (stock P3),
NYVAC B (grupo Aventi) o MVA WT. 15 dias después los ratones recibieron una
segunda dosis por via intraperitoneal (i.p.) de 2 x 107 ufp/ratén de vector, de manera que
se inoculd NYVAC-B a los ratones que habian recibido MVA-B en la primera dosis,

MVA-B a los ratones que habian recibido NYVAC-B en la primera dosis y NYVAC-
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WT (grupo Aventis) a los ratones que habian recibido MVA-WT en la primera dosis. Se
generaron asi grupos que habian sido inoculados con las siguientes combinaciones de
vectores: NYVAC-B+MVA-B, MVA-B+NYVAC-B y MVA-WT+NYVAC-WT.

10 dias después de la ltima inmunizacién los ratones fueron sacrificados por
dislocacién cervical y el bazo fue extraido para llevar a cabo el ensayo de ELISPOT.
Para detectar la respuesta inmune especifica, grupos de mezcla de esplenocitos de los
animales inmunizados en cada grupo se pusieron en contacto durante 48 horas con
diferentes mezclas de péptidos solapantes pertenecientes al clade B (5 ug/ml) que
comprenden todas las regiones antigénicas incluidas en los virus recombinantes MV A-
B vy NYVAC-B. El nimero de células productoras de IFN-y obtenido frente a una
mezcla de péptidos antigénicos no relacionados (control negativo) fue sustraido en
todos los casos.

Los resultados obtenidos se muestran en la Figura 16. En ella puede observarse
como las dos combinaciones de vectores que contienen secuencias derivadas de VIH-1
incrementan tanto la magnitud como la amplitud de la respuesta inmune especifica
generada, seglin se observa con los diferentes grupos de péptidos. La combinacién en la
que el NYVAC-B se inocula en la primera dosis y el MVA-B en la segunda fue la que

dio lugar al nimero mas elevado de células secretoras de IFN-y frente a los diferentes

grupos de péptidos.

-  Ejemplo 13.- Utilizacion _del MVA-B en protocolos de

induccién/potenciacion gue combinan vectores derivados de Vaccinia: Produccion

de IFN-y por esplenocitos estimulados

Tres grupos de ratones BALB/c (n=4) de 6-8 semanas de edad fueron inoculados
en régimen combinado de induccién de la respuesta inmune mediante la admimistracion
de una primera dosis de vector y de potenciacién de la misma mediante la inoculacion
de otro vector en una segunda dosis, de manera analoga a como se describié en el
Ejemplo 12 y utilizando las mismas combinaciones de vectores. Los esplenocitos
extraidos fueron estimulados in vifro con las diferentes mezclas de péptidos solapantes
pertenecientes al clade B (1 pg/ml) utilizadas en los Ejemplos anteriores ¢ incubados

durante 5 dias a 37 °C. Transcurrido ese tiempo, se recogicron los sobrenadantes y se
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almacenaron a -70°C. Los niveles de IFN-y se determinaron por ELISA usando un kit

comercial (Pharmigen).

Los resultados se muestran en la Figura 17, donde se observa que la produccién
de TFN-y mas amplia se obtiene con la combinacién NYVAC-B+MVA-B, al igual que
en el Ejemplo 12.

- Ejemplo 14.- Utilizacion del MVA-B en _protocolos _de

induccion/potenciacion que combinan vectores de ADN vy vectores virales

derivados de Vaccinia: Respuesta inmune especifica de células T productoras de

IFN-v en ratones humanizados HHDII

Se procedié también a realizar experimentos con ratones humanizados HHDII.
Estos ratones, generados por F. Lemonier en Francia y cedidos por él para la realizacién
de los experimentos descritos en la presente memoria, sélo permiten la presentacién de
antigenos en el contexto del MHC de clase I humano, al tener reemplazados los genes
murinos del MIC clase I y B-microglobulina por los correspondientes genes humanos.

Grupos de 4 ratones HHDII de 6-10 semanas de edad se inocularon por via
intramuscular (i.m.) con 100 pg del vector de ADN DNA-B (cedido por GeneArt,
Alemania) utilizado también en el Ejemplo 8. Los grupos control fueron inoculados
(im.) con 100 pg de ADN sin inserto (DNA ). 15 dias después se les inmunizd por
via intraperitoneal (i.p.) con 2 x 107 ufp/ratén de MVA-B (stock P3) o de NYVAC-B
(grupo Aventis, Francia), que expresa los mismos antigenos de VIH que MVA-B. Un
tercer grupo tecibié una segunda dosis de DNA-B (100 pg, im.). El grupo control
recibié una dosis de 2 x de 107 ufp/ratén de MVA-WT. 10 dias después de la tltima
inmunizacién los ratones fueron sacrificados por dislocaciéon cervical y el bazo fue
extraido para llevar a cabo el ensayo de ELISPOT. Para detectar la respuesta inmune
especifica, mezclas de esplenocitos de los animales inmunizados en cada grupo se
pusieron en contacto durante 48 horas con diferentes mezclas de péptidos solapantes
pertenecientes al clade B (5 ug/ml) que comprenden todas las regiones antigénicas
incluidas en los virus recombinantes MVA-B y NYVAC-B. El nimero de células
productoras de IFN-y obtenido frente a una mezcla de péptidos antigénicos no

relacionados (control negativo) fue sustraido en todos los casos. » denota diferencias
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significativas (p< 0,005) de cada grupo respecto al control negativo. * denota
diferencias significativas (p< 0,05) entre los distintos grupos

La Figura 18 muestra los resultados obtenidos. Se observa que Ias
combinaciones DNA-B+MVA-B y DNA-B+NYVAC-B inducen una amplia respuesta

frente a los grupos de péptidos, con inmunodominancia frente a Env.

- Ejemplo 15.- Utilizacién del MVA-B en  protocolos de

induccion/potenciacién gque combinan vectores de ADN v vectores virales

derivados de Vaccinia: Respuesta inmune especifica de células T productoras de

IL-2 en ratones humanizados HHDIT

Grupos de 4 ratones HHDII de 6-10 semanas de edad se inocularon por via
intramuscular (i.m.) con 100 pg del vector de ADN DNA-B (cedido por GenArt,
Alemania). El grupo control fue inoculado (i.m.) con 100 pg de ADN sin inserto (DNA
@). 15 dias después se les inmunizé por via intraperitoneal (i.p.) con 2 x 107 ufp/ratén
de MVA-B (stock P3) o de NYVAC-B (grupo Aventis, Francia), que expresa los
mismos antigenos de VIH que MVA-B. Un tercer grupo recibié una segunda dosis de
DNA-B (100 ng, i.m.). El grupo control recibi¢ una dosis de 2 x de 107 ufp/ratén de
MVA-WT. 10 dias después de la Gltima inmunizacién los ratones fueron sacrificados
por dislocacién cervical y el bazo fue extraido para llevar a cabo el ensayo de
ELISPOT. Para detectar la respuesta inmune especifica, mezclas de esplenocitos de los
animales inmunizados en cada grupo se pusieron en contacto durante 48 horas con
diferentes mezclas de péptidos solapantes pertenecientes al clade B (5 ug/ml) que
comprenden todas las regiones antigénicas inclnidas en los virus recombinantes MV A-
B y NYVAC-B. El nimero de células productoras de IL-2 obtenido frente a una mezcla
de péptidos antigénicos no relacionados (control negativo) fue sustraido en todos los
casos. La Figura 19 muestra los resultados obtenidos, en la que: o denota diferencias
significativas (p< 0,005) de cada pool respecto al control negativo. * denota diferencias
significativas (p< 0,05) entre los distintos grupos. Se observa inmunodominancia de
antigenos de Env, con amplia respuesta frente a los distintos grupos de péptidos y

diferencias significativas entre los grupos DNA-B+MVA-B y DNA-B+NYVAC-B.
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- Ejemplo 16.- Utilizacion _del MVA-B en protocolos de

induccion/potenciacién que combinan vectores derivados de Vaccinia: Respuesta

inmune especifica de células T productoras de IFN-y en ratones humanizados

HHDII

Cinco grupos de 4 ratones HHDII de 6-10 semanas de edad se inocularon por via

intraperitoneal (i.p.) con una dosis de 2 x 107 ufp/ratén de MVA-B (stock P3) (2
grupos), NYVAC B (grupo Aventis) (2 grupos) o NYVAC WT (grupo control). 15 dfas
después los ratones recibieron una segunda dosis por via intraperitoneal (i.p.) de 2 x 107
ufp/raton de vector, de manera que a uno de los grupos que habia recibido MVA-B en la
primera dosis se le inoculd NYVAC-B y a otro de nuevo MVA-B, a uno de los grupos
que habian recibido NYVAC-B en la primera dosis se le inoculéd NYVAC-B de nuevo y
a otro MVA-B vy, finalmente, el grupo control recibié en la segunda dosis MVA-WT
(Aventis-Pasterur). Se generaron asi grupos que habian sido inoculados con las
siguientes combinaciones de vectores: MVA-B+NYVAC-B, NYVAC-B+MVA-B,
MVA-B+MVA-B, NYVAC-B+NYVAC-B y NYVAC-WT+MVA-WT.

10 dias después de la tltima inmunizacién los ratones fueron sacrificados por
dislocacién cervical y ¢l bazo fue extraido para llevar a cabo ¢l ensayo de ELISPOT.
Para detectar la respuesta inmune especifica, grupos de mezcla de esplenocitos de los
animales inmunizados en cada grupo se pusieron en contacto durante 48 horas con
diferentes mezclas de péptidos solapantes pertenecientes al clade B (5 pg/ml) que
comprenden todas las regiones antigénicas incluidas en los virus recombinantes MVA-
B y NYVAC-B. El nimero de células productoras de IFN-y obtenido frente a una
mezcla de péptidos antigénicos no relacionados {control negativo) fue sustraido en
todos los casos. La Figura 20 muestra los resultados obtenidos, en la que: s denota
diferencias significativas (p< 0,005) de cada grupo de péptidos respecto al control
negativo. Se observa que la inmunizacion combinada de vectores virales, MVA-B y

NYVAC-B, induce una amplia respuesta inmune contra distintos antigenos del VIH.
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- Ejemplo 17.- Utilizacién del MVA-B en  protocolos__ de

inducecidon/potenciacion que combinan vectores derivados de Vaccinia: Respuesta

inmune _especifica de células T productoras de II.-2 en ratones humanizados
HHDII

Cinco grupos de 4 ratones HHDIT de 6-10 semanas de edad se inocularon por via

intraperitoneal (i.p.) con una dosis de 2 x 107 ufp/ratén de MVA-B (stock P3) (2
grupos), NYVAC B (grupo Aventis) (2 grupos) o NYVAC WT (grupo control). 15 dias
después los ratones recibieron una segunda dosis por via intraperitoneal {(1.p.) de 2 x 107
ufp/raton de vector, de manera que a uno de los grupos que habia recibido MVA-B en la
primera dosis se le inoculd NYVAC-B y a otro de nuevo MVA-B, a uno de los grupos
que habian recibido NYVAC-B en la primera dosis se le inoculd NYVAC-B de nuevo y
a otro MVA-B y, finalmente, el grupo control recibié en la segunda dosis MVA-WT
{grupo Aventis). Se generaron asi grupos que habfan sido inoculados con las siguientes
combinaciones de vectores: MVA-B+NYVAC-B, NYVAC-B+MVA-B, MVA-
B+MVA-B, NYVAC-B+tNYVAC-B y NYVAC-WT+MVA-WT.

10 dias después de la dltima inmunizacion los ratones fueron sacrificados por
dislocacion cervical y el bazo fue extraido para llevar a cabo el ensayo de ELISPOT.
Para detectar la respuesta inmune especifica, grupos de mezcla de esplenocitos de los
animales inmunizados en cada grupo se pusieron en contacto durante 48 horas con
diferentes mezclas de péptidos solapantes pertenecientes al clade B (5 pug/ml) que
comprenden todas las regiones antigénicas incluidas en los virus recombinantes MVA-
B y NYVAC-B. El niimero de células productoras de IL-2 obtenido frente a una mezcla
de péptidos antigénicos no relacionados (control negativo) fue sustraido en todos los
casos. La Figura 21 muestra los resultados obtenidos, en la que: » denota diferencias
significativas (p< 0,005) de cada grupo de péptidos respecto al control negativo. Como
en el Ejemplo 16, se observa que la combinacién de vectores induce una amplia

respuesta inmune {produccion de T1.-2) frente a distintos antigenos del VIH.

- Ejemplo 18.- Generaciéon del MVA-C
Construccidn del vector plasmidico pLZAW 1ep120C/pagpolnef-C-14

El vector plasmidico pLZAWIgp120C/gagpolnef-C-14 fue construido por los

inventores para la generacion del virus recombinante de MVA que expresa secuencias
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génicas correspondientes a la proteina gpl20 (gp120-C) y a la quimera de Gag, Pol y

Nef (gagpolnef-C) del aislamiento CN54, que pertenece al clade C. El vector

pPMA60gp120C/gagpolnefC-14,15 utilizado para su construccion, contiene las

secuencias codificantes de ambas protefnas; se construyo utilizando la secuencia

5  codificante de la proteina de fusion gagpolnef-C generada por GeneArt (Regensburg,

Alemania) y fue cedido a los inventores para la construccion del vector MVA-C en el
marco del programa de colaboracidon EuroVacl.

El plasmido pLZAWlgp120C/gagpolnef-C-14 es un derivativo de pUC disefiado

para la seleccidn de placas azules/blancas. Contiene las secuencias flanqueantes derecha

10 (TK-R) e izquierda (TK-L) del gen viral de la timidina quinasa (TK), el promotor E3L

dirigiendo la expresién del marcador de seleccion [-galactosidasa, y el gen de

resistencia a ampicilina (AP). Entre las dos secuencias flanqueantes se¢ encuentras las

dos secuencias que se desean expresar, gp120-C (SEQ ID NO:17) v gagpolnef-C (SEQ

ID NO:18), que han sido modificadas para optimizar el uso de codones de mamifero.

15  Para dirigir la expresién de cada una de Ias secuencias hay sendos promotores sintéticos

temprano/tardio (pE/L), situados en orientacién opuesta en la zona del inserto mas

alejada de las secuencias flanqueantes. La posicion de cada uno de los componentes

incluidos en el plasmido se describe a continuacidn en la Tabla 4.

Tabla 4.- Componentes del plismido pLZAW1gp120C/gagpolnef-C-14

20

Secuencia flanqueante izquierda de TK [410-908 Complementaria
T5NT para [-gal 929-935 Complementaria
B-gal ATG-TAA (936-4079) Complementaria
Promotor E3L para -gal 4080-4140 Complementaria
Parte 1 de la secuencia flanqueante|4151-4498 Complementaria
izquierda de TK

T5NT para gp120 4607-4614 Complementaria
gpl20 ATG-TAA (4643-6139) Complementaria
Promotor E/L para gp120 6149-6187 Complementaria
Promotor E/L para gagpolnef 6202-6240

gagpolnef ATG-TAA (6250-10503)

T5NT para gagpolnef 10584-10590

Secuencia flanqueante derecha de TK | 10652-11343 Complementaria
AP ATG-TAA (12514-13374) | Complementaria
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Para la construccion de este plasmido se utilizaron otros dos plasmidos

diferentes:

- pMA60gp120C/gagpolnef-C-14,15 (proporcionado por el grupo Aventis,

Canad4). El plasmido es un derivativo de pUC que contiene las secuencias flanqueantes
derecha (TK-R) e izquierda (TK-L.) del gen viral de la timidina quinasa (TK) en sitios
de clonacién del pUC.. Entre las dos secuencias flanqueantes se encuentras las dos
secuencias que se desean expresar, gpl20-C y gagpolnef-C, que han sido modificadas
para optimizar el uso de codones de mamifero. Para dirigir la expresion de cada una de
las secuencias hay sendos promotores sintéticos temprano/tardio (pE/L), situados en
orientacién opuesta en la zona del inserto mas alejada de las secuencias flanqueantes.

- pLZAWI1: El plasmido fue proporcionado por Linong Zhang, del grupo
Aventis, Canada. Es un plasmido basado en pUC que contiene un brazo izquierdo del
gen de TK, sitios de clonacién para insertar genes exdgenos, una repeticion corta del
brazo izquierdo el gen de TX, un promotor E3L dirigiendo la expresién de un casete
con B-gal y un brazo derecho del gen de TK.

La construccion del plasmido pLZAW 1gpl20C/gagpolnefC-14 a partir de estos
otros dos plasmidos se representa en la Figura 22. Brevemente, un fragmento de ADN
de 6047 kpb que contenia los genes de interés fue sacado por digestién con EcoRV del
plasmido pMA60gp120C/gagpolnefC-14,15, modificado por incubacion con la ADN
polimerasa de Klenow para generar extremos romos, y clonado en el vector pPLZAW1
previamente digerido con la endonucleasa de restriccién Ascl, modificado por
incubacién con Klenow, y desfosforilado por incubacién con fosfatasa alcalina de
intestino de ternera, generandose de esta forma el vector plasmidico de transferencia
pLZAWIgp120C/gagpolnef-C-14. El plasmido generado dirige la insercion de los genes
de interés en el locus de la TK del genoma del virus atenuado MVA. Después de aislar
el virus recombinante deseado mediante el analisis de la expresion de actividad B-
galactosidasa la posterior propagacién del virus recombinante conduce a la autodelecién
de B-gal por recombinacion homdloga entre el brazo izquierdo de TK y la repeticion

corta del brazo izquierdo de TK que flanquean el marcador.
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Construccion del virus recombinante MVA-C

Cultivos primarios de fibroblastos de embridn de pollo (CEF) fueron infectados
con virus atenuado MVA en pase 586 (MVA-F6, pase 586, proporcionado por Gerd
Sutter) a una multiplicidad de 0,05 ufp/célula, y posteriormente transfectados con 10 pg
de ADN del plasmido de transferencia pL.ZAW1gp120C/gagpolnefC-14, usando para
ello lipofectina comercial suministrada por Invitrogen y siguiendo las instrucciones del
fabricante. Después de 72 horas post-infeccion las célufas fueron recogidas, sonicadas y
usadas para la seleccion de los virus recombinantes. Los virus MV A recombinantes que
contenian los genes gpl120C/gagpolnef-C y coexpresaban de forma iransitoria el gen
marcador B-Gal (MVA-B (X-Gal")), fueron seleccionados por pases consecutivos de
purificacion de placas en células CEF tefiidas con 5-bromo-4-cloro-3-indolil-p-
galactosido (XGal) (300 ug/ml). En lo sucesivo, los MVA recombinantes que contenian
los genes gpl20C/gagpolnef-C y que habian perdido el gen marcador (MVA-B (X-Gal’
)), fueron seleccionados como focos virales no tefiidos en células CEF en presencia de
XGal. En cada paso de purificacién las placas aisladas fueron expandidas en CEF
durante 3 dias, y el extracto viral crudo obtenido fue usado para el paso de purificacion
de placas consecutivo.

Tras 4 pases consecutivos de purificaciéon fueron aisladas 24 placas
recombinantes que expresaban eficientemente ambos antigenos y que habian perdido el
gen marcador. Se hizo crecer el recombinante designado como MVA-C-1.7.1.2 (PI)
(SEQ ID NO:16) para generar un stock crudo (P2) que se envié a produccion en
condiciones de buenas practicas de fabricacidn para estudios clinicos. La secuencia del
inserto que este recombinante lleva incluido en el sitio de la timidina quinasa viene
representada por SEQ ID NO:20. La localizacién en dicha secuencia de cada uno de los
elementos que componen el inserto se indica a continuacién en la Tabla 3

Tabla 5.- Posicion de los componentes principales del inserto del vector MVA-C

Parte 1 de la secuencia flangueante 1-502 Complementaria
izquierda de TK

gpl20-C ATG-TAA (647-2143) Complementaria
Promotor E/L para gp120-C 2153-2191 Complementaria
Promotor E/L para gagpolnef 2206-2244

gagpolnef-C ATG-TAA (2254-6507)

Secuencia flanqueante derecha de TK | 6656-7347 Complementaria
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A partir del P2, se prepard un stock P3 de virus, purificandolo a partir de células
CEF infectadas a una multiplicidad de infeccion de 0,05 por pase a través de dos
colchones de sacarosa al 36%. Este stock P3, con un titulo de 4,25 x 108 ufp/ml, fue el

que se utilizo en los protocolos de inmunizacién en el modelo murino.

Caracterizacion del virus recombinante MVA-C

Para confirmar la homogeneidad genética del virus MVA-C generado y la
integridad de los genes insertados, se realizé un andlisis por PCR del ADN viral
extraido de células CEF infectadas a una multiplicidad de 5 ufp/célula, empleando para
ello oligonucléotidos que hibridan o con las regiones TK flanqueantes del inserto o con
regiones internas de los genes inserfados. La secuencia de los oligonucleotidos
utilizados como cebadores v la posicién en que aparecen sobre el vector plasmidico de
transferencia pLZAW1gpl120C/gagpolnefC-14 se muestran en la Tabla 6. Las
posiciones en las que hibridan dichos oligonucleétidos, asi como los tamafios estimados
de los fragmentos generados en las distintas PCR y la localizacion de los mismos con
respecto a los insertos y las secuencias flanqueantes, aparecen representadas en la parte
superior de la Figura 23.

Tabla 6.- Oligonucleétidos utilizades como cebadores de las PCR de

caracterizacion del vector MVA-C

Oligo

.. SECUENCIA Posicién
nucledtido
TK-L 5" TGATTAGTTTGATGCGATTC 3 (SEQ ID NO:1) 4338-4357
TK-R 5’ TGTCCTTGATACGGCAG 37 (SEQ ID NO:2) 10819-10835
gpl20-10 |5 TCGAGCATGGACAGGGCC 3” (SEQ ID NO:7) 6128-6145
gpl20-1050 |5° GTCTTGTTCTGGAAGTGC 3’ (SEQ ID NO:8) 5088-5105
gpl20-1213 5> ATCATCACCATCCCCTGC 3° (SEQ ID NO:9) 4025-4042

GPN-802 |5 TGGGTTTAAACAAGATCG 3’ (SEQ ID NO:10) 7043-7060

GPN-2018 |5° CAAGGTGAAGCAGTGGCC 3’ (SEQ ID NO.11) 8260-8276

GPN-2198 |5° TGGGTCCTCTTGTTCAGC 3° (SEQ ID NO:12) 8439-8456

GPN-3820 |5° CGGCCTTGCCGATCTTGG 3° (SEQ ID NO:13) 10061-10078

GPN-4000 |5° CCGACAAGAGCGAGAGCG 3’ (SEQ ID NO:14) | 10241-10258
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La parte inferior de la Figura 23 muestra fotografias de los geles obtenidos al

-someter a electroforesis los productos de las PCR realizadas con las diferentes parejas

de cebadores para efectuar el analisis de los fragmentos del VIH-1 incluidos en el virus
MVA-C. Para ello, 100 ng del ADN viral extraido de células CEF infectadas a una
multiplicidad de 5 ufp/célula con los virus NYVAC-C (calle 1), MVA-C (calle 2),
MVA-WT (calle 3) o NYVAC-WT (calle 4), fueron usados como molde para hacer una
amplificacion mediante PCR de diferentes fragmentos de VIH-1 incluidos en MVA-C.
Las condiciones de cada PCR se estandarizaron de forma individualizada para cada
pareja de oligonucledtidos cebadores empleada. Como se observa en las fotografias
mostradas en la parte inferior de la Figura 23, en las calles 3 y 4, correspondientes a
muestras que carccen de inserto, no se observan bandas en ninguno de los casos,
mientras que el control positivo NYVAC-C expresa los mismos genes incluidos en
MVA-C.

La Figura 24, por su parte, muestra una fotografia de un gel obtenido al someter
a electroforesis los productos resultantes de una reaccion de PCR en la que se utilizaron
como cebadores oligonucledtidos (TK-I. y TK-R) que hibridan con las secuencias
flanqueantes del gen TK. En las calles 2 y 3, correspondiente a los stocks P1 y P2 del
vector MVA-C se observa una banda de algo mas de 6 Kb compatible con la presencia
del inserto completo; mientras que en la calle 4, correspondiente a ADN extraido de
células CEF infectadas con la cepa silvestre MVA-WT del virus MVA aparece una

banda mucho menor, que corresponderia al locus de TK sin inserto.

Ejemplo 19.- Analisis de la expresion de proteinas del VIH a partir del
MVA-C
La expresion de las proteinas gp120-C y gagpolnef-C por el virus MVA-C fue

analizada mediante transferencia tipo Western. Monocapas de células CEF crecidas en
placas de 12 pocillos fueron infectadas con 5 ufp/célula de los diferentes stocks de virus
recombinante MVA-B. Los extractos celulares fueron recogidos a las 24 horas post-
infeccién, fraccionados en geles desnaturalizantes de poliacrilamida (SDS-PAGE),
transferidos a membranas de nitrocelulosa, y sometidos a la reaccién frente a un

anticuerpo policlonal de conejo anti-gp120 (generado en el laboratorio) que reconoce la
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proteina gpl20 del aislamiento CN34; y frente a un anticuerpo policlonal de conejo
anti-p24 (cedido por ¢l programa EVA, ARP432) que reconoce la quimera gagpolnef-C
del mismo aislamiento. Como controles positivos se utilizaron extractos procedentes de
células infectadas con el vector NYVAC-C.

Como se observa en la Figura 25, ambos antigenos son expresados

eficientemente por diferentes stocks (P2, P3) del recombinante MVA-C

generado.

Ejemplo 20.- Comprobacion de Ia estabilidad del MVA-C

Para verificar que el recombinante MVA-C podia ser pasado sucesivamente sin
perder la expresion de los genes insertados, se realizd un ensayo de estabilidad andlogo
al descrito en el Ejemplo 3, efectuando varios pases sucesivos del virus recombinante
MVA-C en células CEF. Monocapas de células CEF crecidas en placas P100 fueron
infectadas de forma sucesiva, a una multiplicidad de 0,05 ufp/célula, partiendo del stock
P2 del MVA-C (pase 6) hasta generar ¢l pase 10 (P10). A continuacion, monocapas de
células CEF crecidas en placas de 6 pocillos fueron infectadas con una dilucién 107 del
extracto viral obtenido del ultimo pase (P10). A las 48 horas post-infeccidn, las placas
de lisis generadas fueron analizadas por mmunotincion, empleando anticuerpos
policlonales anti-WR (que reconoce proteinas del virus MVA); anti-gpl20 (que
reconoce la gpl20 del aislamiento CN54); y anti-p24 (que reconoce la quimera
gagpolnef-C del mismo aislamiento); estos dos tltimos anticuerpos fueron los mismos
que se utilizaron en el Ejemplo 19. Los resultados de estas inmunotinciones se muestran
en la parte A de la Figura 26. Los recuentos de placas demostraron que, tras 10 pases
sucesivos del virus en células CEF, ambos antigenos se expresan eficientemente (100%
de las placas reconocidas por el anticuerpo anti-WR fueron reconocidas por los
anticuerpos anti-gpl20 y anti-p24), corroborandose la estabilidad del producto
generado.

Los extractos de células CEF infectadas con los pases 7, 8, 9 y 10 también
fueron analizados por inmunotransferencia tipo Western, pruebas a las cuales
corresponden las tinciones mostradas en la parte B de la Figura 26. Para realizar estos
ensayos, monocapas de células CEF crecidas en placas de 12 pocillos fueron infectadas

con 5 ufp/célula de los extractos virales obtenidos en los pases 7 (P7), 8 (P8), 9 (P9) y
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10 (P10) del virus recombinante MVA-C. Los extractos celulares fueron recogidos a las
24 horas post-infeccion, fraccionados en geles desnaturalizantes de poliacrilamida
(SDA-PAGE), transferidos a membranas de nitrocelulosa y hechos reaccionar con los
mismos anticuerpos policlonales anti-gp120 (parte derecha de la figura) o anti-p24
(parte izquierda de la figura) utilizados en la prueba correspondiente a la parte A de la
Figura 26. Ambos anticuerpos se utilizaron a una dilucién 1/500. Como control positivo
se empled un extracto de células CEF infectadas con el virus NYVAC-C (cedido por el
grupo Aventis). Los resultados confirman la correcta expresion de las proteinas gpl120-
C v gagpolnef-C en todos los extractos obtenidos por la infeccion con virus procedentes

de distintos pases.

Ejemplo 21.- Liberacion de gpl120-C v cinética de expresion a partir del

MVA-C en el transcurso del tiempo

Para definir si la proteina gpl120-C era eficientemente secretada, monocapas de
células CEF crecidas en placas de 12 pocillos fueron infectadas con el virus
recombinante MVA-C a 5 ufp/célula. A las 6, 18 y 24 horas post-infeccion las células se
recogieron separando el precipitado (P) del sobrenadante (S) celular. Los sobrenadantes
de cada tiempo analizado fueron concentrados y fraccionados junto a los precipitados
celulares en geles desnaturalizantes de poliacrilamida (SDS-PAGE), transferidos a
membranas de nitrocelulosa, y sometidos a reaccion frente al anticuerpo policlonal anti-
gpl120 especifico para el aislamiento CN54 anteriormente utilizado en los Ejemplos 19
y 20. De igual forma fueron tratadas células CEF infectadas con el NYVAC-C
(proporcionado por el grupo Aventis), usado como control positivo en el ensayo. Como
control interno para verificar que habia sido aplicado en el gel la misma cantidad de
proteina, las membranas fueron incubadas también frente a un anticuerpo monoclonal
anti-B-actina. Los resultados se muestran en la Figura 27. En su parte superior,
correspondiente a la muestra del MVA-C, puede apreciarse que la proteina gpl120-C es
expresada eficientemente por el MVA-C desde las 6 horas post-infeccion, detectandose
en el sobrenadante celular a partir de las 18 horas post-infeccién, y con un
comportamiento simtlar al que se observa en células infectadas con el NYVAC-C, para

el cual se muestran los resultados obtenidos en la parte inferior de la Figura 27.
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La expresion de la proteina de fusion gagpolnef-C fue analizada en el
precipitado celular igualmente a las 6, 18 y 24 horas post-infeccion siguiendo un
procedimiento andlogo al utilizado para la proteina gp120-C, aunque utilizando en este
caso el anticuerpo anti-p24 especifico para el aislamiento CN54. Los resultados se
muestran en la Figura 28. En ella puede observarse que esta proteina de fusién se
expresa eficientemente a lo largo del tiempo de infeccién tanto desde MVA-C (calle 1

de cada tiempo de infeccion) como desde NYVAC-C (calle 2).

Ejemplo 22.- Inmunogenicidad del MVA-C: Respuesta inmune especifica de

células T productoras de IFN-y

Una vez generado y caracterizado el recombinante MVA-C, el siguiente objetivo
fue analizar su capacidad de inducir una respuesta inmune especifica en el modelo
murino frente a los antigenos que expresa. Para ello, ratones transgénicos HHDII (n=4)
de 10 semanas de edad se inocularon por via intraperitoneal (i.p.) con una dosis de 2 x
107 ufp/ratén de MVA-C o de NYVAC-C. 8 dias después de la inmunizacién los
ratones fueron sacrificados por dislocacion cervical, y se les extrajo el bazo para llevar a
cabo un ensayo de ELISPOT andlogo al descrito en el Ejemplo 5, siguiendo la misma
metodologia descrita en dicho Ejemplo con la excepcidn de que, en este caso, para
evaluar la respuesta inmune especifica, se utilizaron diferentes grupos que contenian 40-
50 péptidos solapantes de 15 aminoacidos cada uno, pertenecientes al clade C, que
cubrfan todas las regiones antigénicas incluidas en el recombinante MVA-C de la
invencién. |

Los resultados, que se muestran en la Figura 29, demuestran que el MVA-C es
capaz de potenciar una respuesta inmune especifica frente a casi todos los grupos de
péptidos ensayados, evidenciandose la mejor respuesta frente a los grupos de péptidos
representativos de los genes de la envuelta (Envl y Env2).

Adicionalmente, se evalud también la respuesta generada contra las proteinas
expresadas a partir de las partes del vector derivadas de las formas atenuadas de
Vaccinia utilizadas para la construccidn de los recombinantes, MVA y NYVAC. Para
ello, los esplenocitos de los animales inmunizados se pusieron en contacto durante 48
horas con células RMAS-HDD previamente infectadas durante 5 horas con 5 ufp/célula

de las cepas silvestres de MVA y NYVAC, MVA-WT y NYVAC-WT. El ntimero de
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células productoras de IFN-y obtenido frente a las células RMAS-HHDII sin infectar
(control negativo) fue sustraido en todos los casos. Los resultados, que se muestran en
la parte B de la Figura 29, demuestran que la respuesta anti-Vaccinia fue superior en el

grupo de ratones inmunizados con NYVAC-C.

- Ejemplo 23.- Inmunogenicidad del MVA-C: Produccién de citoquinas por

esplenocitos reestimulados

Los esplenocitos aislados de los animales inmunizados con MVA-C y NYVAC-
C aislados en el Ejemplo 22 fueron cultivados (5x10° células/pocillo) en una placa de
24 pocillos y estimulados con 1 pg/ml de cada grupo de péptidos pertenecientes al clade
C. La placa se incub6 durante 5 dfas a 37°C en atmésfera del 5% CO,. Después de este
periodo, se recogieron los sobrenadantes de los cultivos y se centrifugaron a 1.500 rpm,
5 min, a 4°C, almacenandose a -70°C hasta su utilizacion.

Para conocer los niveles de IL-10 e IFN-y presentes en los sobrenadantes de
cultivos de esplenocitos reestimulados ir vifro, se procedié a la determinacion de estos
niveles mediante kits de ELISA. comerciales de Pharmigen, siguiendo las instrucciones
del fabricante de forma andloga a la descrita en el Ejemplo 6.

Los resultados, mostrados en la Figura 30, indican que MVA-C induce la
secrecion de las citoquinas IL-10 ¢ IFN-y en el sobrenadante de cultivo de los
esplenocitos reestimulados. Los niveles de IFN-y fueron significativamente superiores
frente a los grupos de péptidos GPN2, Env-1 y Env-2, evidenciando una clara

polarizacién de la respuesta celular antigeno-especifica hacia un subtipo Thl.

- Ejemplo 24.- Inmunogenicidad del MVA-C: Identificacién de los tipos de

células T especificas productoras de IFN-y

Para dilucidar si la respuesta celular que se estaba obteniendo en ELISPOT era
debida a la secrecién de IFN-y por las células T CD8" o por las células T CD4", los
esplenocitos obtenidos en el Ejemplo 22 fueron reestimulados durante 1 hora con 5
pg/ml de cada grupo de péptidos, tras lo cual se afiadié Brefeldina a una concentracién
de 10 pg/ml, incubdndose durante toda la noche. Posteriormente se procedid a un

marcaje de superficie empleando anticuerpos especificos anti-CD4 o anti-CD8
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conjugados a FITC, seguido de un marcaje intracelular empleando anti-IFN-y conjugado
a PE. Una vez fijadas las células fueron analizadas en el citometro de flujo.

Los resultados, mostrados en la Figura 31, permiten apreciar que, tanto para el
grupo de animales inmunizado con el MVA-C, como para el grupo inmunizado con
NYVAC-C, la respuesta productora de IFN-y es mayoritariamente debida a la poblacién
de células T CD8" especificas activadas frente a los diferentes grupos de péptidos. Al
determinar los niveles totales de IFN-y secrctados por ambos tipos de células, se
corroboré el resultado obtenido en el ensayo de ELISPOT, donde se observaba una
respuesta especifica frente a la mayoria de los grupos de péptidos en los animales
inmunizados con ambos recombinantes. De nuevo, existen diferencias claras entre las

respuestas generadas por cada uno de los recombinantes.

- Ejemplo 25.- Inmunogenicidad del MVA-C: Respuesta humoral generada

Para evaluar la respuesta humoral generada por la inoculacién de MVA-C y
NYVAC-C, grupos de 4 ratones HHDIT o C57BL/6 de 6-10 semanas de edad fueron
inoculados por via intraperitoneal (1.p.) con una dosis de 2 x 107 ufp/ratén de MVA-C
(stock P3) o de NYVAC-C (grupo Aventis, Francia). 14 dias despucs, se extrajo sangre
del plexo suborbital de los ratones inmunizados y, tras dejatlo toda la noche a 4 °C se
centrifugd obteniéndose el suero. La cantidad total de anticuerpos IgG presentes en los
sueros frente a la protefna Gag (2 pg/ml), la proteina de la envuelta gp-160 (2 pg/mL) o
frente a extractos celulares de una infeccién con vaccinia fue determinada por ELISA,
diluyendo para ello los sueros 1/500 para la deteccion de los anticuerpos frente a
Vaccinia y 1/50 para la deteccion de los anticuerpos frente a la proteina Gag y frente a
Ia proteina gpl60.

Los resultados, que se muestran en la Figura 32, muestran un aumento de la
respuesta humoral generada frente a la proteina de la envuelta en los ratones
inmunizados con el vector recombinante MVA-C con respecto a los controles y los
ratones inmunizados con NYVAC-C, siendo inferior la respuesta humoral generada
frente a los antigenos del propio vector Vaccinia en los ratones inmunizados con MVA-

C que en los ratones del mismo tipo inmunizados con NYVAC-C.
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- Ejemplo 26.- Utilizacibn del MVA-C en__ protocolos de

induccion/potenciacion que combinan vectores de ADN v vectores virales

derivados de Vaccinia: Respuesta inmune especifica de c¢élulas T productoras de

IFN-vY senerada en ratones humanizados HHDII

Grupos de 4 ratones HHDII de 6-10 semanas de edad se inocularon por via
intramuscular (i.m.) con 100 pg del vector de ADN DNA-C (cedido por GeneArt,
Alemania), formado por dos plasmidos recombinantes derivados de pcDNA que
contienen cada uno de ellos una de las secuencias codificantes de proteinas del VIH-1
(gp120-C y gagpolnef-C) que lleva insertadas el MVA-C, bajo el control de sendos
promotores de citomegalovirus. El grupo control fue inoculado (im.) con 100 pg de
ADN sin inserto (DNA &). 15 dias después se les inmunizd por via intraperitoneal (i.p.)
con 2 x 107 ufp/ratén de MVA-C (stock P3) o de NYVAC-C (grupo Aventis, Francia),
que expresa los mismos antigenos de VIH que MVA-C. El grupo control recibié una
dosis de 2 x de 107 ufp/ratén de NYVAC-WT. 10 dias después de la tltima
inmunizacion los ratones fueron sacrificados por dislocacidn cervical y el bazo fue
extraido para llevar a cabo el ensayo de ELISPOT. Para detectar la respuesta inmune
especifica, mezclas de esplenocitos de los animales inmunizados en cada grupo se
pusieron en contacto durante 48 horas con diferentes mezclas de péptidos solapantes
pertenecientes al clade C (5 ug/ml) que comprenden todas las regiones antigénicas
incluidas en los virus recombinantes MVA-C y NYVAC-C. El numero de células
productoras de IFN-y obtenido frente a una mezcla de péptidos antigénicos no
relacionados (control negativo) fue sustraido en todos los casos.

Los resultados se muestran en la Figura 33. Se observa que la inmunizacion
combinada de vectores genera una respuesta inmune amplia, con produccion de IFN-y
frente a distintos antigenos del VIH, con diferencias significativas entre los vectores. La

combinacion DNA-C+NYVAC-C produjo inmunodominancia frente a Env.

- Ejemplo 27.- [Utilizacion del MVA-C en protocolos de

induccién/potenciacién gue combinan vectores de ADN v vectores virales

derivados de Vaccinia: Respuesta inmune especifica de células T productoras de

IL-2 senerada en ratones humanizados HHDII
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Grupos de 4 ratones HHDII de 6-10 semanas de edad se inocularon por via
intramuscular (i.m.) con 100 pg del vector de ADN DNA-C (cedido por GeneArt,
Alemania) utilizado en el Ejemplo 26. El grupo control fue inoculado (i.m.) con 100 pg
de ADN sin inserto (DNA ). 15 dias después se les inmunizd por via intraperitoneal
(i.p.) con 2 x 107 ufp/ratén de MVA-C (stock P3) o de NYVAC-C {grupo Aventis,
Francia), que expresa los mismos antigenos de VIH que MVA-C. El grupo control
recibié una dosis de 2 x de 107 ufp/ratén de NYVAC-WT. 10 dias después de la tltima
inmunizacion los ratones fueron sacrificados por dislocacién cervical y el bazo fue
extraido para llevar a cabo el ensayo de ELISPOT. Para detectar la respuesta inmune
especifica, mezclas de esplenocitos de los animales inmunizados en cada grupo se
pusieron en contacto durante 48 horas con las mezclas de péptidos solapantes
pertenecientes al clade C (5 pg/ml), que comprenden todas las regiones antigénicas
incluidas en los virus recombinantes MVA-C y NYVAC-C, utilizadas en los Ejemplos
anteriores referentes al MVA-C. El nimero de células productoras de 1L-2 obtenido
frente a una mezcla de péptidos antigénicos no relacionados (control negativo) fue
sustraido en todos los casos.

Los resultados obtenidos se muestran en la Figura 34. Se observa que la
inmunizacion combinada de vectores genera una respuesta inmune amplia, con
produccion de IL-2 frente a los distintos antigenos del VIH, con diferencias
significativas entre los vectores. La combinancion DNA-C +NYVAC-C produjo

inmunodominancia frente a Env.

FEjemplo 28.- Utilizacion del MVA-C en  protocolos  de

induccién/potenciaciéon que combinan vectores derivados de Vaccinia: Respuesta

inmune especifica de células T productoras de IFN-y en ratones BALB/c

Habiendo establecido que la administracion de una primera dosis de
inmunizacién que contenia el MVA-C era capaz de inducir una respuesta inmune
especifica en el modelo murino, se evalud a continuacioén si la utilizacion de este vector
de la invencidén como parte de un protocolo de induccién/potenciacion, con diferentes
combinaciones de MVA-C y NYVAC-C, daba lugar a un incremento en la magnitud y
la amplitud de la respuesta inmune. Por ello, se suministré una primera dosis de

inmunizacién a 4 grupos de ratones BALB/c (n=4) de 6-8 semanas de edad que contenia
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2 x 107 ufp/ratén de MVA-C (P3), NYVAC-C (grupo Aventis), MVA-WT o NYVAC-
WT por la ruta intraperitoneal. 15 dias después los ratones recibieron una segunda dosis
por via intraperitoneal (i.p.) de 2 x 107 ufp/ratén, de manera que a uno de los grupos que
habia recibido MVA-B en la primera dosis se le inoculd6 NYVAC-C y a otro de nuevo
MVA-C, a uno de los grupos que habian recibido NYVAC-C en la primera dosis se le
moculé NYVAC-C de nuevo y a otro MVA-B y, el grupo control que habia recibido
MVA-WT recibi6 en la segunda dosis NYVAC-C y el grypo control que habia recibido
NYVAC-WT recibi¢ en la segunda dosis MVA-WT (grupo Aventis). Se generaron asi
grupos que habfan sido inoculados con las siguientes combinaciones de vectores: MVA-
CHNYVAC-C, NYVAC-C+tMVA-C, MVA-C+MVA-C, NYVAC-C+tNYVAC-C,
NYVAC-WT+MVA-WT y MVA-WT+NYVAC-WT.

10 dias después de la Gltima inmunizacién los ratones fueron sacrificados por
dislocacion cervical y el bazo fue extraido para llevar a cabo el ensayo de ELISPOT.
Para detectar la respuesta inmune especifica, grupos de mezcla de esplenocitos de los
animales inmunizados en cada grupo se pusieron en contacto durante 48 horas con
diferentes mezclas de péptidos solapantes pertenecientes al clade C (5 pg/ml) que
comprenden todas las regiones antigénicas incluidas en los virus recombinantes MVA-
C v NYVAC-C. El niimerc de células productoras de IFN-y obtenido frente a una
mezcla de péptidos antigénicos no relacionados (control negativo) fue sustraido en
todos los casos.

Los resultados obtenidos se muestran en la Figura 35. De ellos se deduce que las
diferentes combinaciones de vectores derivados de poxvirus (MVA-C+NYVAC-C,
MVA-C+tMVA-C, NYVAC-C+tMVA-C, NYVAC-C+NYVAC-C, NYVAC-
WT+MVA-WT, MVA-WTHNYVAC-WT) incrementan tanto la magnitud como la
amplitud de la respuesta inmune especifica generada, segin se observa con los
diferentes grupos de péptidos. Los grupos de péptidos mejor reconocidos fueron los
correspondientes a Envl, GPN1 y GPN2, seguidos de GPN3 y Gagl.

Las combinaciones de MVA-C y NYVAC-C dieron lugar a mayores respuestas
que la administracion de dos dosis de virus homélogos, MVA-C+MVA-C o NYVAC-
C+NYVAC-C. El grupo de ratones al que se le administr6 en la primera dosis NYVAC-
C y en la dosis de potenciacion MVA-C fue el que mosird el nimero mas elevado de

células secretoras de IFN-y frente a los diferentes grupos de péptidos.
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- Ejemplo 29.- Utilizacion del MVA-C en protocolos de

induccion/potenciacion que combinan vectores derivados de Vaccinia: Produccion

de citoquinas por esplenocitos reestimulados procedentes de ratones BALB/c

Seis grupos de ratones BALB/c (n=4) fueron inoculados en régimen combinado
de induccién de la respuesta inmune mediante la administracién de una primera dosis de
vector v la potenciacidn de la misma mediante la inoculacién de un segundo vector en
una segunda dosis, de manera analoga a la descrita en el Ejemplo 28 y utilizando las
mismas combinaciones de vectores. Los esplenocitos extraidos fueron estimulados in
vitro con las diferentes mezclas de péptidos solapantes pertenecientes al clade C (1
pg/ml) e incubados durante 5 dias a 37°C. Transcurrido ese tiempo, se recogieron los
sobrenadantes y se almacenaron a ~70°C. Los niveles de IFN-y e IL-10 se determinaron
por ELISA usando kits comerciales (Pharmigen).

Los resultados se muestran en la Figura 36. Se observa que la combinacion de
vectores virales induce una respuesta celular tipo Th2, con polarizacién hacia los

antigenos Env y gpnl.

- Ejemplo 30.- [Utilizacién del MVA-C en protocolos de

induccién/potenciaciéon que combinan  vectores derivados de Vaccinia:

Tdentificacion de los tipos de células T especificas seeretoras de IFN-y generadas en

ratones BALB/c

Cinco grupos de ratones BALB/c (n=4) fueron inoculados en régimen
combinado de induccidn de la respuesta inmune mediante la administracién de una
primera dosis de vector y la potenciacién de la misma mediante la inoculacidon de un
segundo vector en una segunda dosis, de manera andloga a la descrita en el Ejemplo 28
y utilizando las mismas combinaciones de vectores salvo en el caso de los controles, en
el que se prescindio de inocular la combinacién MVA-WT+NYVAC-WT en este orden.
Los esplenocitos extraidos fueron reestimulados in vitro durante I hora a 37°C con 5
ug/ml de cada grupo de péptidos solapantes pertenecientes al clade C, iras lo cual se
afiadié Brefeldina a una concentracién de 10 pg/ml, incubdndose durante toda la noche
a 37°C. Siete dias después s¢ procedid a un marcaje de superficie empleando

anticuerpos especificos anti-CD4 o anti-CD8 conjugados a FITC, seguido de un marcaje
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intracelular empleando anti-IFN-y conjugado a PE. Una vez fijadas las células fueron

analizadas en el citometro de flujo.

Los resultados obtenidos se muestran en la Figura 37. Se observa que la
combinacién de vectores virales induce un menor aumento de células CD8" productoras
de TFN-y que de células CD4", con la combinacion NYVAC-C+MVA-C induciendo el
mayor incremento frente a los péptidos de Gagl, Envl, Gpnl y GpnZ.

- Ejemplo 31.- Perfil diferencial de cambios en los niveles de expresiéon de

genes humanos inducidos durante Ia infeccion con los vectores MVA vy NYVAC

Para evaluar si las diferencias en las respuestas inmunes inducidas por la
inoculacion de vectores recombinantes derivados de MVA y NYVAC iban
acompafiadas también de perfiles diferentes de induccién de variaciones en los niveles
de expresion de genes en las células infectadas, se realizé un experimento de infeccion
de células HeLa con MVA y NYVAC y se evaluaron los cambios experimentados en
los niveles de expresion de 15000 genes humanos utilizando microarrays con ADNc
humano.

Para ello, se generaron microarrays de ADNc tal como se ha descrito
previamente {20), utilizando la genoteca de ADNc humano 40K de Research Genetics

(http://www.resgen.com/products/SVHcDNA .php3), que contenian 15.360 secuencias

de ADNC, (de las cuales 13295 corresponden a genes conocidos y 2.257 corresponden a
genes de control), utilizando portaobjetos CMT-GAPS II (Corning) sobre los que se
fijaron las secuencias de ADNc mediante el Microgrid II (BioRobotics) a 22°C y una
humedad relativa de 40-45%. Por otro lado, se cultivaron células HeLa (de la American
Type Culture Collection) en placas de 10 cm de didametro, en medio de Dulbecco al que
le habia afiadido suero bovino de recién nacido al 10% y antibidticos y se llevaron a
cabo infecciones con el MVA-WT y el NYVAC-WT a una multiplicidad de infeccién
de 5 ufp/célula. EIl ARN total se aislé de las células infectadas utilizando Ultraespect-I1
RNA (Biotecx), siguiendo las instrucciones del fabricante, a partir de muestras tomadas
por duplicado de las células infectadas con cada uno de los virus transcurridas 2, 6y 16
horas del momento de la infeccion. Cada muestra de ARN se utilizé en dos
hibridaciones diferentes: en una hibridacién, la muestra infectada con MVA-WT se

marcd con dUTP-Cy3 v la muestra infectada con NYVAC-WT se marco con dUTP-
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Cy5, mientras que en la otra la muestra infectada con MVA-WT se marcé con dUTP-
Cy5 y la muestra infectada con NYVAC-WT se marcé con dUTP-Cy3. El doble
marcaje se utilizd para suprimir diferencias en el marcaje y la hibridacion debidas a
caracteristicas especificas del Cy-dUTP. Una mezcla que contenia 40 pg de ARN, 150
pmoles de oligo(dT)2,dATP 0,5 mM, dGTP 0,5 mM, dCTP 0,5 mM, dTTP 0,1 mM
dUTP Cy3/Cy5 0,05 mM (Amersham), tampon de reaccion para la primera hebra 1X
(Invitrogen) v ditiotreitol 10 mM en un volumen de 38 pl se calent6 (65°C, 5 min) y se
preincubd (42°C, 5 min), tras lo cual se afiadieron 400 U de SuperSeript II (Invitrogen)
y 40 U de inhibidor de RNasa (Roche) y se incubé la mezcla a 42°C durante 2,5 horas.
La reaccion se terminé afiadiendo EDTA y el molde de ARN de partida se retird
afiadiendo 2 pl de NaOH 10 N, seguido de incubacién (20 min, 65°C). La reaccidn se
neutraliz6 afiadiendo 4 upl de 4cido acético 5 M. Se mezclaron las sondas de Cy3S y Cy3
y los colorantes no incorporados se retiraron mediante precipitacién con isopropanol.
Las sondas se resuspendieron en agua desionizada; los agentes bloqueantes afiadidos
para incrementar la especificidad fueron poli(A) (20 ug, Sigma), ARNt (20 pg, Sigma)
y ADN humano Cot-1 (20 ng, Invitrogen). Mientras las sondas se secaban en una
Speed-Vac, los microarrays se prehibridaron con una mezcla que contenia SSC 6x (SSC
1X esta formado por NaCl 0,15 M y citrato sodico 0,015 M), dodecilsulfato sodico
(SDS) al 0,5% y albamina de suero bovino al 1% (42°C, 1 hora), se lavaron cinco veces
con agua, y sc secaron mediante centrifugacién (563 x g, 1 min). Las sondas se
resuspendieron en 40 pl de tampon de hibridacion (formamida al 50%, SSC 6x, SDS al
0,5%, solucién de Denhardt 5x) y se incubaron con los portaobjetos que contenian los
microarrays (42°C, 16 horas) en camaras de hibridacion (Array-It) en un bafio de agua
en la oscuridad. Después de la incubacidn, los portaobjetos se lavaron dos veces en SSC
0,1X-SDS 0,1% durante 5 minutos cada vez y tres veces en SSC 0,1x durante 5 minutos
cada vez. Finalmente, los portaobjetos se secaron mediante centrifugacion como se
describié anteriormente y se escanearon en un ScanArray 4000 (Packard Biosciences)
utilizando el software ScanAsray 3.1. A partir de las imdgenes de Cy5 y Cy3 se
obtuvieron datos preliminares utilizando el software QuantArray 3.0 (Packard
Biosciences), que se procesaron utilizando el software SOLAR (BicALMA, Madrid,
Espafia. La sefial de fondo se resta de la sefial, se representa logio(sefial) frente

logs(relacién) y se realiza una normalizacién minima. Este valor se calcula para las
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cuatro réplicas y se obtiene una tabla con la sefial media, el factor de cambio, log
(relacidn), la desviacion estandar del logaritmo de la relacion vy el valor z (una medida
de la proximidad de un valor [log relacion] a otros valores con sefiales similares) (21).
Una vez obtenidos estos datos, el juego de datos se redujo eliminando los genes con una
desviacion estandar entre las réplicas >1 y aquellos que mostraban valores de z < 2,
después de lo se reprocesaron los datos, se agrup6 los genes utilizando el mapa cléasico
de autoorganizacion de Kohonen (22,23,24) y se analiz6 el mapa resultante utilizando e}
software Engene, disponible en http://www.engene.cnb.uam.es.

Las diferencias més representativas detectadas en las células infectadas con uno
y otro virus se resumen en la Tabla 7, en la que se indican el factor de aumento de la
expresion de varios genes representativos observado transcurridos distintos intervalos
de tiempo (horas post-infeccion: h.p.i.) tras el momento de la infeccién. En ella puede
observarse que el perfil de induccién de variaciones en los niveles de expresion de
genes en las células infectadas es diferente segin el virus utilizado para la infeccién. Por
gjemplo, el incremento por MVA y no por NYVAC de genes coestimuladores de la
respuesta inmune, como [L-7, proteina B7, NFATC3 y MAP2KS5, puede condicionar el

menor grado de respuesta inmune de un vector frente al otro.
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- Ejemplo 32.- Perfil diferencial de cambios en los niveles de induccién de

apoptosis inducidos durante la infeccion de céhilas en cultivo por los vectores

MVA vy NYVAC

Para evaluar si las diferencias observadas en la resupuesta inmune inducida por

la inoculacién de vectores derivados de MVA y NYVAC iban acompafiadas de
variaciones en los niveles de induccion de muerte celular por apoptosis, se llevaron a
cabo distintos experimentos para evaluar el grado de apoptosis, evaluando distintos
parametros indicativos del mismo.

Una de las caracteristicas de la apoptosis es la rotura especifica por proteasas de
la proteina PARP. Para evaluarla, se procedid a la infeccién de células HelLa con 5
ufp/célula de MVA o NYVAC y se recogieron a 4, 8 y 16 horas postinfeccién en
tampén de lisis (Tris-HCI 50 mM, pH 8,0, NaCl 0,5 M, NP-40 10%, SDS 1%.). Se
separaron cantidades iguales de lisados de proteinas (10 p1g) mediante electroforesis en
geles de SDS-poliacrilamida (SDS-PAGE), se transfirieron a membranas de
nitrocelulosa y se incubaron con un anticuerpo anti-PARP humano (1:500 dilucion) de
Cell Signalling, obteniéndose los resultados que se muestran en la parte superior de la
Figura 38a, en la que se indica la posicion de la banda correspondiente a la proteina
PARP completa (PARPc) y la correspondiente a un fragmento de la proteina PARP
escindido de la proteina completa (PARPf). Como control interno para verificar que
habia sido aplicado en el gel la misma cantidad de proteina, las membranas fueron
incubadas también frente a un anticuerpo monoclonal anti-B-actina (SIGMA),
obteniéndose la seﬁal que se muestra en la parté inferior de dicha Figura. |

Los resultados muestran que la infeccion de células Hel.a con NYVAC induce
con el tiempo de infeccion la degradacion de PARP. Esta degradacion es mucho menor
en células infectadas con MVA.

La induccion de apoptosis por NYVAC también se confirmé mediante pruebas
de inmunofluorescencia de células Hela infectadas con 5 ufp/célula cuyos nucleos
fueron tefiidos a las 24 horas postinfeccién con DAPI durante 30 min a temperatura
ambiente y las célula fotografiadas. Los resultados se muestran en la Figura 38b, en
cuya parte inferior, correspondiente a células Hel.a infectadas con NYVAC, se observa

que NYVAC favorece condensacion de la cromatina y formacion de cuerpos
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apoptoticos, algo que no se observa en la infeccién con MVA (parte superior de la
Figura).

Otro indicador de apoptosis es la activacion de la enzima RNasa L, que favorece
la ruptura del ARN ribosémico. Para evaluar esta activacion, se aislé el total de ARN
usando el sistema de purificacién por resina de ARN Ultraspec-II (Bioteck), a partir de
muestras de células Hela infectadas con 5 ufp/célula obtenidas transcurridas 18 6 24 de
la infeccién con la cepa Western Reserve (WR) de Vaccinia, con MVA o con NYVAC,
afiadiendo un control en el que se simuld la infeccion. Se sometieron los ARNs (2
microgramos) a electroforesis en geles de agarosa-formaldehido al 1% que contenian
bromuro de etidio y se fotografié bajo luz ultravioleta el patrdn de bandas obtenido. Los
resultados, mostrados en la Figura 38c muestran que la infeccion de células HeLa con
NYVAC induce a las 18 horas degradaciéon del ARN ribosémico en fragmentos
caracteristicos de la activacion de la enzima RNasa L, lo que no se observa en la
infeccion con MVA.

Finalmente, otro indicador de apoptosis es la cuantificacion del ntmero de
células apoptdticas por citometria de flujo. Este ensayo se realizé de nuevo en células
Hel.a infectadas (5 ufp/célula) con Vaccinia WR, MVA y NYVAC, asi como en
controles en los que se simuld la infeccion. Los diferentes estadios del ciclo celular y el
porcentaje de células en la fase subGo fueron analizadas por tincién con yoduro de
propidio (IP). Para cada uno de ellos se realizd el ensayo en muestras que habian sido
incubadas en ausencia o en presencia del inhibidor general de caspasas zVAD (4
micromolar, Calbiochem). A las 24 horas se recogieron las células, se lavaron con PBS
frio, se permeabilizaron con ctanol al 70% en PBS a 4°C durante 30 min. Después de
tres lavados con PBS, las células se incubaron durante 45 min a 37°C con RNasa A y se
tifieron con IP (10 microgramos/ml). El porcentaje de células que presentaban DNA
hipodiploide se determind por citometria de flajo. Los datos fueron adquiridos en 15000
células por muestra v los resultados se representan como veces de incremento en células
apoptoticas respecto a las células sin infectar. El grafico de la Figura 38d muestra el
factor de incremento de células apoptoticas observado en cada uno de los casos. En él
puede observarse que la infeccién con NYVAC provoca apoptosis en una gran parte de

la poblacién celular (mas del 40%) y que este fendmeno se previene con la adicion del



WO 2007/012691 PCT/ES2006/070114

10

15

20

- 87 -

inhibidor general de caspasas zVAD. La induccion de apoptosis por MVA fue mucho
mas reducida.

Los resultados de estos ensayos demuestran que NYVAC induce apoptosis
durante la infeccidn, mientras que MVA no parece activar apoptosis o da muestras de
activar en menor medida.

Estas diferencias bioquimicas, junto a las diferencias genéticas definidas en el
Ejemplo 31, indican que es de esperar que los vectores recombinantes generados a partir
de MVA y NYVAC, a pesar de contener las mismas secuencias codificantes del VIH-1
bajo el control de promotores idénticos, den lugar a comportamientos diferentes al ser
inoculados en seres humanos con la intencidn de provocar una respuesta inmune contra
el VIH. Los vectores recombimantes derivados de MVA, por tanto, representan una
interesante alternativa para sustituir o complementar de forma ventajosa a los vectores

recombinantes derivados de NYVAC en protocolos de inmunizacién frente al VIH-1.

Construccion y ensayos realizados con los vectores disefiados para uso en macacos
- Ejemplo 33.- Generacion del MVA-89.6P-SIVgpn
Construccion del vector plasmidico pLZAW1-89.6p-STVgpn-18

El vector plasmidico de transferencia pLZAW1-89.6p-SIVgpn-18 fue construido
por los inventores para la generacion de los virus recombinantes derivados de MVA y
de NYVAC que expresan la parte correspondiente a la proteina gpl120 del gen Env del
SHIV 89.6P (89.6Psynenv120, a la que en lo sucesivo se aludira de forma abreviada
como 89.6P-gpl120) y la quimera de los genes Gag, Pol y Nef del mismo virus
(STVmac239-gagpolnef, a la que en lo sucesivo se aludird de forma abreviada como
STVgpn), esta Gltima a partir de una secuencia de nucleétidos obtenida a partir de las
secuencias de los genes Gag, Pol v Nef del virus SHIV89.6P en las que se habian
practicado las mismas modificaciones que se realizaron para obtener las quimeras de los
genes Gag, Pol y Nef presentes en los vectores MVA-B y MVA-C.

El plasmido pLZAW1-89.6p-STVgpn-18 es un derivativo de pUC disefiado para
la seleccidn de placas azules/blancas v la generacidn, como medida de seguridad, de un
vector viral carente del marcador B-Gal, al 1gual que se hizo en el caso de los vectores

MVA-B y MVA-C, como medida de seguridad. Contiene las secuencias flanqueantes
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derecha (TK-R) e izquierda (TK-L) del gen de la timidina quinasa (TK) del MVA, una
repeticién corta de la secuencia flanqueante izquierda (“brazo izquierdo”) del gen TK,
el promotor E3L dirigiendo la expresion del marcador de seleccién B-galactosidasa, y el
gen de resistencia a ampicilina (AP). Entre las dos secuencias flanqueantes se
encuentran las dos secuencias que se desea expresar, 89.6P-gp120 (SEQ ID NO: 22) y
SIVgpn (SEQ ID NO: 23), que han sido modificadas para optimizar el uso de codones
de mamifero. Para dirigir la expresion de cada una de las secuencias hay sendos
promotores sintéticos temprano/tardio (pE/L), situados en orientacién opuesta en la
zona del inserto mds alejada de las secuencias flanqueantes. La posicion de cada uno de
los componentes incluidos en el plasmido se describe a continuacion en 1a Tabla 8.

Tabla 8.- Posicion de los componentes del plasmido pLZAW1gp120B/gagpolnefB-1

Secuencia flanqueante izquierda de TK | 410-908 Complementaria
T5NT para (3-gal 929-935 Complementaria
p-gal ATG-TAA (936-4079) Complementaria
Promotor E3L para 3-gal 4080-4140 Complementaria
Parte 1 de la secuencia flanqueante|4151-4498 Complementaria
izquierda de TK

89.6p-gp120 ATG-TAA (4518-6032) Complementaria
Promotor E/L para 89.6P-gpl20 6080-6118 Complementaria
Promotor E/L para SIVgpn 6143-6181

SIVgpn ATG-TAG (6226-10443)

T5NT para SIVgpn 10499-10505

Secuencia flanqueante derecha de TK 10488-11179 Complementaria
AP ATG-TAA (12350-13210) | Complementaria

Para la construccién de este plasmido se utilizaron otros dos pldsmidos

diferentes:
- pcDNA89.6P-syn-CD3-GP120REKR: (proporcionade por Ralf Wagner,

Regensburg, Alemania).

- pCR-ScriptSIV-syn-gagpolnef: (proporcionado por Ralf Wagner, Regensburg,

Alemanta).
- pLZAWI1: El plasmido fue proporcionado por Linong Zhang, del grupo

Aventis, Canad4. Es un plasmido basado en pUC que contiene un brazo izquierdo del
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gen de TK, sitios de clonacién para insertar genes exdgenos, una repeticion corta del
brazo izquierdo el gen de TK, un promotor E3L dirigiendo la expresion de un casete
con B-gal y un brazo derecho del gen de TK.

- pJR101: El plasmido fue generado por los inventores. Es un derivado de pUC
que contiene las secuencias flanqueantes derecha e izquierda del Jocus HA del virus
MVA, sitios de clonacién para insertar genes exdgenos bajo el control de la
transcripeién del promotor sintético temprano/tardio (E/L), y el promotor 7.5 del virus
MVA (P7.5) dirigiendo la expresion del gen B-gus.

La construccion del plasmido pLZAWI1-89.6P-SIVgpn-18 a partir de estos otros
dos plasmidos se representa en las Figuras 41la y 41b. Brevemente, un fragmento de
ADN de 1,518 Kb que contenia el gen 89.6P-gpl20 (indicado en la figura como
89.6synenv120) se escindié del plasmido pcDNA89.6P-syn-CD5-GP120REKR
mediante digestion con EcoRI, tratamiento con el fragmento Klenow de la ADN
polimerasa para generar extremos romos, y digestién con BamHI. El fragmento de
ADN se subcloné en el vector pJR101 (previamente digerido con las endonucleasas de
restriccién Smal y BamHI), generando el plasmido pJR-89.6P-18 (7918 pb). Un
fragmento de ADN de 1,612 kb que contenia e! promotor sintético temprano/tardio
(E/L) dirigiendo al gen 89.6-gp120 se escindié del plasmido pJR-89.6P-18 mediante
digestion con HindIIl y BamHI, seguida de la modificacién con el fragmento Klenow
de la ADN polimerasa, y se clond en el vector pLZAW1 (previamente digerido con la
endonucleasa de restriccion Ascl, modificado mediante la incubacién con el fragmento
Klenow, y desfosforilado mediante incubacion con la fosfatasa alcalina intestinal de
ternera (CIP)), generando el vector plasmidico pLZAWI1-89.6P-9 (9131 pb) (Figura
41a).

Por otra parte, un fragmento de ADN de 4,230 kb que contenia el gen SIVgpn
{(indicado en las Figuras como SIVsyngagpolnef) se escindi6 del plasmido pCR-Script
SIV-syn-gagpolnef mediante digestion con EcoRI y Xhol seguida de la modificacion
con el fragmento Klenow de la ADN polimerasa, y se subclond en el vector pJR101
{(previamente digerido con la endonucleasa de restriccion Smal y desfosforilado
mediante incubacioén con la fosfatasa alcalina intestinal de ternera (CIP)), generando el
plasmido pJR-SIVgpn-9 (10630 pb). Un fragmento de ADN de 4,3 kb que contenia el

promotor sintético temprano/tardio (E/L) dirigiendo al gen SIVgpn se escindié del
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plasmido pJR-SIVgpn-9 mediante digestion con HindlIll, tratamiento con el fragmento
Klenow de la ADN polimerasa y digestiéon con Notl, y se clono en el vector pLZAW1-
89.6P-9 (previamente digerido con las endonucleasas de restriccion Swal y Notl,
generando el vector plasmidico de transferencia pLZAW1-89.6P-SIVgpn-18 (13399 pb)
(Figura 41b).

El plasmido pLZAW1-89.6P-SIVgpn-18 gencrado dirige la insercion de los
genes de interés en el locus TK del genoma de MVA y NYVAC. Después de que los
virus recombinantes deseados fueron aislados mediante la evaluacion de la expresion de
la actividad P-galactosidasa, la propagacion posterior de los virus recombinantes
conduce a la autodelecion del gen B-gal mediante recombinacién homoéloga entre el
brazo izquierdo de TK y la repeticion corta del brazo izquierdo de TK que estan

flanqueando el marcador.

Construccion del virus recombinante MV A-89.6P-SIVepn

Cultivos primarios de fibroblastos de embrién de pollo (CEF) procedentes de
huevos SPF (libres de patogenos especificos, por sus siglas en inglés “Specific Pathogen
Free”) fueron infectados con un virus atenuado MVA en pase 586 (habiendo sido el
MVA-F6 del pase anterior, 585, proporcionado por Gerd Sutter} a una multiplicidad de
0,05 ufp/célula, y posteriormente transfectados con 10 pg del vector plasmidico de
transferencia pLZAW1-89.6P-SIVgpn-18, usando para ello el reactivo de transfecciéon
lipofectamina (Lipofectamine™ 2000, Cat. 18324-012, lote 1198865, suministrada por
Invitrogen S.A., El Prat de Llobregat, Barcelona, Espafia) y siguicndo las instrucciones
del fabricante. Después de 72 horas post-infeccion las células fueron recogidas,
sonicadas y usadas para la seleccion de los virus recombinantes.

Los virus MVA recombinantes que contenian los genes 89.6P-gp120/SIVgpn y
que coexpresaban de forma transitoria el gen marcador B-Gal (MVA-SHIV (X-Gal"),
fueron seleccionados realizando pases consecutivos de purificacion de placas en células
CEF teflidas con 5-bromo-4-cloro-3-indolil--galactdsido (XGal) (300 pg/ml). Los
virus MVA recombinantes que contenian los genes 89.6P-gpl20/SIVgpn y que habian
perdido el gen marcador (MVA-SHIV (X-Gal)), fueron seleccionados comeo focos

virales no tefiidos en células CEF en presencia de XGal. En cada paso de purificacion
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las placas aisladas fueron expandidas en células CEF durante 3 dias, y el extracto viral
crudo obtenido fue usado para el siguiente paso de purificacion de placas.

En el primer paso de la seleccién por cribado se aislaron 3 placas X-Gal™ a las
que se denomindé MVA-89.6P-SIVgpn-(1 a 3). La placa denominada MVA-89.6P-
SIVgpn-1, que expresaba de forma eficiente los antigenos 89.6P-gp120 y SIVgpn, se
amplificé y utilizé para el siguiente paso de purificaciéon. En el segundo pase, se
aislaron 22 placas X-Gal’, todas las cuales expresaban de forma eficiente ambas
proteinas. Se amplificaron tres placas, denominadas MVA-89.6P-SIVgpn-1.4, MVA-
89.6P-S1Vgpn-1.6 y MVA-89.6P-SIVgpn-1.18, que se utilizaron para el siguiente paso
de purificacion. En el tercer pase, se aislaron 20 placas X-Gal® y 4 placas X-Gal’, todas
las cunales expresaban de forma eficiente ambos antigenos. Una de las placas X-Gal
(MVA-89.6P-SIVgpn-1.6.8) y una de las placas X-Gal' (MVA-89.6P-SIVgpn-1.18.2)
se amplificaron y utilizaron en el siguiente paso de purificacion; la primera de ellas,
MVA-89.6P-SIVgpn-1.6.8, se utilizé para preparar el stock P1 por infeccion a partir de
una placa p150 en células CEF). En el cuarto pase se aislaron 6 placas X-Gal" y 6 placas
X-Gal®. El recombinante denominados MVA-89.6P-SIVgpn-1.6.8.5 (X-Gal) se utilizé
para preparar los stocks P2 por infeccion a una multiplicidad de 0,01 ufp/célula de cinco
placas p150. Los stocks P3 (generados en células CEF infectadas en 40-100 placas p150
a una multiplicidad de infeccién de 0,05 ufp/célula, recogidos transcurridos 3-4 dias
después de la infeccion y purificados a través de dos colchones de sacarosa al 45%) se
prepararon solamente a partir del MVA-89.6P-SIVgpn-1.6.8.5 (X-Gal} para los
estudios de inmunizacién en simios; las caracteristicas de los diferentes stocks P3

obtenidos se especifican mas adelante en el Ejemplo 38.

Caracterizacion del MV A-89.6P-SIVepn
Para confirmar la homogeneidad genética del virus MVA-89.6P-SIVgpn-1.6.8.5

{X-Gal’) generado v la integridad de los genes insertados, se amplificaron los stocks P2
(MVA-89.6P-SIVgpn-1.6.8.5) y P3 mediante infeccién de células CEF a una
multiplicidad de infeccién de 5 ufp/célula, recuperando los extractos celulares a las 24
horas post-infeccidn. Se purifico el ADN del virus y se sometid a analisis mediante PCR

empleando para ello oligonucléotidos cebadores que hibridan con las regiones TK
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flanqueantes del inserto de interés izquierda (oligonucledtido TK-L) o derecha
(oligonucledtido TK-R2), con las siguientes secuencias:

TK-L: 5" TGATTAGTTTGATGCGATTC 3° (SEQ ID NO:1)

TK-R2: 5° CTGCCGTATCAAGGACA 3”7 (SEQ ID NO:21)

Las posiciones en las que hibridan dichos oligonucledtidos con respecto al
inserto presente en MVA-89.6P-SIVgpn, asi como los tamafios estimados de los
fragmentos generados en las PCR que utilizan como molde el ADN de dicho virus y el
ADN correspondiente al virus MVA de tipo silvestre (WT), carente de inserto, aparecen
representados en la parte superior de la Figura 42.

La parte inferior de la Figura 42, por su parte, muestra una fotografia de un gel
correspondiente al andlisis de productos de PCR situados entre los brazos izquierdo
(TK-L) y derecho (TK-R) del locus TK en los virus MVA-SHIV de los stocks P2
(MVA-89.6P-SIVgpn (P2)) y P3 (MVA-89.6P-SIVgpn (P3)), el virus MVA tipo
silvestre (MVA-WT) y el plasmido de transferencia pLZAWI1-89.6P-SIVgpn-18. Para
su obtencidén, 100 ng del ADN viral extraido de células CEF infectadas a una
multiplicidad de 5 ufp/célula con los virus MVA-WT (calle 3), MVA-89.6P-SIVgpn
(P2) (calle 4) o MVA-89.6P-SIVgpn (P3) (calle 5) o 10 ng del plasmido pLZAW1-
89.6P-SIVgpn-18 fueron usados como molde para hacer un andlisis por PCR de la
secuencia ubicada entre ambos brazos del locus TK empleando como cebadores 100 ng
de los oligonucledtidos que hibridan con las secuencias flanqueantes del gen TK, TK-L
(SEQ ID NO:1) y TK-R2 (SEQ ID NO:21) en una mezcla de reaccion que contenia (0,3
mM de dNTPs, 2,5 mM de MgCl, y 2,5 U de la enzima polimerasa Platinum Taq. El
programa incluye un ciclo de desnaturalizacidén a 94°C durante 5 min, 25 ciclos de
desnaturalizacion a 94°C durante 1 min, hibridacién a 60°C durante 1 min y extension a
68°C durante 2 min, y finalmente un ciclo de extension a 68°C durante 10 min. Los
productos de PCR fueron analizados en un gel de agarosa al 0,7%, obteniéndose el
resultado que se muestra en la parte inferior de la Fig. 3. En las calles 4 y 5, las
correspondientes a los dos stocks de vector MVA-SHIV, se observa una banda situada
ligeramenté por encima de la banda de 6 Kb del marcador (calle 1), compatible con la
presencia del inserto completo, banda que también aparece en la calle correspondiente

al control positivo, el plasmido pLZAW1-89.6P-SIVgpn-18, mientras que en la calle
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correspondiente al virus de tipo silvestre MVA-WT (3) aparece una banda mucho
menor, que corresponderian al locus de TK sin inserto.

Adicionalmente, se procedi¢ a secuenciar el ADN del virus MVA-89.6P-SIVgpn
del stock P2, utilizando como cebadores los oligonucledtidos TK-L (SEQ ID NO:1),
TK-R2 (SEQ ID NO:21) y E/L (SEQ ID NO:25) obteniéndose la secuencia
representada por SEQ ID NO:24,

Los elementos que forman parte del inserto presente en el genoma del virus
MV A-89.6-S1Vgpn se especifican a continuacion en la Tabla 9.

Tabla 9.- Posicion de los componentes principales del inserto del vector MVA-

89.6P-S1Vgpn

?an? 1 de la secuencia flanqueante 1-499 Complementaria
izquierda de TK

89.6P-gpl120 ATG-TAA (519 -2033) Complementaria
Promotor E/L. para 89.6P-gp120 2081 - 2119 Complementaria
Promotor E/L para SIVgpn 2144 - 2183

SIVgpn ATG-TAG (2227 - 6444 )

Secuencia flanqueante derecha de TK 6488 - 7179 Complementaria

Ejemplo 34.- Analisis de la expresion de proteinas del SHIV a partir del
MVA-89.6P-SIVegpn

34.1.- Transferencias tipo Western.-

La expresion de las proteinas 89.6P-gp120 y SIVegpn por los stocks P2 y P3 del
virus MVA-89.6P-SIVgpn fue analizada mediante transferencia tipo Western.
Monocapas de células CEF crecidas en placas de 12 pocillos fueron infectadas con 5
ufp/célula del stock P2 o del stock P3. Los extractos celulares fueron recogidos a las 24
horas post-infeccion, fraccionados mediante electroforesis en geles desnaturalizantes de
poliacrilamida con SDS (SDS-PAGE), transferidos a membranas de nitrocelulosa, y
sometidos a la reaccién frente a un anticuerpo policlonal de conejo anti-gpl20
(generado en el laboratorio de los inventores) que reconoce la proteina gpl20 del
SHIV89.6P; y frente a un anticuerpo monoclonal anti-SIV-gag-p27 (cedido por el
programa EVA, ARP392) que reconoce la parte correspondiente a la proteina p27 del
antigeno Gag del SIV y, por ello, la proteina de fusiéon SIVgpn. Como controles




WO 2007/012691 PCT/ES2006/070114

10

15

20

25

30

- 94 -

positivos se utilizaron extractos procedentes de células transfectadas de forma
transitoria con el vector plasmidico de transferencia pLZAW1-89.6P-SIVgpn-18.

Como se muestra en la Figura 43, tanto la proteina 89.6-gpl120 (fotografia
superior, marcada como “anti-gp120”) como la proteina de fusion SIVgpn (fotografia
inferior, marcada como “anti-SIVp27”) se¢ detectaron en los extractos de células
infectadas con virus de los stocks P1, P2 y P3 del MVA-89.6P-SIVgpn, asi como en el
extracto de células transfectadas de forma transitoria con el plasmido utilizado como
control positivo {calles marcadas como “C+”), indicando la correcta expresion de

ambos antigenos por los virus recombinantes derivados de MVA generados.

34.2. Inmunotincion de placas.-

La expresion de las proteinas 89.6P-gp120 y STVgpn por parte del recombinante
MVA-89.6P-SIVgpn se analizd también en células CEF infectadas con una dilucion
10° del stock P3, mediante la inmunotincién de las mismas utilizando bien un
anticuerpo policlonal dirigido contra las proteinas propias del vector MV A tipo silvestre
(anti-WR), bien un anticuerpo policlonal anti-gp!20 del clade B (anti-gp120) o bien el
anticuerpo monoclonal anti-SIVegag-p27 proporcionado por el programa EVA
(ARP392). Los resultados, mostrados en la Figura 44, muestran que mas del 97% de las
placas virales que resultaban tefiidas con el anticuerpo anti-WR eran también positivas
para los anticuerpos anti-gp120 (fotografias y barras marcadas como “antigp120”) y

anti-SIVgag-p27 (fotografias y barras marcadas como “anti-SIVp277).

- Ejemplo 35.- Construccion v caracterizacion del virus recombinante

NYVAC-89.6P-SIVoacpolnef
Se infectaron con la cepa de tipo silvestre de NYVAC (donada por el grupo

Aventis, en el marco de colaboracién del proyecto financiado por el V Programa Marco
de la Unién Europea (European Vaccine Effort Against HIV, conocido por su acrénimo
EuroVac I), a una multiplicidad de infeccion de 0,025 ufp/célula, células BSC40 (una
linea celular derivada de rifion de mono, que carece de potencial miogénico), que luego
se transfectaron con 10 pg de ADN del vector plasmidico de transferencia pLZAW]1-
89.6P-SIVgpn-18 (cuyas caracteristicas se describieron en el Ejemplo 33), utilizando

como reactivo lipofectamina {Invitrogen, Cat. 18324-012, lote 11988635) siguiendo las
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instrucciones del fabricante. 72 horas después de la infeccion se recogieron las células,
se sonicaron y se utilizaron para realizar un cribado en busca de virus recombinantes.

Los virus NYVAC recombinantes que contenian los genes 89.6P-gp120/SIVgpn
y que coexpresaban de forma transitoria el gen marcador B-Gal (NYVAC-89.6P-
SIVegpn (X-Gal™), fueron seleccionados realizando pases consecutivos de purificacion
de placas en células BSC40 tefiidas con 5-bromo-4-cloro-3-indolil-B-galactosido (XGal)
(300 pg/ml). Los virus NYVAC recombinantes que contenian los genes 89.6P-
gpl120/SIVegpn y que habian perdido el gen indicador B-Gal (NYVAC-89.6P-S1Vgpn
(X-Gal"), fueron seleccionados como focos virales no teflidos en células BSC40 en
presencia de XGal. En cada paso de purificacién las placas aisladas fueron expandidas
en células BSC40 durante 2 dias, vy el extracto viral crudo obtenido fue usado para el
siguiente paso de purificacién de placas.

En el primer paso de Ja seleccion por cribado se aislaron 3 placas X-Gal™ a las
que se denomind NYVAC-89.6P-S1Vgpn-(1 a 3). Las tres placas, que expresaban
eficientemente los antigenos 89.6P-gp120 y SIVgpn, se amplificaron y utilizaron para el
siguiente paso de purificacion de placas. En el segundo pase, se aislaron 18 placas X-
Gal™; 8/18 expresaban ambas proteinas. Se amplificé la placa denominada NYVAC-
89.6P-SIVgpn-2.1, que se utiliz6 para el siguiente paso de purificacién. En el tercer
pase, sc¢ aislaron 12 placas X-Gal’, todas las cuales expresaban de forma eficiente la
proteina 89.6P-gp120 y 11/12 expresaban la proteina SIVgpn. Las placas denominadas
NYVAC-89.6P-SIVgpn-2.1.1 y NYVAC-89.6P-SIVgpn-2.1.2 se amplificaron y
utilizaron en el siguiente paso de purificacion. En el cuarto pase se aislaron 12 placas X-
Gal” y 12 placas X-Gal™; todas ellas expresaban de forma eficiente la proteina 89.6P-
gp120 v 22 de 24 expresaban la proteina SIVgpn. Los recombinantes denominados
NYVAC-89.6P-SIVegpn-2.1.1.1 (X-Gal) y NYVAC-89.6P-SIVgpn-2.1.2.3 (X-Gal) se
amplificaron y utilizaron en el siguiente paso de purificacion. En el quinto pase se
aislaron 12 placas X-Gal’; todas ellas expresaban de forma eficiente ambos antigenos.
El recombinante denominado NYVAC-89.6P-S1Vgpn-2.1.1.1.4 (X-Gal) se amplifico
en células CEF (una placa de p150 para generar el stock P1)} y se utiliz6 para preparar
los stocks P2 (por infeccién de cinco placas p150 a 0,01 ufp/célula). Los stocks P3
(crecidos en 40-100 placas p150 de células CEF infectadas a una multiplicidad de

infeccion de 0,05, recogidos transcurridos 3-4 dias después de la infeccion y purificados
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a través de dos colchones de sacarosa al 45%) se prepararon para los estudios de
inmunizacion en simios; las caracteristicas de cada uno de los stocks P3 generados se

mencionan en el Ejemplo 37.

Caracterizacion del NYVAC-89.6P-SIVgpn
Para confirmar la homogeneidad genética y pureza del virus NYVAC-89.6P-

SIVgpn generado y la integridad de los genes insertados, se amplificé el stock P3
mediante infeccién de células CEF a una multiplicidad de infeccién de 5 ufp/célula,
recuperando los extractos celulares a las 24 horas post-infeccién. Se purificd el ADN
del virus y se sometié a analisis mediante PCR empleando para ello oligonucléotidos
cebadores que hibridan con las regiones TK flanqueantes del inserto de interés izquierda
(TK-L) (SEQ ID NO:1) y derecha (TK-R2) (SEQ ID NO:21), de forma analoga a la
descrita en ¢l Ejemplo 33.

Las posiciones en las que hibridan dichos oligonucledtidos con respecto al
inserto presente en NYVAC-SHIV, asi como los tamafios estimados de los fragmentos
generados en las PCR que utilizan como molde el ADN de dicho virus y el ADN
correspondiente al virus NYVAC de tipo silvestre (WT) carente de inserto, aparecen
representados en la parte superior de la Figura 45. La parte inferior de dicha Figura 45
muestra la fotografia de los geles obtenidos al someter a electroforesis los productos de
las PCR realizadas con la pareja de cebadores TK-L/TK-R2 para efectuar el analisis del
inserto incluido en el virus NYVAC-SHIV presente en el stock P3 (NYVAC-89.6P-
SIVgpn (P3)) (calle3), que se compard con los productos de PCR generados a partir del
control positivo MVA-SHIV (MVA-89.6P-SIVgpn (P3)) (calle 4) y con los vectores
tipo silvestre, sin insertos, como controles positivos, es decir, NYVAC-WT (calle 2) y
MVA-WT (calle 5). Para ello, 100 ng de ADN viral extraido de células de embrién de
pollo (CEF) infectadas a una multiplicidad de 5 ufp/célula con los virus NYVAC-WT,
NYVAC-89.6P-SIVgpn (P3) (MVA-SHIV), MVA-89.6P-SIVgpn (P3) (MVA-SHIV) y
MVA-WT fueron usados como molde para hacer una amplificacién mediante PCR del
fragmento de secuencia comprendido entre los brazos TK-L y TK-R en cada uno de
ellos. Como se observa en las fotografia mostradas en la parte inferior de l1a Figura 45,
la muestra correspondiente al control positivo, el virus recombinante MVA-89.6P-

SIVgpn (P3) (calle 4), da lugar a una banda de igual tamafio que las correspondientes a
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las muestras del virus recombinante cuya descripcidén se describe en este ejemplo
NYVAC-SHIV (NYVAC-89.6P-SIVgpn (P3), calle 3), mientras que en la calle 2,
correspondientes al virus NYVAC que carece de inserto (NYVAC-WT), se observa una
banda de aproximadamente 400 pb compatible con la ausencia de inserto en el locus de
TK propio de NYVAC, mas corto que el del MVA-WT que, por su parte, da lugar a la
banda de casi 900 pb que habria de esperarse segin las caracteristicas del locus de TK

en este Gltimo virus.

Ejemplo 36 .- Analisis de la expresion de proteinas del SHIV a partir del
NYVAC-89.6P-S1Vgpn

36.1.- Transferencias tipo Western.-

La expresion de las proteinas 89.6P-gp120 y SIVgpn por el virus recombinante
NYVAC-89.6P-SIVgpn fue analizada mediante transferencia tipo Western. Monocapas
de células CEF crecidas en placas de 12 pocillos fueron infectadas con 5 ufp/célula de
los stocks P1, P2 o P3. Los extractos celulares fueron recogidos a las 24 horas post-
infeccion, fraccionados mediante electroforesis en geles desnaturalizantes de
poliacrilémida con SDS (SDS-PAGE), transferidos a membranas de nitrocelulosa, y
sometidos a la reaccién frente a un anticuerpo policlonal de conejo anti-gpl20
(generado en el laboratorio de los inventores inmunizando congjos con la proteina
gp120 del aislado I1TB), que es capaz de reconocer la proteina gpl20 del SHIV89.6P; y
frente a un anticuerpo monoclonal anti-SIV-gag-p27 (cedido por el programa EVA,
ARP392) que reconoce la proteina gag del SIV vy, por ello, la proteina de fusion
SIVgpn. Como controles positivos se utilizaron extractos procedentes de células
infectadas con el virus MVA-SHIV (MV A.89.6P-SIVgpn(P3)).

Como se muestra en la Figura 46, tanto la proteina 89.6-gp120 (fotografia de
superior, marcada como “anti-gp120™) como la proteina de fusion SIVgpn (fotografia
inferior, marcada como “anti-SIVp27”) se detectaron en los extractos de células
infectadas con virus de los stocks P1, P2 y P3 del NYVAC-89.6P-SIVgpn (NYVAC-
SHIV), ast como en el extracto de células infectadas con el control positivo MVA-
SHIV, indicando la correcta expresion de ambos antigenos por los virus recombinantes

derivados de NYVAC generados.
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36.2. Inmunotincién de placas.-
La expresion de las proteinas 89.6P-gpl120 y SIVgpn por parte del recombinante

NYVAC-89.6P-STVgpn se analiz6 también en células DF-1 infectadas con una dilucién
107 del stock P3 del NYVAC-SHIV (NYVAC-89.6P-SIVgpn (P3)), mediante la
inmunotincién de las mismas utilizando bien un anticuerpo policlonal dirigido contra las
proteinas propias del vector MVA tipo silvestre (anti-WR), bien un anticuerpo
policlonal anti-gp120 del clade B (anti-gp120) o bien el anticuerpo monoclonal anti-
SIVgag-p27 proporcionado por el programa EVA (ARP392). Los resultados, mostrados
en la Figura 47, muestran que mas del 98% de las placas virales que resultaban tefidas
con ¢l anticuerpo anti-WR eran también positivas para los anticuerpos anti-gpl20
(fotografias y barras marcadas como “antigpl20”) y anti-SIVgag-p27 (fotografias y

barras marcadas como “anti-SIVp277).

- Ejemplo 37.- Control de los stocks virales enviados para los estudios de

inmunizacién de macacos

De los stocks de virus recombinantes MVA-SHIV y NYVAC-SHIV obtenidos,

se seleccionaron para ser utilizados en estudios de inmunizacion de macacos los que se

muestran a continuacion en la Tabla 10:

Tabla 10.- Stocks de virus recombinantes seleccionados para estudios de

inmunizacién en macacos

MVA-89.6P-STVgpn

Stock Titulo (UFP/ml) | UFP totales enviadas Fecha de envio
P3 (20/06/03) 1,6 x 10° 75x 10° 10/03/04
P3 (20/09/04) 8,75 x 10° 5x 107 6/10/04
P3.1 (20/09/04) 1,1x10° 22x10° 6/10/04
P3.2 (01/10/04) 2x10° 0,5x 10 13/10/04

NYVAC-89.6P-SIVgpn

Stock Titulo (UFP/ml) | UFP totales enviadas Fecha de envio

P3.1(29/01/04) 12x10° 72x 107 10/03/04

P3.2 (25/02/04) 5% 10° 1,2x 10° 6/10/04
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La expresion de las proteinas 89.6P-gp120 y SIVgpn por los diferentes stocks de
virus recombinantes MVA-89.6P-SIVgpn v NYVAC-85.6P-SIVgpn fue analizada
mediante transferencia tipo Western. Monocapas de células CEF crecidas en placas de
12 pocillos fueron infectadas con 5 ufp/célula de uno de los stocks mencionados en la
Tabla 10. Los extractos celulares fueron recogidos a las 24 horas post-infeccion,
fraccionados mediante electroforesis en geles desnaturalizantes de poliacrilamida con
SDS (SDS-PAGE), transferidos a membranas de nitrocelulosa, y sometidos a la
reaccién frente a un anticuerpo policlonal de conejo anti-gpl20 (generado en el
laboratorio de los inventores inmunizando conejos con la proteina gpl20 del aislado
I1IB), que es capaz de reconocer la proteina gpl20 del SHIVE9.6P; y frente a un
anticuerpo monoclonal anti-SIV-gag-p27 (cedido por el programa EVA, ARP392) que
reconoce la proteina gag del SIV vy, por ello, la proteina de fusion SIVgpn. Como
control negativo se utilizdé un extracto de células en las que se habia simulado la
infeccidn, es decir, que habfan stdo sometidas a los mismos pasos que las células
infectadas, pero que no habian recibido virus en la solucidn con las que deberian haber
sido infectadas (extracto M). La Figura 48 muestra los resultados de las
inmunotinciones con cada uno de los anticuerpos, correspondiendo la parte izquierda a
la tincion con el anticuerpo anti-gpl120 y la derecha a la tincion con el anticuerpo anti-
SIV-gag-p27.

Comprobada la expresion eficiente de ambas proteinas en los extractos
procedentes de cada uno de los stocks, se enviaron alicuotas de los mismos a los Drs.
Jonathan Heeney y Petra Mooij, del Biomedical Primate Research Centre de Rijswijk,
Holanda, donde se llevaron a cabo los ensayos con macacos que se describen en los

siguientes Ejemplos.

Estudio preclinico de la eficacia como vacuna

Protocolo de inmunizacién v desafio posterior

Los ensayos que se describen a continuacion en los Ejemplos 38 y 39 se llevaron
a cabo para evaluar la inmunogenicidad y la eficacia de los vectores cuya construccién
se describe en los Ejemplos 33 y 35 para proteger a simios inmunizados con ellos frente

al desarrollo de la enfermedad del sindrome de la inmunodeficiencia adquirida, con el
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fin de valorar a partir de los resultados obtenidos el grado de eficacia esperable de los
vectores descritos en la patente principal al inmunizar con ellos seres humanos. Dichos
ensayos se llevaron a cabo en el Biomedical Primate Research Centre de Rijswisjk
(Paises Bajos). Para su realizacion, se utilizaron macacos Rhesus (Macaca mudatta)
adultos jovenes, que habian demostrado ser nepativos a la infeccion por SIV, retrovirus
de simio y virus de leucemia de simio. Las condiciones de estabulacién y manejo de los
animales siguieron las normas éticas establecidas por el mencionado centro de
experimentacion.

El estudio no sélo pretendid establecer correlaciones con la inmunogenicidad y
eficacia que serfan esperables al utilizar los vectores de la patente principal como
vacunas én seres humanos, sino que también intent6 obtener datos para compararlos con
los resultados obtenidos al utilizar un vector, también derivado de poxvirus, que
contiene el mismo inserto de secuencias codificantes de antigenos del SHIV89.6P que el
vector derivado de MVA cuya construccion y caracterizacion se ha descrito en los
Fjemplos 33 y 34, MVA-89.6P-SIVgpn, al gue también se hara referencia en los
Ejemplos siguientes mediante la denominacion general abreviada MVA-SHIV. El
vector alternativo utilizado cuya construccién estd también descrita en la presente
memoria es ¢l vector derivado de NYVAC, denominado NYVAC-89.6P-SIVgpn, al que
también se hara referencia en los Ejemplos siguientes mediante la denominacién general
abreviada NYVAC-SHIV. Tanto el MVA-SHIV como el NYVAC-SHIV, que contienen
el mismo inserto, fueron administrados en dosis de refuerzo o potenciacidon de la
respuesta iInmune (a las que se alude con frecuencia mediante el término inglés boost)
con posterioridad a la administracién de dosis de iniciacién o desencadenamiento de la
respuesta inmune {priming) en las que los animales recibieron ADN desnudo que
contenia un inserto idéntico al presente en el ADN de los vectores MVA-SHIV vy
NYVAC-SHIV, el vector DNA-SHIV, que consta de dos plasmidos de expresion,
pcDNA-gp120.89.6p, que expresa la proteina gpl120 del SHIV89.6P, y pcDNA-SIVgag-
pol-nef, que expresa la proteina SIVgpn generada a partir de secuencias
correspondientes al virus SHIV89.6P, plasmidos que fueron generados por el Dr. Ralf
Wagner, Regensburg, Alemania, y cedidos por el mismo para la realizacion del estudio.
Los detalles sobre el estudio y los resultados obtenidos se describen con mayor detalle a

continuacion en los Ejemplos 38 y 39.
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Ejemplo 38.- Inmunizacién de los macacos v valoracién de la inmunidad

generada

Los 21 macacos utilizados en el estudio fueron divididos en tres grupos {grupos

1, 2, ¥ 3), cada uno compuesto de 7 individuos. Cada uno de los grupos fue sometido a

un protocolo de inmunizacion diferente, seglin se muestra a continuacién en la Tabla 11:

Tabla 11.- Grupos de inmunizacién y tratamiento recibido

Grupo | N°de |INMUNIZACIONES DESAFIO:
macacos| Semana{ |Semana4 |Semana 20 Semana 24 Semana 32
1 7 DNA-SHIV |DNA-SHIV [MVA-SHIV MVA-SHIV SHIV89.6P
2 7 DNA-SHIV |DNA-SHIV |NYVAC-SHIV |NYVAC-SHIV |SHIV39.6P
3 7 DNA-emp |DNA-emp |NYVAC-WT [NYVAC-WT SHIV89.6P

El grupo 3, de control, recibié en las dos primeras dosis ADN desnudo que
carecia del inserto con las secuencias propias del SHIV89.6P (DNA-emp), mientras que
en las dos ultimas recibid el vector NYVAC-WT, que carece igualmente del inserto.
Para la realizacién del estudio, el vector NYVAC-WT fue crecido en células CEF y
purificado en dos colchones de sacarosa de forma analoga a la utilizada con los
recombinantes MVA-SHIV y NYVAC-SHIV; del stock generado se enviaron al centro
de primates de Holanda, el dia 20 de abril de 2004, un total de 8x10° ufp, con un titulo
de 1x10°ufp/ml.

Las inmunizaciones con ADN desnudo se produjeron con un total de 4 mg de
plasmido, utilizando en el caso del vector DNA-SHIV 2 mg de cada uno de los
plasmidos que lo componen, pcDNA-gpl2089.6p v pcDNA-SIV-gag-pol-nef, y
empleando 4 mg del vector DNA-emp para los controles. En cada una de las dos
inoculaciones de ADN desnudo que recibid cada macaco se suministraron 2 mg de
plasmido, disueltos en 1,5 ml de PBS, que se suministraron por via intramuscular en la
parte superior de cada pata.

Las inmunizaciones con los vectores NYVAC-SHIV, MVA-SHIV y NYVAC-
WT se llevaron a cabo inoculando en la parte superior del brazo derecho, por via
intramuscular, 0,5 ml que contenian 5x10° ufp, de manera que en cada dosis se
inocularon 5x10°® ufp/macaco. Para ello se utilizaron los siguientes stocks:

- en el caso del MVA-SHIV, P3 (20/06/03), con un titulo de 1,6 x 10° ufp/ml,;
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- en el caso del NYVAC-SHIV, P3.1 (29/01/04), con un titulo de 1,2)(109
ufp/ml,;

- en el caso del NYVAC-WT, el stock con un titulo de 1x10° ufp/ml mencionado
anteriormente.

En todos los casos, transcurridas 32 semanas después de recibir la primera dosis
de inmumnizacién, los macacos fueron sometidos a lo que se conoce como un “desafio” o
“reto” viral (traduccion del término inglés “challenge”), es decir, se inoculd a los
animales por via intravenosa una dosis de 50-100 MIDS0 de SHIV89.6P, dilucién
1:1000 del stock de Letvin (entendiendo como MIDS0 o “Monkey Infectious Dose” la
cantidad de virus que es capaz de producir infeccidn en el 50% de los animales) v se
observé la evolucidn de cada animal.

2 semanas antes de comenzar con el protocolo de inmunizacién, en distintos
momentos a lo largo del mismo y con posterioridad al desafio se extrajeron muestras de
sangre periférica, mediante puncidn intravenosa, de cada uno de los animales. De la
sangre heparinizada se obtuvieron las células PBMC (“peripheral blood mononuclear
cells”, células mononucleares de sangre periférica), que se utilizaron para los ensayos
de respuesta celular: En la Figura 49 se muestra un esquema del transcurso del estudio,
en el que estdn marcados los momentos de las tomas de muestras (CMI, abreviatura de
“cell mediated immunity” o inmunidad mediada por células), los momentos en los que
se administraron las distintas dosis de inmunizacion (ADN y vectores derivados de
poxvirus: NYVAC 6 MVA)} y el momento en el que se procedid al desafio con el virus
SHIVS9.6P.

Con el fin de valorar la inmunidad generada, se realizaron ensayos para detectar
por la técnica de ELISPOT la respuesta de IFN-y, IL-2 ¢ IL-4 en los animales de cada
uno de los grupos y su eveolucién en el tiempo, segun se describe a continuacion.

La respuesta de citoquinas se evalud en las fracciones de células PBMC
extraidas de cada uno de los macacos. Para ello, muestras de dichas células de cada uno
de los macacos se incubaron durante 48 horas con grupos de péptidos. Para el ELISPOT
de gp120 se utilizd un grupo de 48 péptidos, concretamente los péptidos 4702 a 4749
del N° Cat. 4827 del NIH AIDS Research and Reference Reagents Program, cada uno
de los cuales consta de 20 aminoacidos de los que 10 amino4cidos son solapantes con el

siguiente péptido, con los cuales queda representada la secuencia de la proteina 89.6P-
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gpl20. Para el ELISPOT de SIVgpn, los péptidos fueron sintetizados por SynPep
Dublin (California, Estados Unidos) y son grupos de 15 aminoacidos con 11
aminodcidos solapantes, que se pueden agrupar en los grupos (pools): Gag-pool 11, 1-
54; Gag-pool 12, 55-108; Pol-pool 11, 109-168; Pol pool 12, 169-173 + 236-290; Pol
pool 13, 291-349; Nef pool 11, 174-235; la respuesta de los 7 grupos de péptidos fue
analizada utilizando 2 microgramos/ml de cada péptido en el ensayo. Tras la
incubacion, en cada una de las muestras se midieron las SPF (Spot forming cells), que
son las células PBMC que expresan una determinada citoquina, después de su
estimulacion con péptidos especificos incluidos en las proteinas 89.6P-gp120 vy SIVgpn.
Esto cs una medida de las células que fueron estimuladas especificamente por la
inoculacién de los vectores que expresaban dichas proteinas. Se realizaron medidas por
ELISPOT para detectar las SPF que expresaban 1FN-y, 1L-2 6 1L-4 (29).

En el caso de las SPF que expresaban IFN-y, los resultados obtenidos con cada
uno de los animales, expresados como SPF totales (las estimuladas por 89.6P-gp120 y
la estimuladas por SIVgpn) detectadas por cada 10° PBMC analizadas, se representan
en la Figura 50, en la que se ha utilizado una escala logaritmica en el eje de ordenadas.
Los nimeros que aparecen en ¢l eje de abscisas indican el momento en el tiempo en ¢l
que fueron tomadas cada una de las muestras. Para cada valor de tiempo, aparecen tres
grupos de valores, que presentan el comportamiento de cada uno de los 7 animales
utilizados en el estudio con un procedimiento de inmunizacién concreto: la primera
vertical de puntos corresponde a muestras tomadas de macacos del grupo 1 (DNA-
SHIV/MVA-SHIVY); la segunda vertical de pﬁntos corresponcfe a muestras tomadas de
macacos del grupo 2 (DNA-SHIV/NYVAC-SHIV); la tercera vertical de puntos
corresponde a muestras tomadas de ratones del grupo 3 (DNA-emp/NYVAC-WT).
Cada punto representa el valor obtenido para un macaco concreto, mientras los
rectangulos situados en cada una de las verticales indican el valor medio
correspondiente a todos los macacos de ese grupo para las muestras tomadas en un
mismo momento en el tiempo. La presencia de un nimero de puntos inferior a 7 en
algunas verticales indica que el punto situado sobre el eje de abscisas representa a mas
de un macaco, en cada uno de los cuales el valor de las SEC detectadas por cada 10°
PBMC analizadas no fue superior a 1. La linea punteada indica el valor por debajo del

cual los valores se consideran insignificantes (20 SFC). Las flechas blancas indican la
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inoculacion de un vector de vacunacion; la flecha negra indica el momento en el que se
produjo el desafio con el SHIV89.6P. Se aprecia como antes del desafio, los puntos
correspondientes a los dos primeros grupos, y en especial el valor medio de los mismos,
son superiores a los obtenidos en el grupo control, inmunizado con DNA/NYVAC sin
insertos. Una vez producida la infeccién con el patdégeno SHIVS9.6P, los valores
quedan bastante igualados en todos lo grupos al producirse inmunidad frente al SHIV.

Para simplificar la interpretacion de los datos, en la Figura 51 se representan los
valores medios del niimero total de células que expresan IFN-y obtenidos para cada uno
de los grupos, de nuevo en escala logaritmica, en funcién del tiempo en el que se
tomaron las muestras, partiendo en este caso del momento en el que los macacos
recibieron la primera dosis de ADN desnudo. Las Figuras 52 y 53, por su parte,
representan los valores medios obtenidos para cada uno de los grupos, igualmente en
escala logaritmica, en funcién del tiempo, de SFC que expresaban IL-4 (Figura 53) o
IL-2 (Figura 52).

Se observa que, tanto en el grupo 1 (el que recibid el vector MVA-SHIV, el
MVA-89.6P-SIVgpn, en las dosis de potenciacion de la respuesta) (datos indicados
mediante cuadrados con un vértice apuntando hacia arriba, 4) como en el grupo 2 (el
que recibié el vector NYVAC-SHIV, el NYVAC-89.6P-SIVgpn, en las dosis de
potenciacion de la respuesta) (datos mediante cuadrados cuyos vértices conforman dos
lineas paralelas, ® ), la magnitud de la respuesta inmune es semejante y claramente
superior a la que se detecta en el grupo 3, el de los macacos que recibieron vectores que
no expresaban antigenos del SHIV (cuyos datos se indican mediante triangulos, -+3. En
este ultimo grupo, se aprecia como la respuesta inmune aumenta claramente después del
desafio con el virus SHIV89.6P, debido a la replicacién del virus, lo que hace que, a
partir de ese momento, los valores sean semejantes en los tres grupos.

Estos datos indican que la media total de la respuesta inmune (produccion de
IFN-y) resuita claramente potenciada al serles administrados a los macacos los vectores
MVA-89.6P-SIVgpn y NYVAC-89.6P-SIVgpn. La respuesta inmune inducida por estos
dos vectores es semejante. Ambos inducen una buena respuesta celular frente a los

antigenos 89.6P-gp120 vy SIVgpn.
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Ejemplo 39.- Eficacia de la respuesta inmune generada para proteger frente

al desarrollo del virus SHIV

Para valorar la eficacia de proteccién frente al desarrollo de una infeccion

generada por el virus SHIV89.6 en relacién a la respuesta inmune evaluada en los
ensayos descritos en el Ejemplo 38, se procedi¢ a extraer datos sobre dos magnitudes
significativas: el nimero de particulas virales detectables en el plasma de las muestras
sanguineas que habian sido extraidas de los macacos una vez que se les habfan
inoculado el virus patégeno SHIVE9.6P, asi como el porcentaje que las células CD4+ y
CD8+ suponian respecto al total de células mononucleares de sangre periférica
(PBMC).
39.1.- ARN viral detectable en plasma

Los valores referentes al nimero de particulas virales detectables en plasma
constituyen un buen valor indicativo de la capacidad de la respuesta inmune generada
para controlar la posible infeccion producida por el virus SHIV89.6P inoculado. Valores
por encima de 100.000 copias/ml s¢ consideran que conducen al desarrollo en los
macacos de SIDA v a la muerte del animal, mientras que valores proéximos a 10.000
copias/ml o inferiores mantienen al animal sin aparentes efectos patégenos. La
deteccion de una concentracion de copias virales inferior a ese valor puede considerarse
indicativo de que la respuesta inmune generada es capaz de conferir proteccidn en los
modelos animales utilizados.

Por ello, se procedié a detectar el ARN del virus SHIVE9.6P presente en el
plasma de las muestras sanguineas extraidas de los macacos justo antes (tiempo 0) y con
posterioridad a la inoculacién de dicho virus. Para ello se utilizé la técnica cuantitativa
en tiempo real QC RNA-PCR, que mide el nimero de copias virales por mihlitro de
plasma y es capaz de detectar 50 copias por ml. Los valores obtenidos para cada uno de
los macacos se muestran en la Figura 54, en la que aparecen tres gréficos. El gréafico
superior corresponde al grupo 3, el de los macacos control que habian sido inmunizados
con ADN ¥y NYVAC que carecian de inserto desde el que poder expresar antigenos del
SHIV. El grafico de la parte inferior izquierda corresponde al grupo 1, inmunizado con
DNA-SHIV/MVA-SHIV, mientras el gréfico de la parte inferior derecha corresponde al
grupo 2, inmunizado con DNA-SHIV/NYVAC-SHIV.
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En dicha Figura puede apreciarse como, de los 7 macacos que recibieron la
inmunizacion control, 32 semanas después del desafio, 6 presentan valores continuados
de viremia que oscilan entre 10.000-100.000 copias/ml, mientras que uno de los
animales no respondio a la infeccion.

De los animales vacunados, todos los animales del grupo DNA-SHIV/MVA-
SHIV redujeron los niveles de viremia con respecto al grupo control. 3 eliminaron
completamente el virus antes de las 20 semanas, concretamente transcurridas 7, 14 6 18
semanas. En cuanto al resto, al cabo de las 32 semanas, tres macacos redujeron la
viremia por debajo de 1000 copias/ml! y uno mantenia alrededor de 2000 copias/ml.

En cuanto al grupo vacunado con DNA-SHIV/NYVAC-SHIV, 4 animales
eliminaron completamente el virus antes de las 20 semanas, concretamente franscurnidas
4, 14 6 17 semanas. En cuanto al resto, al cabo de las 32 semanas, dos macacos
mantenian niveles por debajo de 1000 copias/ml y uno de ellos por debajo de 10000
copias/ml.

Estos resultados demuestran claramente que los dos vectores derivados de
poxvirus utilizados, MVA-SHIV (MVA-89.6P-SIVgpn) y NYVAC-SHIV (MVA-
89.6P-SIVgpn), inducen un alto grado de proteccién en macacos frente al virus
patégeno SHIV89.6P al ser utilizados en protocolos de tipo prime/boost
(desencadenamiento/potenciacion de la respuesta) al ser utilizados en las dosis de

refuerzo o potenciacion de la respuesta inmune generada.

39.2.- Porcentaje de células CD4+ v CD8+.-

Los valores referentes a los porcentajes de células T de sangre periférica CD4+ y
CD8+ detectables son también datos significativos, pues las células CD4+ son utilizadas
tanto por el VIH como por el SIV como células diana para la infeccién. La reduccion en
el nimero de estas células por debajo de 200 células por ml se considera un sintoma de
Ia enfermedad, el SIDA. La proporcién de células T CD4+ y CD8+ es por tanto un buen
indicador del estado de la infeccion.

Por ello, se procedié a su deteccion en la fraccién de células PBMC de las
muestras sanguineas extraidas a los macacos 12 semanas antes de que se produjera el
desafio con el SHIV89.6P, justo antes de inocularlo (tiempo () y con posterioridad a la

inoculacién de dicho virus. Para llevar a cabo los ensayos, se utilizaron anticuerpos
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especificos para cada una de las poblaciones, determindndose por FACS Ia proporcion
de células CD4+ y CD8+ presentes. Los resultados se muestran en la Figura 55.

En la parte superior de dicha Figura, la correspondiente al grupo inmunizado con
DNA-SHIV/MVA-SHIV, se observa que 6 de los macacos mantenfan niveles normales
de células CD4+, similares a los de células CD8+, y sélo en uno de ellos dichos niveles
se redujeron por debajo de 100. En la parte intermedia de la Figura, la correspondiente
al grupo inmunizado con DNA-SHIV/NYVAC-SHIV, se obtuvieron resultados
similares: 6 animales mantenian niveles normales de células CD4+ vy sélo en uno dichos
niveles se redujeron por debajo de 100. En el grupo control, en cambio, tal como se
observa en la parte inferior de la Figura 55, en 5 de los macacos los niveles de células
CD4+ se redujeron por debajo de 100, habiendo sido necesario sacrificar uno de los
otros dos macacos (D7 98928, junto a cuyo nombre figura la abreviatura “euth”)} debido
al avanzado estado de la enfermedad. Uno de los macacos control, sin embargo, se

mantuvo protegido.

39.3.- Porcentaje de supervivencia de los macacos infectados.-

Adicionalmente, se realizé un célculo del porcentaje de supervivencia de los
macacos en cada uno de los tres grupos, computando el nimero de macacos que
permanecian vivos tras la inoculacién del virus SHIV89.6P. En la Figura 56 se
representan los datos obtenidos transcurridos los intervalos de tiempo desde la
infeccion, en semanas, que se representan en el ¢je abscisas. En dicha Figura puede
observarse como, transcurridas mas de 50 semanas desde la infeccion con el
SHIV89.6P, tanto los macacos del grupo inmunizado con DNA-SHIV/MVA-SHIV
(datos indicados mediante cuadrados con un vértice apuntando hacia arriba, €=} como
los del grupo inmunizado con DNA-SHIV/NYVAC-SHIV (datos indicados mediante
cuadrados cuyos vértices conforman dos lineas paralelas, ®), la supervivencia de los
macacos era del 100%, mientras que en el grupo control (datos indicados mediante
triangulos, &) a las 27 semanas desde la inoculacion del virus SHIV89.6P comienza a
observarse un descenso de los macacos vivos, siendo su porcentaje de supervivencia

inferior al 40% transcurridas mas de 50 semanas desde la inoculacion de dicho virus.
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Tomando estos datos en conjunto, puede concluirse que tanto el recombinante
generado a partir de MVA, MVA-89.6P-SIVgpn, como el generado a partir de
NYVAC, NYVAC-89.6P-SIVgpn, que tienen la misma organizacion genética en sus
insertos y son capaces de expresar simultdneamente los antigenos 8§9.6P-gpl20 y
SIVgpn, han demostrado en el modelo de primates no humanos, los macacos Rhesus,
que son unos excelentes vectores para ser utilizados para la vacunacion contra el SIDA
de simio. Estos resultados refuerzan los obtenidos en los ensayos descritos en los
Ejemplos de la patente principal y suponen un apoyo respecto a la posible utilidad de

estos vectores en la vacunacion frente al SIDA humano.
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REIVINDICACIONES

1. Un vector recombinante derivado del virus MVA capaz de expresar
simultdneamente una forma de la proteina Env del VIH-1 que carcce de la parte
correspondiente a la proteina gp41 en su totalidad y una proteina de fusién que contiene
secuencias de las proteinas Gag, Pol y Nef del VIH-1, estando la secuencia de
nucleétidos correspondiente a la protena Env y la secuencia de nucledtidos
correspondiente a la proteina de fusion Gag-Pol-Nef bajo el control de promotores

idénticos e insertadas ambas secuencias en el mismo lugar de insercion del vector.

2. Un vector recombinante derivado del virus MVA segin la reivindicacion 1,
en ¢l que la secuencia de nucledtidos correspondiente a la proteina Env y la secuencia
de nucleodtidos correspondiente a la proteina de fusidn Gag-Pol-Nef se encuentran

imsertadas en el Jocus de la timidina quinasa de forma que se inactiva dicho gen.

3. Un vector recombinante segin cualquiera de las reivindicaciones 1 y 2, en el
que tanto la secuencia de nucledtidos correspondiente a la proteina Env como las
secuencias utilizadas para generar la secuencia de nucledtidos correspondiente a la
proteina de fusion Gag-Pol-Nef se generan a partir de las secuencias de proteinas Env,

Gag, Pol y Nef de aislados naturales.

4. Un vector recombinante derivado del virus MVA segtn la reivindicacion 3,
en el que la secuencia de nucledtidos correspondiente a la proteina Env se ha generado
realizando en ella modificaciones en la secuencia correspondiente destinada a eliminar
la expresion de la proteina gp41 de manera que se ha eliminado toda la secuencia del
gen env que en la secuencia natural de dicho gen aparece tras el dltimo triplete

correspondiente a la proteina gp120.

5. Un vector recombinante derivado del virus MVA segtn cualquicra de las
reivindicaciones 3 y 4, en ¢l que la secuencia de nucledtidos que codifica la proteina de

fusion Gag-Pol-Nef no se proteoliza por accién de la proteasa del VIH.
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6. Un vector recombinante derivado del virus MVA segun cualguiera de las
reivindicaciones 1 a 5, en el que los promotores bajo cuyo control estdn la secuencia
correspondiente a la proteina Env y la secuencia correspondiente a la proteina de fusién
Gag-Pol-Nef son promotores idénticos que permiten la expresion de la proteina de
fusion Gag-Pol-Nef y de la proteina Env carente de la parte correspondiente a la
proteina gp41 en su totalidad tanto en etapas tempranas como tardias del ciclo infectivo

del virus MVA.

7. Un vector recombinante derivado del virus MVA segiin la reivindicacion 6,
en el que los promotores bajo cuyo control estdn la secuencia correspondiente a la
proteina Env y la secuencia correspondiente a la proteina de fusién Gag-Pol-Nef son

promotores sintéticos pE/L.

8. Un vector recombinante seglin las reivindicaciones 1 a 7, en el que la
secuencia de nucledtidos correspondiente a la proteina Env y la secuencia de
nucledtidos correspondiente a la proteina de fusion Gag-Pol-Nef se encuentran
insertadas en el focus de la timidina quinasa de forma que se inactiva dicho gen, la
secuencia de nucledtidos correspondiente a la proteina Env se ha generado eliminando
toda la secuencia del gen env que en la secuencia natural de dicho gen aparece tras el
ultimo triplete correspondiente a la proteina gpl20, la secuencia de nucledtidos que
codifica la proteina de fusién Gag-Pol-Nef da lugar a una poliproteina que no se
proteoliza por accién de la proteasa del VIH y los promotores bajo cuyo control estan la
secuencia correspondiente a la proteina Env y la secuencia correspondiente a la proteina

de fusion Gag-Pol-Nef son promotores sintéticos pE/L.

9. Un vector recombinante segin la reivindicacion 8, en el que tanto la secuencia
de nucledtidos correspondiente a la proteina Env como las secuencias utilizadas para
generar la secuencia de nucledtidos correspondiente a la proteina de fusién Gag-Pol-Nef

proceden de aislados naturales pertenecientes al clade B.
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10. Un vector recombinante segin la reivindicacion 9, en el que la secuencia de
nucledtidos correspondiente a la proteina Env da lugar a una proteina que reproduce la

secuencia de la proteina gp120 del aislado BX08, representada por SEQ ID NO:15.

11. Un vector recombinante segun la reivindicacién 9, en el que las secuencias
utilizadas para generar la secuencia de nucledtidos correspondiente a la proteina de
fusion Gag-Pol-Nef proceden del aislado IIIB, estando la secuencia de nucledtidos de la

proteina de fusidn representada por SEQ ID NO:16.

12. Un vector recombinante segin las reivindicaciones 10 y 11, en el que la
secuencia de nucleétidos correspondiente a la proteina Env da lugar a una proteina que
reproduce la secuencia de la proteina gpl20 del aislado BX08 y las secuencias
utilizadas para generar la secuencia de nucledtidos correspondiente a la proteina de
fusion Gag-Pol-Nef proceden del aislado I1IB, estando representadas dichas secuencias,

respectivamente, por SEQ ID NO:15 y SEQ ID NO:16.

13. Un vector recombinante segun la reivindicacion 8, en el que tanto la
secuencia de nucledtidos correspondiente a la proteina Env como las secuencias
utilizadas para generar la secuencia de nucledtidos correspondiente a la proteina de

fusion Gag-Pol-Nef proceden de aislados naturales pertenecientes al clade C.

14. Un vector recombinante segun la reivindicacion 13, en el que la secuencia de
nucledtidos correspondiente a la proteina Env da lugar a una proteina que reproduce la

secuencia de la proteina gpl120 del aislado CN54, representada por SEQ ID NO:17.

15. Un vector recombinante segin la reivindicacién 13, en el que las secuencias
utilizadas para generar la secuencia de nucledtidos correspondiente a la proteina de
fusion Gag-Pol-Nef proceden del aislado CN54, estando la secuencia de nucleétidos de

la proteina de fusidn representada por SEQ 1D NO:18.

16. Un vector recombinante segtin las reivindicaciones 14 y 15, en el que la

secuencia de nucledtidos correspondiente a la proteina Env da lugar a una proteina que



WO 2007/012691 PCT/ES2006/070114

10

15

20

25

30

-115-

reproduce la secuencia de la proteina gpl20 del aislado CN34 y las secuencias
utilizadas para generar la secuencia de nucledtidos correspondientie a la proteina de
fusién Gag-Pol-Nef proceden también del aislado CN54, estando representadas dichas

secuencias, respectivamente, por SEQ ID NO:16 y SEQ ID NO:18.

17. Una composicion que contiene al menos un vector recombinante segin

cualquiera de las reivindicaciones 1 a 16.

18. Una composicién que contiene al menos un vector recombinante segin la
reivindicacion 17 destinada a ser administrada a un individuo con el propdsito de
provocar o reforzar una respuesta inmune que ayude a prevenir o a tratar una infeccion

provocada por el virus VIH.

19. Una composicion segin cualquiera de las reivindicaciones 17 y 18 que
contiene al menos un vector recombinante segin cualquiera de las reivindicaciones 9 a

12.

20. Una composicion segin la reivindicacidon 19, que contiene al menos un

vector recombinante segin la reivindicacioén 12.

21. Una composicion seglin la reivindicacion 20, destinada a ser administrada a
un individuo con el proposito de provocar o reforzar una respuesta inmune que ayuda a
prevenir o tratar una infeccién provocada por el virus VIH como parte de un protocolo
de inmunizacion en el que se administra una primera dosis de vacunacidén para
desencadenar la respuesta inmune y una o mds dosis posteriores para reforzar la

respuesta inmune inicial.

22. Una composicion segtn la reivindicacién 21, destinada a ser administrada

como la primera dosis de vacunacion con la que se desencadena la respuesta inmune.
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23. Una composicién segun la reivindicacion 21, destinada a ser administrada
tras la primera dosis de vacunacion como una o mas de las dosis posteriores de

vacunacion que tienen el propoésito de reforzar la respuesta inmune inicial.

24. Una composicion seglin la reivindicacion 21, destinada a ser administrada
tanto en la primera dosis de vacunacién con la que se desencadena la respuesta inmune
como en una o mas de las dosis posteriores de vacunacion que tienen el proposito de

reforzar la respuesta inmune inicial.

25. Una composicion segin cualquiera de las reivindicaciones 17 y 18 que
contiene al menos un vector recombinante segtin cualquiera de las reivindicaciones 13 a

16.

26. Una composicion segiin la reivindicacion 25, que contiene al menos un

vector recombinante segtin la reivindicacion 16.

27. Una composicién segin la reivindicacion 26, destinada a ser administrada a
un individuo con el propdsito de provocar o reforzar una respuesta inmune gue ayuda a
prevenir o tratar una infeccion provocada por el virus VIH como parte de un protocolo
de inmunizacién en el que se administra una primera dosis de vacunacion para
desencadenar la respuesta inmune y una o mas dosis posteriores para reforzar la

respuesta inmune inicial.

28. Una composicion segun la reivindicacion 27, destinada a ser administrada

como la primera dosis de vacunacion con la que se desencadena la respuesta inmune.

29. Una composicién segin la reivindicacion 27, destinada a ser administrada
como una o mas de las dosis posteriores de vacunacién que tienen el propdsito de

reforzar la respuesta inmune inicial.

30. Una composicién segin la reivindicacion 27, destinada a ser administrada

tanto como primera dosis de vacunacion con la que se desencadena la respuesta inmune
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como en una o mas de las dosis posteriores de vacunacién que tienen el propdsito de

reforzar la respuesta inmune inicial.

31. Una composicién segin cualquiera de las reivindicaciones 17 y 18 que
contiene al menos un vector recombinante segiin cualquiera de las reivindicaciones 9 a

12 y al menos un vector recombinante segun cualquiera de las reivindicaciones 13 a 16.

32. Una composicion segiin la reivindicacién 31, que contiene al menos un
vector recombinante seguiin la reivindicacién 12 y al menos un vector recombinante

segln la reivindicacién 16.

33. Una composicion segin la reivindicacion 32, destinada a ser administrada a
un individuo con el propésito de provocar o reforzar una respuesta inmune que ayuda a
prevenir o tratar una infeccién provocada por el virus VIH como parte de un protocolo
de inmunizacion en el que se administra una primera dosis de vacunacion para
desencadenar la respuesta inmune y una ¢ mas dosis posteriores para reforzar la

respuesta inmune inicial.

34. Una composicién segin la reivindicacion 33, destinada a ser administrada

como la primera dosis de vacunacién con la que se desencadena la respuesta inmune

35. Una composicién segln la reivindicacion 33, destinada a ser administrada
tras la primera dosis de vacunacién como una o més de las dosis posteriores de

vacunacion que tienen el proposito de reforzar la respuesta inmune inicial.

36. Una composicion segun la reivindicacidén 33, destinada a ser administrada
tanto en la primera dosis de vacunacion con la que se desencadena la respuesta inmune
como en una o mas de las dosis posteriores de vacunacion que tienen el proposito de

reforzar la respuesta inmune inicial.

37. Uso de un vector recombinante derivado del virus MVA segln cualquiera de

las reivindicaciones 1 a 16 para la fabricacion de un medicamento destinado a ser
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utilizado como vacuna para ayudar a prevenir o a tratar una infeccién provocada por el

virus VIH.

38. Uso segiin la reivindicacion 37 en el que medicamento esta disefiado para ser
la Ginica vacuna que se suministre a un individuo para ayudar a prevenir o a tratar una

infeccidn provocada por el virus VIH.

39. Uso segim la reivindicacion 38 en el que el medicamento contiene al menos
un vector seglin cualquiera de las reivindicaciones 9 a 12 y/o al menos un vector segin

cualquiera de las reivindicaciones 13 a 16.

40. Uso segun la reivindicacion 37 en el que el medicamento esta disefiado para
ser administrado como al menos una de las dosis que forman parte de un protocolo de
inmunizacion en el que se admimstra una primera dosis de vacunacion para
desencadenar la respuesta inmune y una segunda o mas dosis posteriores para reforzar

la respuesta inmune inicial.

41. Uso segin la reivindicacion 40 en el que el medicamento esta disefiado para
ser administrado como parte de o constituyendo la primera dosis de vacunacién gue

desencadena la respuesta inmune inicial.

42. Uso segun la reivindicacion 41 en el que el medicamento disefiado para ser
administrado como parte de o constituyendo la primera dosis de vacunacién que
desencadena la respuesta inmune inicial contiene al menos un vector segiin cualquiera
de las reivindicaciones 9 a 12 y/o al menos un vector segin cualquiera de las

reivindicaciones 13 a 16,

43. Uso segun la reivindicacion 42 en el que el medicamento disefiado para ser
administrado como parte de o constituyendo la primera dosis de vacunaciéon que
desencadena la respuesta inmune inicial contiene al menos un vector segin la
reivindicacidn 12 y/o al menos un vector segun la reivindicacién 16 y en el que el

medicamento disefiado para ser administrado como parte de o constituyendo la segunda
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y/o dosis posteriores destinadas a reforzar la respuesta inmune inicial previamente

desencadenada contiene al menos un vector recombinante derivado del virus NYVAC.

44. Uso segin la reivindicacién 43 en el que el medicamento diseftado para ser
administrado como parte de o constituyendo la primera dosis de vacunacién que
desencadena la respuesta inmune inicial contiene al menos un vector segin la
reivindicacion 12 y en el que el medicamento disefiado para ser administrado como
parte de o constituyendo la segunda y/o dosis posteriores destinadas a reforzar la
respuesta inmune inicial previamente desencadenada contiene al menos el vector

recombinante NYVAC-B.

45. Uso segun la reivindicacion 43 en el que el medicamento disefiado para ser
administrado como parte de o constituyendo la primera dosis de vacunacién que
desencadena la respuesta inmune inicial contiene al menos un vector segin la
reivindicacion 16 y en el que el medicamento disefiado para ser administrado como
parte de o constituyendo la segunda y/o dosis posteriores destinadas a reforzar la
respuesta inmune inicial previamente desencadenada contiene al menos el vector

recombinante NYVAC-C.

46. Uso seglin la reivindicacion 42 en el que tanto el medicamento disefiado para
ser administrado como parte de o constifuyendo la primera dosis de vacunacion que
desencadena la respuesta inmune inicial como el medicamento disefiado para ser
administrado como parte de o constituyendo la segunda y/o dosis posteriores destinadas
a reforzar la respuesta inmune inicial previamente desencadenada contienen al menos
un vector seglin cualquiera de las reivindicaciones 9 a 12 y/o al menos un vector seglin

cualquiera de las reivindicaciones 13 a 16.

47. Uso seglin la reivindicacion 46 en el que tanto el medicamento disefiado para
ser administrado como parte de o constituyendo la primera dosis de vacunacién que
desencadena la respuesta mmmune inicial como el medicamento disefiado para ser

administrado como parte de o constituyendo la segunda y/o dosis posteriores destinadas
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a reforzar la respuesta inmune inicial previamente desencadenada contienen al menos

un vector seguin la reivindicacion 12.

48. Uso segun la reivindicacion 46 en el que tanto el medicamento disefiado para
ser administrado como parte de o constituyendo la primera dosis de vacunacion que
desencadena la respuesta inmune inicial como el medicamento disefiado para ser
administrado como parte de o constituyendo la segunda y/o dosis posteriores destinadas
a reforzar la respuesta inmune inicial previamente desencadenada contienen al menos

un vector segun la reivindicacion 16.

49. Uso segun la reivindicacion 40, en el que el medicamento esté disefiado para
ser administrado como parte de o constituyendo la segunda y/o dosis posteriores

destinadas a reforzar la respuesta inmune inicial previamente desencadenada.

50. Uso segan la reivindicacion 49 en ¢l que el medicamento disefiado para ser
administrado como parte de o constituyendo la segunda y/o dosis posteriores destinadas
a reforzar la respuesta inmune inicial previamente desencadenada contiene al menos un
vector segiin cualquiera de las reivindicaciones 9 a 12 y/o al menos un vector seglin

cualquiera de las reivindicaciones 13 a 16.

51. Uso segun la reivindicacion 50 en el que el medicamento disefiado para ser
administrado como parte de o constituyendo la segunda y/o dosis posteriores destinadas
a reforzar la respuesta inmune inicial previamente desencadenada contiene al menos un
vector segun cualquiera de las reivindicaciones 9 al2 y/o al menos un vector seglin
cualquiera de las reivindicaciones 13 al6 y en el que el medicamento disefiado para ser
administrado como parte de o constituyendo la primera dosis de vacunacidén que
desencadena la respuesta inmune imicial contiene al menos un vector recombinante

derivado del virus NYVAC.

52. Uso segun la reivindicacién 51 en el que el medicamento disefiado para ser
administrado como parte de o constituyendo la segunda y/o dosis posteriores destinadas

a reforzar la respuesta inmune inicial previamente desencadenada contiene al menos un
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vector segun la reivindicacion 12 y en el que el medicamento disefiado para ser
administrado como parte de o constituyendo la primera dosis de vacunacion que
desencadena la respuesta inmune inicial contiene al menos el vector recombinante

NYVAC-B.

53. Uso segun la reivindicacién 51 en el que el medicamento disefiado para ser
administrado como parte de o constituyendo la segunda y/o dosis posteriores destinadas
a reforzar la respuesta inmune inicial previamente desencadenada contiene al menos un
vector segtn la reivindicacién 16 y en el que el medicamento disefiado para ser
administrado como parte de o constituyendo la primera dosis de vacunacién que
desencadena la respuesta inmune inicial contiene al menos el vector recombinante

NYVAC-C.

54. Uso segun la reivindicacion 50 en el que el medicamento disefiado para ser
administrado como parte de o constituyendo la segunda y/o dosis posteriores destinadas
a reforzar la respuesta inmune inicial previamente desencadenada contiene al menos un
vector segun cualquiera de las reivindicaciones 9 a 12 y/o al menos un vector segiin
cualquiera de las reivindicaciones 13 a 16 y en el que el medicamento disefiado para ser
administrado como parte de o constituyendo la primera dosis de vacunacién que
desencadena la respuesta inmune inicial contiene al menos un plismido recombinante

que contiene secuencias codificantes de antigenos del VIH-1.

55. Uso segun la reivindicacién 54 en el que el medicamento disefiado para ser
administrado como parte de o constituyendo la segunda y/o dosis posteriores destinadas
a reforzar la respuesta inmune inicial previamente desencadenada contiene al menos un
vector segin cualquiera de las reivindicaciones 9 a 12 y/o al menos un vector segiin
cualquiera de las reivindicaciones 13 a 16 y en el que el medicamento disefiado para ser
administrado como parte de o constituyendo la primera dosis de vacunacién que
desencadena la respuesta inmune inicial contiene al menos un plasmido recombinante
que contiene secuencias codificantes de antigenos del VIH-1 que estdn presentes

también en al menos uno de los vectores segiin cualquiera de las reivindicaciones 9 a 12
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o segun cualquiera de las reivindicaciones 13 a 16 que forman parte o constituyen la

segunda dosis y/o dosis posteriores de vacunacion.

56. Uso segun la reivindicacidn 55 en el que el medicamento disefiado para ser
administrado como parte de o constituyendo la segunda y/o dosis posteriores destinadas
a reforzar la respuesta inmune inicial previamente desencadenada contiene al menos un
vector segin la reivindicacion 12 y en el que el medicamento disefiado para ser
administrado como parte de o constituyendo la primera dosis de vacunaciébn que
desencadena la respuesta inmune inicial contiene al menos el pldsmido recombinante

DNA-B.

57. Uso segtin la reivindicacidon 55 en el que el medicamento disefiado para ser
administrado como parte de o constituyendo la segunda y/o dosis posteriores destinadas
a reforzar la respuesta inmune inicial previamente desencadenada contiene al menos un
vector segin la reivindicacién 16 y en el que el medicamento disefiado para ser
administrado como parte de o constituyendo la primera dosis de vacunacién que
desencadena la respuesta inmune inicial contiene al menos el pldsmido recombinante

DNA-C.

58. Un método de prevencion o tratamiento de una infeccién provocada por el
virus VIH-1 que comprende administrar al sujeto al menos un vector segin cualquiera
de las reivindicaciones 1 a 16 o una composicién segin cualquiera de las
reivindicaciones 17 a 36 para desencadenar y/o potenciar una respuesta inmune contra

el VIH.

59. Un método de prevencion o tratamiento de una infeccién provocada por el
virus VIH-1 segtin la reivindicacion 58, que comprende administrar al sujeto una tinica
dosis de vacunacion, comprendiendo 1a dosis al menos un vector segliin cualquiera de
las reivindicaciones 1 a 16 o una composicidén segiin cualquiera de las reivindicaciones

17 a 36, para desencadenar una respuesta inmune contra el VIH.
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60. Un método de prevencidén o tratamiento de una infeccidn provocada por el
virus VIH segin la reivindicacion 58, que comprende administrar al sujeto mas de una
dosis de vacunacion, comprendiendo al menos una de las dosis al menos un vector
segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 16 o una composicién seglin cualquiera de
las reivindicaciones 17 a 36, para desencadenar y/o potenciar una respuesta inmune

contra el VIH.

61. Un método de prevencion o tratamiento de una infeccién provocada por el
virus VIH-1 segtn la reivindicacidon 60, que comprende administrar al sujeto mdas de
una dosis de vacunacion, comprendiendo tanto la primera como la segunda dosis de
vacunacion al menos un vector segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 16 o una

composicion segin cualquiera de las reivindicaciones 17 a 36.

62. Un método de prevencion o tratamiento de una infeccion provocada por el
virus VIH segln la reivindicacion 61 que comprende administrar al sujeto mas de una
dosis de vacunacion, comprendiendo tanto la primera como la segunda dosis de

vacunacion al menos un vector segin cualquiera de las reivindicaciones 9 a 12.

63. Un método de prevencion o tratamiento de una infeccién provocada por el
virus VIH-1 segun la reivindicacidén 61, que comprende administrar al sujeto més de
una dosis de vacunacion, comprendiendo tanto la primera como la segunda dosis de

vacunacion al menos un vector segin cualquiera de las reivindicaciones 13 a 16.

64. Un método de prevencidn o tratamiento de una infeccion provocada por el
virus VIH-1 segiin la reivindicacién 60 que comprende adminmistrar al sujeto mas de una
dosis de vacunacién, comprendiendo la primera dosis de vacunacién al menos un vector
segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 16 o una composicién segiin cualquiera de
Ias reivindicaciones 17 a 36 y estando ausente de las sucesivas dosis de vacunacion

cualguier vector seglin cualquiera de las reivindicaciones 1 a 16.

65. Un método de prevencion o tratamiento de una infeccidén provocada por el

virus VIH segin la reivindicacién 64 que comprende administrar al sujeto més de una
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dosis de vacunacion, comprendiendo la primera dosis de vacunacion al menos un vector
segin cualquiera de las reivindicaciones 9 a 12 y estando ausente de las sucesivas dosis

de vacunacion cualquier vector segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 16.

66. Un método de prevencidn o tratamiento de una infeccién provocada por el
virus VIH segiin la reivindicacion 64 que comprende administrar a un sujeto mas de una
dosis de vacunacién, comprendiendo la primera dosis de vacunacion al menos un vector
segun cualquiera de las retvindicaciones 15 ¢ 16 y estando ausente de las sucesivas

dosis de vacunacion cualquier vector segin cualquicra de las reivindicaciones 1 a 16.

67. Un método de prevencion o tratamiento de una infeccion provocada por el
virus VIH-1 segun la reivindicacién 60 que comprende administrar a un sujeto mas de
una dosis de vacunacion, comprendiendo una dosis distinta de la primera al menos un
vector segin cualquiera de las reivindicaciones 1 a 16 y estando ausente de las sucesivas

dosis de vacunacidn cualquier vector seglin cualquiera de las reivindicaciones 1 a 16.

68. Un método de prevencion o tratamiento de una infeccioén provocada por el
virus VIH-1 segin la reivindicacién 67 que comprende administrar a un sujeto mds de
una dosis de vacunacion, comprendiendo una dosis distinta de la primera al menos un
vector segiin cualquiera de las reivindicaciones 9 a 12 y estando ausente de las sucesivas

dosis de vacunacion cualquier vector segin cualquiera de las reivindicaciones 1 a 16.

69. Un método de prevencién o tratamiento de una infeccién provocada por el
virus VIH segin la reivindicacién 68 que comprende administrar a un sujeto méas de una
dosis de vacunacion, comprendiendo una dosis distinta de la primera al menos un vector
segiin cualquiera de las reivindicaciones 9 a 12, estando ausente de las sucesivas dosis
de vacunacion cualquier vector segin cualquiera de las reivindicaciones 1 a 16 y
estando presente en la primera dosis de vacunacién un vector que expresa las mismas

proteinas que el vector segun cualquiera de las reivindicaciones 9 a 12.

70. Un método de prevencidn o tratamiento de una infeccién provocada por el

virus VIH-1 segtn la reivindicacion 69 que comprende administrar a un sujeto mas de
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una dosis de vacunacion, comprendiendo una dosis distinta de la primera al menos un
vector segun la reivindicacion 12, estando ausente de las sucesivas dosis de vacunacion
cualquier vector seghn cualquiera de las reivindicaciones 1 a 16 y estando presente en la

primera dosis de vacunacion el vector NYVAC-B.

71. Un método de prevencidén o tratamiento de una infeccién provocada por el
virus VIH-1 segun la reivindicacion 69 que comprende administrar a un sujeto mas de
una dosis de vacunacion, comprendiendo una dosis distinta de la primera al menos un
vector segun la reivindicacién 12, estando ausente de las sucesivas dosis de vacunacion
cualquier vector seglin cualquiera de las reivindicaciones 1 a 16 y estando presente en la

primera dosis de vacunacion el plasmido DNA-B.

72. Un método de prevencion o tratamiento de una infeccién provocada por el
virus VIH-1 segiin la reivindicacién 67 que comprende administrar a un sujeto mas de
una dosis de vacunacion, comprendiendo una dosis distinta de la primera al menos un
vector segin cualquiera de las reivindicaciones 13 a 16, estando ausente de las sucesivas

dosis de vacunacion cualquier vector segin cualquiera de las reivindicaciones 1 a 16.

73. Un método de prevencion o tratamiento de una infeccién provocada por el
virus VIH segin al reivindicacién 72, que comprende administrar a un sujeto més de
una dosis de vacunacién, comprendiendo una dosis distinta de la primera al menos un
vector segiin cualquiera de las reivindicaciones 13 a 16, estando ausente de las sucesivas
dosis de vacunacion cualquier vector segin cualquiera de las reivindicaciones 1 a 16 y
estando presente en la primera dosis de vacunacion un vector que expresa las mismas
proteinas que el vector segiin cualquiera de las reivindicaciones 13 a 16 presente en al

menos una dosis de vacunacion distinta de la primera.

74. Un método de prevencioén o tratamiento de una infeccion provocada por el
virus VIH segln al reivindicacion 73, que comprende administrar a un sujeto mas de
una dosis de vacunacién, comprendiendo una dosis distinta de la primera un vector

segin la reivindicacion 16, estando ausente de las sucesivas dosis de vacunacién
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cualquier vector segiin cualquiera de las reivindicaciones 1 a 16 y estando presente en la

primera dosis de vacunacion el vector NYVAC-C.

75. Un método de prevencion o tratamiento de una infeccién provocada por el
virus VIH segun al reivindicaciéon 73, que comprende administrar a un sujeto mas de
una dosis de vacunacion, comprendiendo una dosis distinta de la primera un vector
seglin la reivindicacion 16, estando ausente de las sucesivas dosis de vacunacion
cualquier vector segin cualquiera de las reivindicaciones 1 a 16 y estando presente en la

primera dosis de vacunacion el plasmido DNA-C.

76. Un vector recombinante derivado del virus MVA capaz de expresar
simultdneamente una forma de la proteina Env del VIH-1 que carece de la parte
correspondiente a la proteina gp41 en su totalidad y una proteina de fusidn que contiene
secuencias de las proteinas Gag, Pol y Nef del virus de la inmunodeficiencia de simio,
SIV, estando la secuencia de nucledtidos correspondiente a la proteina Env y la
secuencia de nucledtidos correspondiente a la proteina de fusion Gag-Pol-Nef bajo el
control de promotores idénticos e insertadas ambas secuencias en el mismo lugar de

insercién del vector.

77. Un vector recombinante derivado del virus MV A segiin la reivindicacion 76,
en el que la secuencia de nucledtidos correspondiente a la proteina Env y la secuencia
de nucledtidos correspondiente a la proteina de fusion Gag-Pol-Nef se encuentran

insertadas en el locus de la timidina quinasa de forma que se inactiva dicho gen.

78. Un vector recombinante segtin cualquiera de las reivindicaciones 76 y 77, en
el que tanto la secuencia de nucledtidos correspondiente a la proteina Env como las
secuencias utilizadas para generar la secuencia de nucledtidos correspondiente a la
proteina de fusion Gag-Pol-Nef se generan a partir de las secuencias de proteinas Env,

Gag, Pol y Nef de virus quiméricos de la inmunodeficiencia de simio y humano, SHIV.

79. Un vector recombinante derivado del virus MV A segun la reivindicacion 78,

en ¢l que la secuencia de nucledtidos correspondiente a la proteina Env se ha generado
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realizando en ella modificaciones en la secuencia correspondiente destinada a eliminar
la expresion de la proteina gp41 de manera que se ha eliminado toda la secuencia del
gen env que en la secuencia natural de dicho gen aparece tras el ltimo triplete

correspondiente a la proteina gp120.

80. Un vector recombinante derivado del virus MVA segin cualquiera de las
reivindicaciones 78 y 79, en el que la secuencia de nucledtidos que codifica la proteina

de fusion Gag-Pol-Nef no se proteoliza por accién de la proteasa retroviral.

81. Un vector recombinante derivado del virus MVA segtin cualquiera de las
reivindicaciones 76 a 80, en el que los promotores bajo cuyo control estan la secuencia
correspondiente a la proteina Env y la secuencia correspondiente a la proteina de fusion
Gag-Pol-Nef son promotores idénticos que permiten la expresién de la proteina de
fusion Gag-Pol-Nef y de la proteina Env carente de la parte correspondiente a la
proteina gp4! en su totalidad tanto en etapas tempranas como tardias del ciclo infectivo

del virus MVA.

82. Un vector recombinante derivado del virus MV A segilin la reivindicacion 81,
en el que los promotores bajo cuyo control estin la secuencia correspondiente a la
proteina Env y la secuencia correspondiente a la proteina de fusion Gag-Pol-Nef son

promotores sintéticos pE/L.

83. Un vector recombinante segun las reivindicaciones 76 a 82, en el que la
secuencia de nucledtidos correspondiente a la proteina Env y la secuencia de
nucle6tidos correspondiente a la proteina de fusion Gag-Pol-Nef se encuentran
insertadas en el Jocus de la timidina quinasa de forma que se inactiva dicho gen, la
secuencia de nucledtidos correspondiente a la proteina Env se ha generado eliminando
toda la secuencia del gen env que en la secuencia natural de dicho gen aparece tras el
altimo triplete correspondiente a la proteina gpl20, la secuencia de nucledtidos que
codifica la proteina de fusion Gag-Pol-Nef da lugar a una poliproteina que no se

proteoliza por accidn de la proteasa retroviral y los promotores bajo cuyo control estéan
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la secuencia correspondientc a la proteina Env y la secuencia correspondiente a la

proteina de fusion Gag-Pol-Nef son promotores sintéticos pE/L.

84. Un vector recombinante segin la reivindicaciéon 83, en el que tanto la
secuencia de nucledtidos correspondiente a la proteina Env como las secuencias
utilizadas para generar la secuencia de nucledtidos correspondiente a la proteina de

fusion Gag-Pol-Nef proceden del virus quimérico SHIVE9.6P.

85. Un vector recombinante segtin la reivindicacion 84, en el que la secuencia de

nucledtidos correspondiente a la proteina Env esta representada por SEQ ID NO:22.

86. Un vector recombinante segin la reivindicacion 84, en el que la secuencia de

nucledtidos correspondiente a la proteina de fusién Gag-Pol-Nef estd representada por

SEQ ID NO:23

87. Un vector recombinante seglin las reivindicaciones 85 y 86 que comprende

un inserto cuya secuencia estéd representada por SEQ ID NO:24

88. Una composicidon que comprende al menos un vector recombinante segiin

una cualquiera de las reivindicaciones 76 a 87.

89. Una composicion seglin la reivindicacion 88 que comprende adicionalmente

al menos un vehiculo farmacéuticamente aceptable.

90. Uso de un vector recombinante derivado del virus MVA segin una
cualquiera de las reivindicaciones 76 a 87 o de una composicién segin una cualquiera
de las reivindicaciones 88 u 89 para evaluar la eficacia como vacuna de un vector
derivado del virus MVA seglin una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 16 que
presenta la misma estructura de organizacidon génica, sitio de insercidon y promotores

que el vector seglin una cualquiera de las reivindicaciones 76 a 87.
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91. Uso segtin la reivindicacion 90, en el que la eficacia como vacuna del vector
derivado de MVA segin una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 16 se evalta tras
administrar a macacos un vector recombinante derivado del virus MVA segin una
cualquiera de las reivindicaciones 76 a 87 o una composicion que lo comprende, en el
que dicho vector derivado de MV A segtn una cualquiera de las reivindicaciones 76 a 87
presenta la misma estructura de organizacidn génica, sitio de insercion y promotores

que el vector seglin una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 16.

92. Uso segun la reivindicacién 91, en el que la eficacia como vacuna de un
vector derivado de MV A segiin una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 16 se evalfa a
partir de la capacidad para'contrdlar el desarrollo de sindrome de inmunodeficiencia de
simio que muestra la respuesta inmune generada en los macacos a los que se les ha
administrado el vector recombinante derivado del virus MVA segiin una cualquiera de
las reivindicaciones 76 a 87 o una composicion que lo comprende, en el que dicho
vector derivado de MVA seglin una cualquiera de las reivindicaciones 76 a 87 presenta
la misma estructura de organizacion génica, sitio de inserciéon y promotores que el

vector seglin una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 16.

93. Uso segln la reivindicacion 92, en el que la capacidad para controlar el
desarrollo de sindrome de inmunodeficiencia de simio de la respuesta inmune generada
en los macacos a los que se les ha administrado el vector recombinante derivado del
virus MVA seglin una cualquiera de las reivindicaciones 76 a 87 o la composicion que
lo comprende se evala tras inocular a los macacos una forma patégena de un virus
quimérico de la inmunodeficiencia de simio y humana, SHIV, con posterioridad a la
administracion del vector recombinante derivado del virus MV A segun una cualquiera

de las reivindicaciones 76 a 87 o de la composicién que lo comprende.

94, Uso segin la reivindicacion 93, en el que la capacidad para controlar el
desarrollo de sindrome de inmunodeficiencia de simio de la respuesta inmune generada
en los macacos a los que se les ha administrado o el vector recombinante derivado del
virus MVA o la composicién que lo comprende se evalla mediante la valoracion del

nimero de copias de ARN del virus SHIV inoculado presentes en ¢l plasma de los
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macacos transcurridos al menos 10 dias desde el momento de la inoculacion del virus

SHIV.

95. Uso segtin la reivindicacion 94, en el que la forma patdégena de virus

quimérico de la inmunodeficiencia de simio y humana inoculada es el SHIV89.6P.

96. Uso segtin la reivindicacion 95, en el que el SHIV89.6P se inocula por via

intravenosa.

97. Uso segtn la reivindicacion 96, en el que el vector recombinante derivado
del virus MVA que se ha administrado a los macacos previamente a la inoculacidn del

SHIV&9.6P es un vector de la reivindicacion 87.

98. Uso segln la reivindicacion 97, en el que el vector segiin una cualquiera de
las reivindicaciones 1 a 16 que presenta la misma estructura de organizacién génica,
sitio de insercién y promotores que el vector de la reivindicacién 87 es el vector MV A-

B y/o el vector MVA-C.

99. Uso segln la reivindicacion 98, en el que el vector de la reivindicacion 87 se
administra a los macacos en una o mas dosis de vacunacidén de potenciacién de la

respuesta inmune.

100. Uso segin la reivindicacion 99, en el que el vector de la reivindicacion 87

se administra a los macacos en la tercera dosis de vacunacion.

101. Uso segtn la reivindicacion 100, en el que el vector de la reivindicacion 87

se administra a los macacos adicionalmente en una cuarta dosis de vacunacion.

102. Uso segin cualquiera de las reivindicaciones 100 ¢ 101, en el que el vector
de la retvindicacidn 87 estd ausente de la primera y/o de la segunda dosis de vacunacion

administradas a los macacos.
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103. Uso segiin la reivindicacion 102, en el que el vector de la reivindicacion 87
esta ausente de la primera y de la segunda dosis de vacunacidon administradas a los

macacos.

104. Uso seglin la reivindicacién 103, en el que la primera y la segunda dosis de
vacunacion comprenden un vector de ADN desnudo a partir del cual pueden expresarse

en los macacos antigenos del SHIVE9.6P

105. Uso segtin la reivindicacion 99, en el que el vector de la reivindicacién 87

se administra por via intramuscular.

106. Un vector recombinante derivado del virus NYVAC que presenta la misma
estructura de organizacién génica, sitio de insercion y promotores que un vector de una

cualquiera de las reivindicaciones 76 a 87.

107. Un vector recombinante derivado del virus NYVAC segin la
retvindicacion 106 que comprende un inserto cuya secuencia estd representada por SEQ

ID NO:24

108. Uso de un vector recombinante derivado del virus NYVAC segin una
cualquiera de las reivindicaciones 106 6 107 que presenta la misma estructura de
organizacion génica, sitio de insercién y promotores que €] vector derivado de MVA
seguin una cualquiera de las reivindicaciones 76 a 87 como control en un procedimiento
en el que se evalia la eficacia como vacuna de un vector derivado del virus MVA segun
una cualguiera de las reivindicaciones 1 a 16 mediante el uso del vector segin una
cualquiera de las reivindicaciones 76 a 87 que presenta la misma estructura de
organizacién génica, sitio de insercidén y promotores que el vector derivado de MVA

segun una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 16.

109. Uso segun la reivindicacion 108 en el que el vector recombinante derivado
del virus NYVAC es el vector de la reivindicacion 107 y el vector recombinante

derivado de MVA que se utiliza en el procedimiento en el que se evaliia la eficacia
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como vacuna de otro vector recombinante derivado del virus MVA segin una

cualguiera de las reivindicaciones 1 a 16 es un vector recombinante de la reivindicacién

12.

110. Uso segtin la reivindicacién 109, en el que se evalla la eficacia como

vacuna del vector MVA-B y/o del vector MVA-C.

111. Un método de prevencion o tratamiento de una infeccidn provocada por el
virus VIH-1 segiin la reivindicacién 60, en el que el vector segin una cualquiera de las
reivindicaciones 1 a 16 se administra como parte de un protocolo de vacunacion en una

o mas dosis de potenciacion de la respuesta inmune.

112. Un método de prevencion o tratamiento de una infeccién provocada por el
virus VIH-1 segun la reivindicacién 111, en el que el vector seglin una cualquiera de las

reivindicaciones 1 a 16 esta comprendido en la tercera dosis de vacunacion.

113. Un método de prevencion o tratamiento de una infeccidon provocada por el
virus VIH-1 segin la reivindicacion 111, en el que el vector seglin una cualquiera de las

reivindicaciones 1 a 16 estd comprendido en la cuarta dosis de vacunacién

114. Un método de prevencion o tratamiento de una infeccion provocada por el
virus VIH-1 segtn la reivindicacién 111, en el que el vector seglin una cualquiera de las
reivindicaciones 1 a 16 esta comprendido en la tercera y en la cuarta dosis de

vacunacion.

115. Un método de prevencién o tratamiento de una infeccion provocada por el
virus VIH-1 segin la reivindicacion 114, en el que la primera y la segunda dosis de
vacunacién comprenden un vector de ADN desnudo que expresa antigenos del VIH-1

en células humanas.
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116. Un método de prevencion o fratamiento de una infeccion provocada por el
virus VIH-1 segin la reivindicacién 115, en el que el vector derivado de MVA

comprendido en las dosis de vacunacién es MVA-B.

117. Un método de prevencion o tratamiento de una infeccidon provocada por el
virus VIH-1 segun la reivindicacion 115, en el que el vector derivado de MVA

comprendido en las dosis de vacunacién es MVA-C.

118. Un plasmido 4til como intermedio en la obtencién de un vector segin una
cualquiera de las reivindicaciones 76 a 87 y/o en su caracterizacion que posee un inserto
con las mismas secuencias codificantes que el vector recombinante derivado de MVA
en cuya obtencion se pueda utilizar, secuencias que se encuentran bajo el control de
promotores tdénticos situados en la misma disposicidn relativa uno con respecto al otro
que deba presentar el correspondiente inserto en el genoma del vector recombinante
derivado de MVA, y en el que el inserto esté flanqueado, en uno de sus extremos, por
una secuencia correspondiente a uno de los extremos del locus que suponga el lugar de
insercion en el genoma del vector recombinante y, en el otro extremo, por una secuencia
mas corta correspondiente al extremo contrario de dicho locus, presentando el plasmido
adicionalmente un gen marcador situado entre la secuencia corta flanqueante del inserto
v una secuencia mas larga correspondiente al mismo extremo del locus del vector
recombinante derivado de MVA en el que deba insertarse el inserto, todo ello en una

disposicion analoga a la del tltimo plasmido representado en la Fig. 41b.

119. Plasmido segun la reivindicacién 118, en el que las secuencias flanqueantes
corresponden al locus de timidina quinasa, las secuencias codificantes presentes en el
inserto corresponden a las de las proteinas §9.6P-gp120 y SIVgpn, los promotores
idénticos bajo cuyo control se encuentran dichas secuencias codificantes son promotores

sintéticos pE/L y el gen marcador es LAC-Z.

120. Plasmido segin la reivindicacion 119, que es el plasmido pLZAW1-89.6P-
SIVgpn-18.
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18.11.2003, SEQ ID
N°67, 69,
71,73
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A WO 0188141 A1 (GENEART GMBH) 22.11.2001, SEQ ID 11,12
N° 4
A WO 2006020071 (US GOV.) 23.02.2006, SEQ ID N°1 11,12
A WO 2005034992 (US GOV.) 21.04.2005, SEQ ID N°24 11,12
A WO 0136614 (GENEART GMBH) 25.05.2001, SEQ ID 14, 16
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WO 0232943 (US GOV.) 25.04.2002, SEQ ID N°:84- 85-87
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Box No. II Observations where certain claims were found unsearchable (Continuation of item 2 of first sheet)

This international search report has not been established in respect of certain claims under Article 17(2)(a) for the following reasons:

1. Claims Nos.: 58-75 and 111-117

because they relate to subject matter not required to be searched by this Authority, namely:

The present Authority considers that the subject matter of claims 58 to 75 and 111 to 117 is covered by the provisions of PCT Rule
67.1(iv), relating to methods of treatment of the human or animal body by surgery or therapy, as well as diagnostic means. For this
reason, no opinion will be given on the novelty, inventive step and industrial applicability of the subject matter of these claims
(PCT Article 34(4)(a)(i)).

2. D Claims Nos.:

because they relate to parts of the international application that do not comply with the prescribed requirements to such an
extent that no meaningful international search can be carried out, specifically:

3. D Claims Nos.:

because they are dependent claims and are not drafted in accordance with the second and third sentences of Rule 6.4(a).

Box No. III  Observations where unity of invention is lacking (Continuation of item 3 of first sheet)

This International Searching Authority found multiple inventions in this international application, as follows:

1. D As all required additional search fees were timely paid by the applicant, this international search report covers all searchable
claims.

O

As all searchable claims could be searched without effort justifying additional fees, this Authority did not invite payment of
additional fees.

3. D As only some of the required additional search fees were timely paid by the applicant, this international search report covers
only those claims for which fees were paid, specifically claims Nos.:

4. D No required additional search fees were timely paid by the applicant. Consequently, this international search report is
restricted to the invention first mentioned in the claims; it is covered by claims Nos.:

Remark on Protest D The additional search fees were accompanied by the applicant’s protest and, where applicable, the
payment of a protest fee.

D The additional search fees were accompanied by the applicant’s protest but the applicable protest
fee was not paid within the time limit specified in the invitation.

D No protest accompanied the payment of additional search fees.
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INFORME DE BUSQUEDA INTERNACIONAL

Solicitud internacional n°®

PCT/ ES 2006/070114

A. CLASIFICACION DEL OBJETO DE LA SOLICITUD

Ver hoja adicional
De acuerdo con la Clasificacién Internacional de Patentes (CIP) o segiin la clasificacién nacional y CIP.

B. SECTORES COMPRENDIDOS POR LA BUSQUEDA

Documentacién minima buscada (sistema de clasificacion seguido de los simbolos de clasificacién)

CI2N, A61K

Otra documentacién consultada, ademds de la documentacién minima, en la medida en que tales documentos formen parte de los sectores
comprendidos por la bisqueda

Bases de datos electrénicas consultadas durante la bisqueda internacional (nombre de la base de datos y, si es posible, términos de
biisqueda utilizados)

CIBEPAT,WPLEPODOC, BIOSIS, MEDLINE, XPESP, NPL

C. DOCUMENTOS CONSIDERADOS RELEVANTES

Categoria™ Documentos citados, con indicacién, si procede, de las partes relevantes Relevante para las
reivindicaciones n®

Y WO 02072754 A1 (US GOV.(DEP. OF HEALTH AND HUMAN 1,3-7,17-
SERVICES)) 01.03.2002, pagina 15-19; pagina 23; 18, 37-38,
pagina 24, lineas 6-22; pagina 27, lineas 19-21; 40-57, 76,
pégina 28, lineas 1-10; 78-82, 88-
pégina 33, 13-19; reivindicaciones 1, 4, 5, 12, 108, 118
14,17, 22, 26
A todo el documento. 2,8,9-
16, 19-36,
39,77, 83-
87, 109-
110, 119-
120

En la continuacién del Recuadro C se relacionan otros documentos Los documentos de familias de patentes se indican en el

Anexo
* Categorias especiales de documentos citados: “T” documento ulterior publicado con posterioridad a la fecha de

“A”  documento que define el estado general de la técnica no considerado presentacion internacional o de prioridad que no pertenece al
como particularmente relevante. estado de la técnica pertinente pero que se cita por permitir la

“E”  solicitud de patente o patente anterior pero publicada en la fecha de .comprénsién del principio o teorfa que constituye la base de la
presentacion internacional o en fecha posterior. nvencion.

“L*  documento que puede plantear dudas sobre una reivindicacién de X~ documento particularmente relevante; la invencion reivindicada no
prioridad o que se cita para determinar la fecha de publicacién de otra puede considerarse nueva o que implique una actividad inventiva
cita o por una razén especial (como la indicada). por referencia al documento aisladamente considerado.

“0”  documento que se refiere a una divulgacién oral, a una utilizacién, a Y documento particularmente relevante; la invencién reivindicada no
una exposicién o a cualquier otro medio. puede considerarse que implique una actividad inventiva cuando el

“P”  documento publicado antes de la fecha de presentacién internacional documento se asocia a otro u otros documentos de la misma
pero con posterioridad a Iz fecha de prioridad reivindicada. naturale.za, cuya combinacién resulta evidente para un experto en

la materia.
“&”  documento que forma parte de la misma familia de patentes.

Fecha en que se ha concluido efectivamente la bisqueda internacional. Fecha de expedicién del informe de biisqueda internacional

15.Diciembre.2006 (15.12.2006) 15 diciembre 2006  (15-12-2006)

Nombre y direccién postal de la Administracién encargada de la Funcionario autorizado

biisqueda internacional O.EP.M. L. Serifia Ramirez

Paseo de la Castellana, 75 28071 Madrid, Espaiia.

N°de fax 34 91 3495304 Ne° de teléfono +34 91 349 55 94
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C (continuacién).

DOCUMENTOS CONSIDERADOS RELEVANTES

Categoria™ Documentos citados, con indicacién, si procede, de las partes relevantes Relevante para las
reivindicaciones n°®
Y US 2005058657 A (ERTL, P.F. et al) 17.03.2005, 1,3-7,17-
pagina 1, parrafos [8-9]; pagina 2, parrafo 18, 37-38,
[17]; pagina 5, parrafos [69-70]; pagina 7, 40-57, 76,
parrafo [95]; ejemplo 14, reivindicacién 1, 78-82, 88-
reivindicaciones 8-9; 108, 118
A todo el documento 2,8,9-
16, 19-36,
39,77, 83-
87, 109-
110, 119-
120
Y US 20030220276 A (NARAYAN OPENDRA) 27.11.2003, 1,3-7,17-
figura 1, pagina 1, parrafo [15]; pagina 3, 18, 37-38,
parratos [26-37]; pagina 11, parrafo [80]; 40-57, 76,
reivindicacion 42, reivindicacion 46, 78-82, 88-
108, 118
A todo el documento.
2,8,9-
16, 19-36,
39,77, 83-
87, 109-
110, 119-
A 120
US 6649409 A (STATENS SERUM INSTITUT)
18.11.2003, SEQ ID
N°67, 69,
71,73
10, 12
A WO 0188141 A1 (GENEART GMBH) 22.11.2001, SEQ ID 11,12
N° 4
A WO 2006020071 (US GOV.) 23.02.2006, SEQ ID N°1 11,12
A WO 2005034992 (US GOV.) 21.04.2005, SEQ ID N°24 11,12
A WO 0136614 (GENEART GMBH) 25.05.2001, SEQ ID 14,16
N©3,2
WO 0232943 (US GOV.) 25.04.2002, SEQ ID N°:84- 85-87

87,158
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Recuadro IT Observaciones cuando se estime que algunas reivindicaciones no pueden ser objeto de biisqueda (continuacién
del punto 2 de la primera hoja)

Este informe de buisqueda internacional no se ha realizado en relacién a ciertas reivindicaciones por los siguientes motivos:

L. Las reivindicaciones n°: 58-75y 111-117
se refieren a un objeto con respecto al cual esta Administracién no estd obligada a proceder a la biisqueda, a saber:

Las reivindicaciones 58-75y 111-117 se refieren a una materia que esta Administracidén considera que esté
afectada por las disposiciones de la Regla 67.1 (iv) PCT, sobre métodos de tratamiento quirdrgico o
terapéutico del cuerpo humano o animal, asi{ como medios de diagnéstico.Consecuentemente, no se formulard
ninguna opinién con respecto a la novedad, actividad inventiva y aplicacion industrial de la materia de esas
reivindicaciones (Articulo 34(4)(a)(i) PCT)

2. L] Las reivindicaciones n*:

se refieren a elementos de la solicitud internacional que no cumplen con los requisitos establecidos, de tal modo que no pueda
efectuarse una biisqueda provechosa, concretamente:

3. [ Las reivindicaciones n*:
son reivindicaciones dependientes y no estdn redactadas de conformidad con los parrafos segundo y tercero de la regla 6.4(a).

RecuadroIIl  Observaciones cuando falta unidad de invencién (continuacién del punto 3 de la primera hoja)

La Administracién encargada de la Biisqueda Internacional ha detectado varias invenciones en la presente solicitud internacional, a saber:

1. |:| Dado que todas las tasas adicionales requeridas han sido satisfechas por el solicitante dentro del plazo, el presente informe de
biisqueda de tipo internacional comprende todas las reivindicaciones que pueden ser objeto de busqueda.

2. |:| Dado que todas las reivindicaciones que pueden ser objeto de buisqueda podrian serlo sin realizar un esfuerzo que justifique tasas
adicionales, esta Administracién no requirié el pago de tasas adicionales.

3. |:| Dado que tan sélo una parte de las tasas adicionales requeridas ha sido satisfecha dentro del plazo por el solicitante, el presente
informe de busqueda de tipo internacional comprende solamente aquellas reivindicaciones respecto de las cuales han sido
satisfechas las tasas, concretamente las reivindicaciones n°%:

4. |:| Ninguna de las tasas adicionales requeridas ha sido satisfecha por el solicitante dentro de plazo. En consecuencia, el presente
informe de btisqueda de tipo internacional se limita a la invencién mencionada en primer término en las reivindicaciones,
cubierta por las reivindicaciones n®*:

Indicacidén en cuanto a la protesta |:| Se acompaiié a las tasas adicionales la protesta del solicitante y, en su caso,
el pago de una tasa de protesta.

Se acompaiié a las tasas adicionales la protesta del solicitante, pero la tasa de protesta
aplicable no se pagd en el plazo establecidopara ello.

|:| El pago de las tasas adicionales no ha sido acompafiado de ninguna protesta.
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JP 2005507377 T 17.03.2005
17.03.2005
17.03.2005
US 2003220276 A 27.11.2003 WO 9850070 A 12.11.1998
AU 7276198 A 27.11.1998
US 5849994 A 15.12.1998
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EP 1165798 A 02.01.2002
7ZA 200108772 A 24.01.2003
AU 778809 B 23.12.2004
WO 0188141 A 22.11.2001 EP 1156112 A 21.11.2001
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BR 0110706 A 28.01.2003
EP 1282712 A 12.02.2003
CN 1429270 A 09.07.2003
US 2004152069 A 05.08.2004
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AT 333503 T 15.08.2006
DE 60121572 D 31.08.2006
HK 1042319 A 20.10.2006
DE 60026199 T 23.11.2006
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WO 0232943 A 25.04.2002 CA 2419822 A 25.04.2002
AU 8499901 A 29.04.2002
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US 2004033487 A 19.02.2004
JP 2004533208 T 04.11.2004
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