ES 2 282 041 B1

OFICINA ESPANOLA DE
PATENTES Y MARCAS

ESPANA

@ Numero de publicacién: 2 282 041
@D Numero de solicitud: 200600762

@ Int. Cl.:
C12N 15/49 (2006.01)
C12N 15/863 (2006.01)
A61K 39/21 (2006.01)

® ADICION A LA PATENTE DE INVENCION B1

@ Fecha de presentacion: 24.03.2006

Fecha de publicacién de la solicitud: 01.10.2007
Fecha de la concesion: 23.02.2009

Fecha de anuncio de la concesion: 16.03.2009

Fecha de publicacion del folleto de la patente:

16.03.2009

Numero de solicitud de la patente principal:
P 200501841

@ Titular/es:
Consejo Superior de Investigaciones Cientificas
Serrano, 113
28006 Madrid, ES

@ Inventor/es: Gomez Rodriguez, Carmen Elena;
Najera Garcia, José Luis;
Jiménez Tentor, Victoria;
Esteban Rodriguez, Mariano;
Heeney, Jonathan L. y
Mooij, Petra

Agente: Elzaburu Marquez, Alberto

Titulo: Mejoras introducidas en el objeto de la patente principal n® P 200501841 para: “Vectores Recombi-
nantes basados en el Virus Modificado de Ankara (MVA) como Vacunas Preventivas y Terapéuticas

contra el SIDA”.

@ Resumen:

Mejoras introducidas en el objeto de la patente principal n®
P 200501841 para: “Vectores Recombinantes basados en
el Virus Modificado de Ankara (MVA) como Vacunas Pre-
ventivas y Terapéuticas contra el SIDA”. Consisten en la
obtencion de vectores recombinantes derivados de MVA
que presentan la misma estructura de organizacion géni-
ca, sitio de insercion y promotores que los vectores dise-
flados para uso en humanos descritos en la patente prin-
cipal, pero cuyas secuencias codificantes retrovirales son
del mismo origen que las contenidas en un virus SHIV ca-
paz de infectar a simios y de dar lugar en ellos a sintomas
similares a los del SIDA. Permiten realizar una estimacién
del potencial como vacunas de los vectores de la patente
principal inmunizando con ellos simios y evaluando la ca-
pacidad para controlar la infeccién que la respuesta inmu-
ne generada es capaz de conferir tras desafiar la misma
mediante la inoculacion del correspondiente virus SHIV
patégeno.

Aviso: Se puede realizar consulta prevista por el art. 37.3.8 LP.

Venta de fasciculos: Oficina Espafiola de Patentes y Marcas. P° de la Castellana, 75 — 28071 Madrid



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2 282 041 B1

DESCRIPCION

Mejoras introducidas en el objeto de la patente principal n° P 200501841 para: “Vectores Recombinantes basados
en el Virus Modificado de Ankara (MVA) como Vacunas Preventivas y Terapéuticas contra el SIDA”.

Ambito de la invencién

El objeto de la presente patente de adicidn es la mejora de la patente principal mediante la construccion de 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), vélidos para ser utilizados para la inmunizacién de simios y
poder comprobar el grado de proteccién 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 préximos 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 los vectores derivados de MVA de la presente patente de adicion, lo que es un indicativo de la potencialidad de los
vectores homoélogos, derivados de MVA, de la patente principal, como vacunas eficaces para proteger a seres humanos
contra el virus de la inmunodeficiencia humana.

Estado de la técnica

Los datos de la OMS indican que en el afio 2004 la enfermedad del SIDA ha causado més de 23 millones de
fallecimientos, con mds 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 econdmicas de esta enfermedad son evidentes, pues
mds 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 asidtico, sobre todo entre jévenes adultos, con un incremento progresivo entre las
mujeres. De entre los paises desarrollados, Espafia continda siendo el pais con mayor nimero de personas infectadas
de la Unién Europea, con unos 150.000 casos. Si bien es cierto que una mejora en los servicios sanitarios en muchas
regiones contribuiria a disminuir la velocidad de transmisién 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.

El desarrollo del SIDA representa los tltimos estadios de la infeccion 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 virién contiene dos copias de ARN de banda sencilla y de polaridad positiva. En los primeros estadios de la
infeccién, el ARN gendémico, 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 nicleo, 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 traduccién de dichos
genes son los siguientes:

- El producto de la traduccién del gen Gag es la poliproteina precursora gag-pS5 que se procesa dando lugar
a la proteina matriz p17, la proteina de la cdpsida p24 y las proteinas de la nucleocapsida p6 y p7.

- El procesamiento del precursor Pol da lugar a las tres enzimas viricas: la proteasa (p11), la retrotranscriptasa
(p6S/S1) (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 integracion del provirus, actuando como
endonucleasa.

- El 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 gp120 y gp41, 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 mas expuesta en la superficie
del virus. Por su parte, la glicoproteina gp41 o transmembrana actiia como anclaje a 1a membrana lipidica,
localizdndose en su extremo amino terminal una zona hidréfoba altamente conservada requerida para la
fusién de la membrana virica y la membrana plasmadtica 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 degradacion de moléculas de CD4 en los
lisosomas. El gen Vif codifica una proteina necesaria para la propagacion del virus en linfocitos de sangre
periférica, macréfagos primarios y algunas lineas celulares establecidas. El gen Vpr codifica una proteina
de 15 kDa que se asocia con la proteina de la nucleocapsida p6. La proteina Vpu es una fosfoproteina que
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facilita la disociacién dentro de la célula infectada de la gp160 y CD4 por degradacién de la molécula CD4
en el reticulo endopldsmico.

En los extremos 5’ y 3’ del DNA viral se encuentran la secuencias LTR (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 patégena

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 mds se ha diversificado. Existen tres
subtipos del VIH-1, denominados M, N y O, aunque mas del 95% de todos los aislados del VIH a nivel global en la
poblacién pertenecen al subtipo M. En funcidn de las diferencias en la secuencia de nucleétidos, 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, Hy J. Los clades B
y C representan aproximadamente el 80% de las infecciones a nivel mundial, siendo el clade B el mds representativo
en Europa y América del Norte, mientras que el clade C es prevalente en Africa y Asia. Son abundantes las zonas en
las que las dos clases estdn 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, serian mucho mads eficaces en dichas
zonas.

Una posibilidad para el disefio de tales vacunas consiste en la generaciéon de moléculas de ADN recombinante que
contengan secuencias capaces de expresar proteinas del VIH, o fragmentos o formas de fusion de las mismas de forma
que, al ser administradas a un individuo, se sintetizan dichas proteinas, fragmentos o formas de fusién 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 replicacién
del virus en las células diana y/o en los que 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 estdn 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 eliminacién de 18 genes del virus Vaccinia (estirpe 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 més de 570 pases seriados
en cultivos primarios de fibroblastos de embrién de pollo (CEF), lograndose una perdida del 15% del genoma viral
parental (1, 2) que supone deleciones en genes de los que algunos de ellos estidn intactos en el genoma del virus
NYVAC vy otros han sido delecionados en ambos vectores, 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 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 rifién de Hadmster (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 formacién 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
MVA 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 heterélogos:

- Alta seguridad, demostrada cuando se usé en mas de 120000 individuos durante la campana de erradicacién
de la viruela en Alemania.

- Avirulento en una amplia variedad de animales en condiciones inmunosupresoras.
- Poca o nula reaccién sistémica o local tras su inoculacién 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 proteccion, 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 hu-
manos, para llevar a cabo ensayos clinicos de la posible eficacia como vacunas de vectores derivados del MVA, es
necesario obtener informacién previa sobre su comportamiento inmunogénico y su capacidad de conferir proteccién
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 como modelo
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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 (SIV), por lo que no son modelos validos para evaluar la capacidad protectora
de la vacunacién. Si es posible, sin embargo, obtener de los ratones informacién previa sobre el comportamiento in-
munoldgico 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. Ademds, el modelo de ratén transgénico que expresa el antigeno
de histocompatibilidad humano MHC de clase I (HLA-A2) permite demostrar si la vacunacién confiere presentacién
antigénica similar a la humana por parte del HLA-A2, que es prevalente en la poblacidn, 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 vacunacidn, sin embargo, requieren el uso de otros modelos distintos del modelo
de ratén.

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 encon-
trado 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 mas util. 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 unién 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
el 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 transmisidn, la respuesta del hospedador a la infeccién
y los sintomas clinicos de la enfermedad, con la salvedad de las infecciones asintomaticas. Estas caracteristicas han
propiciado que los modelos basados en el virus SIV sean atractivos para la evaluacién de la eficacia de candidatos a
vacunas y el disefio de nuevas vacunas para ensayos en humanos.

La infeccién 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 progresion de la enfermedad. El periodo de
incubacién viral es menor que en la infeccién por VIH. La variabilidad en la progresién de la enfermedad depende de
la heterogeneidad genética de los macacos usados en los estudios, asi como del virus empleado en el desafio y la ruta
de exposicion (intravenosa, mucosa o perinatal). Ante la infeccion 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.

El SIV 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, ademads, 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 el VIH y el SIV, al que
se denomind 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 infeccién en macacos titil para estudios de proteccién contra
la infeccidn, si bien este modelo atin no permitia concluir si los candidatos a vacunas eran capaces de proteger contra
la enfermedad. Unos afos mds 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 animales, provocan deplecion en los linfocitos CD4+ y la muerte de los macacos en
menos de un ano tras la inoculaciéon. 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 STVmac239, mientras que los genes auxiliares tat,
rev y vpu y el gen de las proteinas de la envuelta env proceden de un aislado citopético del HIV-1, el HIV89.6 (26,27).
Gracias al virus SHIV89.6P y otros similares se cuenta con un modelo para evaluar la proteccién 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 o0 mds dosis de vacunacion separadas en el tiempo, suministrindose 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 vacunacién en los que se suministra
una primera dosis de desencadenamiento de la respuesta inmune con un vector que da lugar a la expresion de un
antigeno y una o mas dosis de potenciacién o refuerzo de la respuesta inmune generada que contienen un vector
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diferente, pero que da lugar generalmente a la expresién 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 sélo a la utilizacién de componentes del mismo; por otra parte, el uso de vectores
de expresion capaces de introducirse en las células en lugar de recurrir a la administracién directa de las 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 presentacion de antigenos del
MHC de clase I, lo que es necesario para desencadenar una respuesta inmune de células T, particularmente respuestas
citotxicas inmunes asociadas con linfocitos T CD8; por udltimo, el uso de vectores diferentes en cada una de las dosis
disminuye la probabilidad de que el vector de vacunacién como tal sea eliminado rapidamente por el sistema inmune
del hospedador, evitdndose la potenciacion 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 particu-
larmente titiles para ser utilizados en protocolos combinados de induccién 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 diseiado distintos vectores recombinantes, basados en el MVA, capaces de expresar diversos
antigenos del VIH. Intentando buscar formas mds 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 (rtMVA), 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 la posible respuesta de proteccién generada ni
utilizando esa opcién en las realizaciones de la invencidon. 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 s6lo fragmentos de la correspondiente proteina, y/o presentar mutaciones, es una caracteristica definitoria
de la invencién que se intenta proteger en dichas solicitudes internacionales que el gen env carezca de parte o de
la totalidad de los nucleétidos que codifican el dominio citoplasmético de gp41. El estado de la técnica no describe
especificamente la posibilidad de que la parte codificante correspondiente a la proteina gp41 se elimine en su totalidad
ni discute las consecuencias que esto tendrfa. 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 como un efecto positivo buscado. También se trata como tal la formacién de
particulas similares a virus VIH en las que estan 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 eleccidn del sitio de la delecién III 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 una cierta virulencia.
Tampoco se discute que tenga relevancia alguna que se utilice mas de un lugar de insercion 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 fusién 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 heteréloga, 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 proteinas sintetizadas. Para la insercién de las secuencias, ademds, se muestra
preferencia por el sitio de la delecidn 111, utilizindose de nuevo en un mismo vector un segundo lugar de insercién de
secuencias adicionales, el de la delecion II, para una proteina de fusién 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 tinica 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.

En la patente principal, por su parte, estd descrita la invencién de distintos vectores recombinantes, basados en
el MVA, capaces de expresar diversos antigenos del VIH, 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 gp120 y de una proteina de fusiéon 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 insercion 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
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diferente del MVA, 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 invencion 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 entre los distintos clades. Los recombinantes de la patente principal y
de la presente patente de adicién expresan al menos cuatro antigenos: Env, Gag, Pol y Nef, por considerarse que
un vector que exprese esos cuatro antigenos es mucho mads eficaz que vectores recombinantes capaces de expresar
solo 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. Ademads, 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 asociacion de las
secuencias codificantes de gag, pol y nef se realiz6 en los vectores de la patente principal de forma que se generara
una proteina de fusién que mantuviera todos los epitopos con capacidad para generar respuesta celular, posibilitando
una mayor presentacion antigénica que otros vectores que expresan fusiones que corresponden sélo a las proteinas
Gag y Pol, pero generandose una proteina de fusion que no se proteoliza por accion de la proteasa viral, no da lugar a
la formacidn 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 el 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 proteinas tanto a tiempos tempranos como a tiempos
tardios durante la replicacién del MVA, permite la expresion simultdnea de las secuencias de la gp120 y de la proteina
quimérica Gag-Pol-Nef, su acumulacién a lo largo del ciclo de infeccién del MVA y el procesamiento antigénico de las
mismas a tiempos tempranos y tardios. La utilizacion para la generacion de los vectores recombinantes de secuencias
obtenidas especificamente de aislados naturales y que preferentemente pertenecen a los clades mds representados
en la naturaleza, B y C, posibilita ademds una vacunacién mundial mds representativa de la poblacién infectada o
en riesgo. Por todo ello, el uso de estos vectores para vacunacién, 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 expansion del virus VIH. Ademas, estos
vectores derivados del virus MVA representan tanto una alternativa a construcciones similares derivadas del virus
NYVAC como un complemento ttil 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, ademds de diferir en su genoma y en la respuesta inmune que generan en ratones frente a
los antigenos del VIH gp120 y Gag-Pol-Nef, ambos vectores manifiestan un comportamiento diferencial en cultivos
celulares y modelos animales (induccién de diferentes patrones de expresién de genes humanos en células HeLa,
menor induccién por parte del MVA de apoptosis que el vector NY VAC, induciendo éste tiltimo mayor destruccién
celular y respuesta humoral contra si mismo (28)) que hace predecible que su comportamiento sea diferente también
tras la administracion a seres humanos como vacunas de vectores recombinantes generados a partir de cada uno de
ellos.

Los resultados de los ensayos descritos en los Ejemplos de la patente principal demuestran la capacidad inmu-
nogénica de los vectores de la invencion descritos en ella y, en particular, de las dos realizaciones de vectores de la
invencién con las que se llevaron a cabo los ensayos, los vectores MVA-B y MVA-C. Sin embargo, para poder eva-
luar su capacidad para conferir proteccién para controlar la infeccién 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/potenciacién de la respuesta inmune y en los que se evalie posteriormente la
capacidad para controlar la infeccidén que la respuesta inmune generada sea capaz de conferir tras “desafiar” la misma
mediante la inoculacién 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 patente principal, que
expresan proteinas propias del VIH-1 y estdn disefiados para ser utilizados en seres humanos, sino que requieren 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 HIV-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 insercién y promotores que los vectores
disefiados para uso en humanos con los que se quieren comparar.

El cumplimiento de estas condiciones permite que el estudio sea factible y que se puedan extrapolar de sus resul-
tados el comportamiento esperable al utilizar en seres humanos los vectores con los que se los quiere comparar. La
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presente patente de adicion cubre la necesidad de disponer de vectores para poder valorar la capacidad protectora que
podria generarse en seres humanos al ser vacunados con vectores del tipo de los descritos en la patente principal. Adi-
cionalmente, proporciona también vectores recombinantes andlogos construidos a partir de otro derivado de poxvirus,
el NYVAC, para poder comparar el efecto de ambos.

Descripcion de las mejoras de la invencion

La presente patente de adicioén proporciona nuevos vectores recombinantes derivados del virus MVA capaces de
expresar simultdneamente, de forma andloga a los vectores descritos en la patente principal N° ES200501841, una
forma de la proteina Env que carece de la parte correspondiente a la proteina gp41 y una proteina de fusién correspon-
diente a las proteinas Gag, Pol y Nef que no se proteoliza por accidn de la proteasa del retrovirus, 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. A diferencia de los vectores
descritos en dicha patente principal, sin embargo, la proteina de fusién correspondiente a las proteinas Gag, Pol y
Nef no se sintetiza a partir de secuencias procedentes del VIH-1, sino de secuencias procedentes del SIVmac (virus
de la inmunodeficiencia de simio aislado de macacos). Ello permite su utilizacién en protocolos de inmunizacién de
macacos y el posterior desafio de la inmunidad creada con un virus SHIV patdgeno en el que la secuencia del gen env
deriva de la de un aislado del VIH-1, mientras las secuencias correspondientes a los genes gag, pol y nef correspondan
al virus de simio que infecta a macacos. De esta manera, al cumplirse la condicién de que las secuencias codificantes
retrovirales contenidas en los vectores de la presente patente de adicién tengan su origen en el mismo tipo de virus
que las presentes en el retrovirus que vaya a utilizarse en el desafio, la inmunidad generada frente a las proteinas
sintetizadas a partir de dichos vectores podra servir para controlar la infeccién desencadenada por el retrovirus que se
inocule en el desafio.

Para que tenga sentido el establecimiento de paralelismos entre los resultados observados en macacos y los que
podrian esperarse en seres humanos, los vectores descritos en la presente patente de adicién cumplen la condicién
de presentar la misma estructura de organizacién génica, sitio de insercién y promotores que los vectores disefiados
para uso en humanos con los que se quieren comparar, es decir, los vectores descritos en la patente principal N°
ES200501841. De acuerdo con ello, de forma andloga a los vectores de dicha patente principal, la expresién de la
proteina Env sintetizada a partir de los vectores de la presente patente de adicion da lugar a protefnas gp120 no
asociadas a proteinas gp41 o a fragmentos de la misma, facilitindose con ello su salida de la célula y su liberacién al
medio, lo que hace mds probable la activacion de las células B y la produccién de anticuerpos neutralizantes frente
al VIH. En las realizaciones preferidas de la invencidn, la secuencia de nucleétidos 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 dltimo triplete correspondiente a la
proteina gp120, 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 presente patente de adicién
se muestra en la parte superior de la Figura 3. 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 gp41, mientras los graficos previos representan proteinas de la envuelta con secuencias
correspondientes a la proteina gp41.

En cuanto a la proteina de fusion de Gag, Pol y Nef, también de forma andloga a la proteina homdloga sintetizada
a partir de los vectores de la patente principal, 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 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 invencién en forma de poliproteina, sin experimentar el procesamiento caracteristico del virus
VIH provocado por la proteasa viral que darfa lugar a su escision en proteinas mds pequefias, aunque posteriormente
si va a experimentar el procesamiento celular que permite la presentacién de péptidos antigénicos de la proteina de
fusién y la generacién de una respuesta inmune contra los mismos.

Tal como se ha comentado anteriormente, la utilidad principal de los vectores de la presente patente de adicion
es la de ser utilizados en protocolos de inmunizacién 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 patente principal (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 de la
presente patente de adicion. 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 fusiéon 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, aumentdndose con ello la seguridad de los vectores.

En las realizaciones preferidas, 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 ADNCc utilizando codones de lectura
frecuentes en mamiferos, buscando con ello aumentar los niveles de expresion de la proteina de fusion. Ademads, en
la secuencia codificante de la proteina de fusién 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 inactivacién por mutagénesis del lugar activo de la proteasa y la eliminacién mediante delecién del lugar activo de
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la integrara, la realizacion de deleciones en el gen nef y su insercién en la regién codificante de la RT, la traslocacién
del lugar activo de la RT al extremo C-terminal de la proteina de fusién y la fusion de la secuencia del gen gag en
fase de lectura con pol-nef, creando una desviaciéon 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. et al. (18). Un esquema de los elementos que conforman una proteina de fusion Gag-Pol-Nef que cumple todas
estas caracteristicas se muestra en la zona inferior de la Figura 3, 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 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 realizacio-
nes mas preferidas de la invencién, aunque cualquier otro promotor de poxvirus podria utilizarse igualmente para la
construccién de vectores de la invencion.

La patente principal describe la construccién de dos vectores que suponen sendas realizaciones de vectores de la
invencién descrita en dicha patente que cumplen todas las caracteristicas preferidas mencionadas, los vectores deno-
minados MVA-B y MVA-C. 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 fusién Gag-Pol-Nef, encontrdndose los promo-
tores correspondientes a cada una de las secuencias correspondientes a proteinas del VIH insertados en orientaciones
opuestas y en la zona mds interna del inserto. Para poder extraer datos sobre la posible proteccion que estos vectores
conferirfan a seres humanos vacunados con ellos, en la presente patente de adicion se describe la construccién de
un vector, obtenido igualmente a partir del MVA, que posee, igualmente insertado en el locus de timidina quinasa,
un inserto que comprende la secuencia codificante de una proteina de fusién Gag-Pol-Nef generada a partir de se-
cuencias del virus SIVmac en la que se han realizado todas las modificaciones antes 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 gp120, 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, estan-
do los promotores correspondientes a cada una de las secuencias correspondientes a proteinas del VIH insertados en
orientaciones opuestas y en la zona mds 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 administracién del vector de la presente patente de adicidn cuya construccién
se describe, se ha elegido el virus quimérico de simio y humano SHIV89.6P. Por ello, para poder realizar los expe-
rimentos de valoracién de la proteccién conferida por la inmunizacidn con el vector en condiciones 6ptimas, 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 (origina-
riamente 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 (originaria-
mente 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 invencidn. Es por ello que al vector construido de esta manera se le denomina especificamente MVA-
89.6P-SIVgpn o, de forma mas detallada, MVA-gp120-HIV89.6p-SIVmac239-gag-pol-nef.

De forma andloga a los Ejemplos descritos en la patente principal, para la realizacién de los Ejemplos encaminados
a valorar la capacidad inmunogénica de los vectores de la presente patente de adicidn y, por afiadidura, su capacidad
para conferir proteccion 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 el vector MVA-SHIV. Al igual que en la patente
principal se utilizaron para tal finalidad vectores recombinantes derivados de NYVAC, NYVAC-B y NYVAC-C, que
contenian los mismos insertos que los correspondientes vectores MVA-B y MVA-C, se ha generado también un vector
derivado de NYVAC, con la misma estructura de organizacion génica, sitio de insercién en el genoma viral (el locus
de timidina quinasa, TK) y los mismos promotores sintéticos tempranos/tardios, situados en igual disposicion que en
el vector MVA-SHIV vy en los correspondientes vectores homoélogos para uso en humanos, NYVAC-B y NYVAC-C.
A los vectores que cumplen estas caracteristicas se les ha denominado, de forma abreviada, NYVAC-SHIV. De nuevo,
teniendo en cuenta el origen de las secuencias presentes en su inserto, al vector concreto cuya construccion se describe
se le ha denominado NYVAC-89.6P-SIVgpn o, de forma mds detallada, NY VAC-gp120-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 patente de invencidn, los vectores del tipo NYVAV-SHIV estdn también comprendidos
dentro del alcance de la presente invencidn.

La presente patente de adicion se refiere también a composiciones que contienen dichos vectores recombinantes y a
su uso para valorar la respuesta inmunolégica y la capacidad protectora frente a la infeccién por el VIH desencadenada
por vectores con la misma estructura de organizacion de genes, promotores y sitio de insercién que se pretendan
utilizar para la vacunacién de seres humanos. La realizacion preferida de esa forma de utilizacién de los vectores
de la invencidn consiste en administrarselos a simios, preferiblemente a macacos Rhesus (Macaca mulatta), en los
que se evaluard la respuesta inmunoldgica producida y la capacidad protectora generada tras dicha administracion,
sometiéndolos posteriormente a un desafio con un SHIV patégeno. Asi se obtiene informacién 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 homologos previstos para la vacunacién de seres humanos, asi como sobre el procedimiento adecuado
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para realizar dichos ensayos. Preferiblemente, el protocolo que se siga para la administracién de los vectores de la
presente patente de adicion responderd al esquema que se tenga previsto seguir para la vacunacién de seres humanos o
un esquema del cual se desee evaluar su grado de adecuacién. Segun esto, la generacion de la respuesta protectora se
puede conseguir mediante la administracién tnicamente de vectores de la presente patente de invencidn, en una tnica
dosis o en dosis separadas en el tiempo, o como parte de un protocolo de inmunizacién en el que, en distintas dosis, se
administran vectores diferentes que expresan todos ellos antigenos del SHIV. Cuando se utilizan protocolos en el que
el desencadenamiento de la respuesta inmune (priming) se produce mediante la administracion de una o mds dosis de
un primer vector de inmunizacién y la potenciacién o reforzamiento de la respuesta (boosting) se produce mediante
la administracién de una o mds dosis de un vector diferente, los vectores de la presente patente de adiciéon pueden
formar parte de la(s) dosis inicial(es) que desencadena(n) la respuesta o de una o mas dosis posteriores destinadas a
potenciar la respuesta previamente generada. 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, se prefiere que los vectores recombinantes
derivados del MVA de la presente patente de adicién estén presentes al menos en una dosis de vacunacién posterior a
la primera o posterior a la segunda, pudiendo estar ausente o presente de la(s) primera(s) 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 prefiere que al menos un vector administrado en la primera dosis de vacunacién sea capaz de expresar
las mismas proteinas derivadas del VIH que el vector de la presente patente de adicién que sea administrado en
otra(s) dosis diferente(s). Son realizaciones preferidas del uso de los vectores de la invencién para evaluar la eficacia
de candidatos a vectores de vacunacién disefiados para su uso en seres humanos y/o la de protocolos de vacunacién
para seres humanos aquellas en las que la primera y, opcionalmente, la segunda dosis de vacunacion, contienen un
vector de ADN desnudo que expresa los mismos antigenos del SHIV que los vectores de la presente patente de
adicion, mientras que en las dosis posteriores de vacunacién (que, preferiblemente, no serdn mas de dos) esta presente
al menos un vector de la presente patente de adicion.

La construcciéon de vectores de la presente patente de invencién y el uso de los mismos para la evaluacién de
su capacidad inmunogénica y protectora se describe con mas detalle con ayuda de las Figuras y los Ejemplos que
aparecen mas adelante en la presente memoria de patente de adicion.

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, indicdndose
su denominacién inmediatamente debajo. Los nombres subrayados corresponden a denominaciones de genes delecio-
nados 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 denominacidn de los distintos fragmentos de restriccién generados por la enzima HindIII al digerir con
ella el ADN genémico de MVA y NYVAC. RTI: region terminal izquierda; RCC: regién central conservada; RTD:
regién terminal derecha.

La Figura 2 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 rectingulos sin relleno provienen del genoma del
aislado 89.6 del virus VIH-1.

La Figura 3 muestra la estructura de las secuencias codificantes de antigenos de retrovirus presentes en los vecto-
res de la presente patente de adicidn. 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 dltima, la marcada como “C-env-
1207, representa la presente en los vectores de la invencidn, carente por completo de la parte correspondiente a la
proteina gp41. La parte inferior muestra el esquema correspondiente a la proteina de fusién Gag-Pol-Nef sintetizada
a partir de los vectores cuya construccion se describe en los Ejemplos, indicdndose las modificaciones realizadas so-
bre 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 méas 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 cipsida (CA), p2 y p7 se 1igd res-
petando el marco de lectura (en el punto marcado como FS-1) con la secuencia correspondiente al antigeno Pol que
carecia de dominio integrasa; ademads, 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 aminodcidos (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 fusién; adicionalmente,
la glicina del extremo amino se sustituyd por alanina (AMyr (G — A)) para impedir su miristilacién, mientras se
anulaba la actividad enzimdtica de la proteasa (Xpg) introduciendo una mutacién puntual en su sitio activo (APRr
(D - N)).

La Figura 4 muestra un esquema de la construccion del vector plasmidico de transferencia pLZAW-1-89.6P-
SIVgpn-18 y de los plasmidos a partir de los cuales se genera. La Figura 4a muestra los pasos que conducen a la ob-
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tencion del vector pLZAW-1-89.6P-9; la Figura 4b muestra los pasos que conducen a la obtencién del vector pLZAW-
1-89.6P-SIVgpn-18 a partir del vector pLZAW-1-89.6P-9. En ambos casos la parte correspondiente a la proteina de
fusiéon 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 5 muestra los fragmentos generados en el andlisis por PCR del locus de timidina quinasa (TK) del virus
MVA-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-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-SIVgpn (primera linea del grafico) o el virus MVA sin inserto
(linea inferior del gréfico, 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 pLZAW 1-89.6P-SIVgpn-18 (control
positivo, C+) (calle 2). La calle 1 corresponde a un marcador de tamafio.

La Figura 6 muestra los resultados del andlisis por transferencia tipo Western de la expresion de los genes heterdlo-
gos 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 posicion de la proteina SIVgpn se indica mediante la flecha etiquetada como “GPN”) detectada en extractos de
células transfectadas de forma transitoria con el plasmido pLZAW1-89.6P-SIVgpn-18 (segunda calle, marcada como
“C+”) o en extractos de células infectadas con los stocks P1 (tercera calle, marcada como “P1”), 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 pLZAW 1-89.6P-SIVgpn-18 ni
con ningun stock de virus (cultivos de células en las que se simuld la infeccidn, analizadas en la primera calle, marcada
como “M”).

La Figura 7 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 gréfico 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 Figura 8 muestra los fragmentos generados en el andlisis 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 oligonucleétidos utilizados como cebadores respecto a los brazos izquierdo (TK-L) y derecho
(TK-R) del locus TK, asi como los tamaios estimados de los fragmentos que se generan en la PCR realizada utilizando
como molde el virus NYVAC-89.6P-SIVgpn (primera linea del gréfico) o el virus NYVAC sin inserto, (linea 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 9 muestra los resultados del andlisis por transferencia tipo Western de la expresién de los genes heterdlo-
gos 89.6p-gp120 (parte superior de la figura, marcada como “anti-gp120”, en la que la posicion 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 NY VAC-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 simulé la infeccion,
analizadas en la calle 1).

La Figura 10 muestra, en la parte superior, los resultados de las inmunotinciones de células CEF infectadas con el
vector NYVAC-89.6P-SIVgpn y tratadas con los anticuerpos anti-WR (fotografia de la izquierda), anti-gp120 (foto-
grafia central) y anti-SIVp27 (fotografia de la derecha), mientras en la parte inferior aparece un gréfico 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 Figura 11 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 NY VAC-89.6P-SIVgpn
(calles 1y 2, correspondientes, respectivamente a los stocks P3.1 (29/01/04) y P3.2 (25/02/04)) y MVA-89.6P-SIVgpn
(stocks P3 del 20/06/03 (calle 3), P3 del 20/09/04 (calle 4), P3.1 del 20/09/04 (calle 5) y P3.2, del 1/10/04 (calle 6).
La calle 7 corresponde a un extracto de células en las que se habia simulado la infeccién. La fotografia de la izquierda
corresponde a la incubacién con un anticuerpo policlonal de conejo anti-gp120; la posiciéon de la proteina 89.6P-
gp120 se indica mediante una flecha marcada como “89.6P”. La fotografia de la derecha corresponde a la incubacién
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con un anticuerpo monoclonal anti-SIV-gag-p27, que reconoce la proteina SIVgpn, cuya posicién en el gen se indica
mediante una flecha marcada como “SIVgpn”.

La Figura 12 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 patente de adicion, en el que
estdn 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 vacunacién. 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, segiin 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-gp120 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 NY VAC-
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 13 muestra, en escala logaritmica, el nimero de células SFC (spot forming cells) que expresaban IFN-y
obtenido por cada 10° células mononucleares de sangre periférica (PBMC) en muestras procedentes de cada uno de los
macacos incluidos en el estudio de eficacia de la vacunacién. Los nlimeros 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 administracion 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 animales utilizados en el estudio con un procedimiento
de inmunizacidn 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 gp120 del SHIV89.6P y la proteina de fusion SIVgpn del SHIV89.6P +
MVA-89.6P-SIVgpn); la segunda vertical de puntos, marcados mediante cuadrados cuyos vértices determinan dos
lineas paralelas (m), corresponde a muestras tomadas de cada uno de los macacos del grupo 2 (inmunizados 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); la tercera vertical de puntos, marcados mediante circulos
a muestras tomadas de cada uno de los macacos del grupo 3 (inmunizados con un pldsmido a partir del cual no se
expresaba ningtin antigeno correspondiente al SHIV89.6P + NYVAC-WT). Cada punto representa el valor obtenido
para un macaco concreto, mientras los rectdngulos 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 mds 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 inoculacién de un vector de vacunacion; la flecha negra indica
el momento en el que se produjo el desafio mediante la inoculacién del SHIV89.6P.

La Figura 14 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 el eje de abscisas, correspondiendo el tiempo O al momento de la administracién de la primera dosis de
vacunacidn. 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 inoculacién del
virus SHIV89.6P. Los datos indicados mediante cuadrados con un vértice apuntando hacia arriba () corresponden
al grupo 1 (inmunizado con sendos pldsmidos con insertos correspondientes a la proteina gp120 del SHIV89.6P y
la proteina de fusién SIVgpn del SHIV89.6P + MVA-89.6P-SIVgpn); los datos indicados mediante cuadrados cuyos
vértices determinan dos lineas paralelas (-m-) 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 SHIV89.6P + NY VAC-89.6P-
SIVgpn). Los datos indicados mediante tridngulos () corresponden al grupo 3 (inmunizado con un plasmido a partir
del cual no se expresaba ningun antigeno correspondiente al SHIV89.6P + NYVAC-WT).

La Figura 15 muestra, en escala logaritmica, los valores medios de SPF que expresaban IL-2 obtenidos, por cada
105 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 inoculacién del virus
SHIVS89.6P. Los datos indicados mediante cuadrados con un vértice apuntando hacia arriba (4-) corresponden al
grupo 1 (inmunizado con sendos pldsmidos con insertos correspondientes a la proteina gp120 del SHIV89.6P y la
proteina de fusién SIVgpn del SHIV89.6P + MVA-89.6P-SIVgpn); los datos indicados mediante cuadrados cuyos
vértices determinan dos lineas paralelas (-m-) 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 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 ningun antigeno correspondiente al SHIV89.6P + NYVAC-WT).

La Figura 16 muestra, en escala logaritmica, los valores medios de SPF que expresaban IL-4 obtenidos, por cada
105 PBMC analizadas, para cada grupo de macacos a lo largo del tiempo de estudio, tiempo que se expresa en semanas
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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 vacunacion. 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 («4-) corresponden al
grupo 1 (inmunizado con sendos pldsmidos con insertos correspondientes a la proteina gp120 del SHIV89.6P y la
proteina de fusiéon SIVgpn del SHIV89.6P + MVA-89.6P-SIVgpn); los datos indicados mediante cuadrados cuyos
vértices determinan dos lineas paralelas (-m-) 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 + NY VAC-89.6P-
SIVgpn). Los datos indicados mediante tridngulos () corresponden al grupo 3 (inmunizado con un pldsmido a partir
del cual no se expresaba ningtin antigeno correspondlente al SHIV89.6P + NYVAC-WT).

La Figura 17 corresponde a la valoracién de la viremia en los tres grupos en estudio. El grafico superior corres-
ponde al grupo 3, inmunizado con un pldsmido a partir del cual no se expresaba ningin 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 inser-
tos correspondientes a la proteina gp120 del SHIV89.6P y la proteina de fusiéon SIVgpn del SHIVE9.6P + MVA-89.6P-
SIVgpn; el grafico de la parte inferior derecha corresponde al grupo 2, inmunizado con sendos pldsmidos con insertos
correspondientes a la proteina gp120 del SHIV89.6P y la proteina de fusién SIVgpn del SHIV89.6P + NY VAC-89.6P-
SIVgpn. Cada linea que conecta puntos representa un macaco. Cada punto marcado con un simbolo representa las co-
pias 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 eje de abscisas. El tiempo 0 corresponde al momento de inoculacién del virus SHIV89.6P.

La Figura 18 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, 4 ) detectadas por
FACS mediante el uso de anticuerpos especificos dirigidos contra cada uno de estos tipos de células. Cada grupo
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 graficos. El tiempo 0 corresponde
al momento de inoculacién del virus SHIV89.6P, indicado mediante la abreviatura “desf.”. Los graficos 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 fusién 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 fusién SIVgpn del SHIV89.6P + NY VAC-89.6P-SIVgpn. Los graficos inferiores
corresponden a macacos de grupo 3, inmunizado con un pldsmido a partir del cual no se expresaba ningiin antigeno
correspondiente al SHIV89.6P + NYVAC-WT. El ultimo 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 19 muestra, en ordenadas, el porcentaje de supervivencia de los macacos que componian cada uno
de los grupos segtin las semanas transcurridas desde el momento de la infeccién con el virus SHIV89.6P, que se
indican en abscisas, correspondiendo el tiempo O al de inoculacién de dicho virus. Los datos indicados mediante
cuadrados con un vértice apuntando hacia arriba (4-) 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 SHIV89.6P +
MVA-89.6P-SIVgpn); los datos indicados mediante cuadrados cuyos vértices determinan dos lineas paralelas (-m-)
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 SHIV89.6P + NYVAC-89.6P-SIVgpn). Los datos indicados mediante
tridngulos (-4) corresponden al grupo 3 (inmunizado con un pldsmido a partir del cual no se expresaba ningin
antigeno correspondiente al SHIV89.6P + NYVAC-WT).

Ejemplos
Construccion de los vectores
Ejemplo 1
Generacion del MVA-89.6P-SIVgpn
Construccion del vector plasmidico pLZAW1-89.6p-SIVgpn-18

El vector plasmidico de transferencia pLZAW1-89.6p-SIVgpn-18 fue construido por los inventores para la gene-
racion de los virus recombinantes derivados de MVA y de NY VAC que expresan la parte correspondiente a la proteina
gp 120 del gen Env del SHIV 89.6P (89.6Psynenv120, a la que en lo sucesivo se aludird de forma abreviada como
89.6P-gp120) y la quimera de los genes Gag, Pol y Nef del mismo virus (SIVmac239-gagpolnef, a la que en lo su-
cesivo se aludird de forma abreviada como SIVgpn), esta tltima a partir de una secuencia de nucleétidos obtenida a
partir de las secuencias de los genes Gag, Pol y 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 descritos en la patente principal y utilizados en los ensayos comentados en los Ejemplos de dicha
patente principal.

12



20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2 282 041 B1

El plasmido pLZAW1-89.6p-SIVgpn-18 es un derivativo de pUC disefiado para la seleccién de placas azules/blan-
cas y la generacion, como medida de seguridad, de un vector viral carente del marcador 8-Gal, al igual que se hizo en el
caso de los vectores MVA-B y MVA-C, como medida de seguridad. Contiene las secuencias flanqueantes derecha (TK-
R) e izquierda (TK-L) del gen de la timidina quinasa (TK) del MVA, una repeticion corta de la secuencia flanqueante
izquierda (“brazo izquierdo”) del gen TK, el promotor E3L dirigiendo la expresién del marcador de seleccion S-
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: 3) y SIVgpn (SEQ ID NO: 4), 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 posicién de cada uno de los componentes incluidos en el plasmido se describe a
continuacién en la Tabla 1.

TABLA 1
Posicion de los componentes del plasmido pLZAW1gp120B/gagpolnefB-1

Secuencia flanqueante izquierda de TK | 410-908 Complementaria
T5NT para B-gal 929-935 Complementaria
B-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-gp120 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 construccion de este plasmido se utilizaron otros dos plasmidos diferentes:

- pcDNA89.6P-syn-CD5-GP120REKR: (proporcionado por Ralf Wagner, Regensburg, Alemania).

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

- pPLZAW1: El plasmido fue proporcionado por Linong Zhang, del grupo Aventis, Canad4. 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 TK, un promotor E3L dirigiendo la expresion de un casete con 5-gal y un brazo
derecho del gen de TK.

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

La construccién del plasmido pLZAW 1-89.6P-SIVgpn-18 a partir de estos otros dos plasmidos se representa en
las Figuras 4a y 4b. Brevemente, un fragmento de ADN de 1,518 Kb que contenia el gen 89.6P-gp120 (indicado
en la figura como 89.6synenv120) se escindié del plasmido pcDNAS89.6P-syn-CD5-GP120REKR mediante digestion
con EcoRlI, tratamiento con el fragmento Klenow de la ADN polimerasa para generar extremos romos, y digestién
con BamHI. El fragmento de ADN se subclond en el vector pJR101 (previamente digerido con las endonucleasas
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de restriccién Smal y BamHI), generando el plasmido pJR-89.6P-18 (7918 pb). Un fragmento de ADN de 1,612
kb que contenia el promotor sintético temprano/tardio (E/L) dirigiendo al gen 89.6-gp120 se escindié del pldsmido
pJR-89.6P-18 mediante digestién con HindIIl y BamHI, seguida de la modificacién con el fragmento Klenow de la
ADN polimerasa, y se clon en el vector pPLZAW1 (previamente digerido con la endonucleasa de restriccién 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 pLZAW 1-89.6P-9 (9131 pb) (Figura 4a).

Por otra parte, un fragmento de ADN de 4,230 kb que contenia el gen SIVgpn (indicado en las Figuras como
SIVsyngagpolnef) se escindié del plasmido pCR-Script SIV-syn-gagpolnef mediante digestiéon con EcoRI y Xhol
seguida de la modificacién con el fragmento Klenow de la ADN polimerasa, y se subcloné en el vector pJR101
(previamente digerido con la endonucleasa de restricciéon Smal y desfosforilado mediante incubacién con la fosfatasa
alcalina intestinal de ternera (CIP)), generando el pldsmido 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 escindi6 del plasmido pJR-
SIVgpn-9 mediante digestiéon con HindIIl, tratamiento con el fragmento Klenow de la ADN polimerasa y digestion
con Notl, y se cloné en el vector pLZAW 1-89.6P-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 4b).

El plasmido pLZAW1-89.6P-SIVgpn-18 generado dirige la insercién 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 evaluacién
de la expresion de la actividad B-galactosidasa, la propagacién posterior de los virus recombinantes conduce a la
autodelecion del gen 5-gal mediante recombinacién homoéloga entre el brazo izquierdo de TK y la repeticion corta del
brazo izquierdo de TK que estdn flanqueando el marcador.

Construccion del virus recombinante MVA-89.6P-SIVgpn

Cultivos primarios de fibroblastos de embrion de pollo (CEF) procedentes de huevos SPF (libres de patégenos
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 ug del vector plasmidico de transferencia pLZAW1-89.6P-
SIVgpn-18, usando para ello el reactivo de transfeccion lipofectamina (Lipofectamine™ 2000, Cat. 18324-012, lote
1198865, suministrada por Invitrogen S.A., El Prat de Llobregat, Barcelona, Espaiia) 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 89.6P-gp120/SIVgpn y que coexpresaban de forma tran-
sitoria el gen marcador 8-Gal (MVA-SHIV (X-Gal")), fueron seleccionados realizando pases consecutivos de purifi-
cacion de placas en células CEF tefiidas con 5-bromo-4-cloro-3-indolil-3-galactésido (XGal) (300 ug/ml). Los virus
MVA recombinantes que contenfan los genes 89.6P-gp120/SIVgpn y que habian perdido el gen marcador (MVA-
SHIV (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 células CEF durante 3 dias, y el extracto viral crudo
obtenido fue usado para el siguiente paso de purificacioén de placas.

En el primer paso de la seleccion por cribado se aislaron 3 placas X-Gal* a las que se denominé 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 amplific y utiliz para el siguiente paso de purificacién. 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-SIVgpn-1.6 y MVA-89.6P-SIVgpn-1.18, que se utilizaron para el siguiente
paso de purificacién. En el tercer pase, se aislaron 20 placas X-Gal* y 4 placas X-Gal", todas las cuales 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 infeccién 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 infeccién 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 infeccidn 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 5.

Caracterizacion del MVA-89.6P-SIVgpn

Para confirmar la homogeneidad genética del virus MVA-89.6P-SIVgpn-1.6.8.5 (X-Gal~) generado y 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-infeccion.
Se purificé el ADN del virus y se someti6 a andlisis mediante PCR empleando para ello oligonucléotidos cebadores
que hibridan con las regiones TK flanqueantes del inserto de interés izquierda (oligonucleétido TK-L) o derecha
(oligonucledtido TK-R2), con las siguientes secuencias:
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TK-L: 5 TGATTAGTTTGATGCGATTC 3’ (SEQ ID NO: 1)
TK-R2: 5° CTGCCGTATCAAGGACA 3’ (SEQ ID NO: 2)

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 5.

La parte inferior de la Figura 5, 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 pldsmido de transferencia pLZAW 1-89.6P-SIVgpn-18. Para su obtencién, 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 pldsmido pLZAW 1-89.6P-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: 2) en una mezcla de reaccién 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 desnaturalizacién 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 68°C durante
2 min, y finalmente un ciclo de extensién 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 ligeramente 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 pldsmido pLZAW1-89.6P-SIVgpn-18, mientras que en la
calle correspondiente al virus de tipo silvestre MVA-WT (3) aparece una banda mucho menor, que corresponderian al
locus de TK sin inserto.

Adicionalmente, se procedié a secuenciar el ADN del virus MVA-89.6P-SIVgpn del stock P2, utilizando como
cebadores los oligonucleétidos TK-L (SEQ ID NO: 1), TK-R2 (SEQ ID NO: 2) y E/L (SEQ ID NO: 6) obteniéndose
la secuencia representada por SEQ ID NO: 5.

Los elementos que forman parte del inserto presente en el genoma del virus MVA-89.6-SIVgpn se especifican a
continuacién en la Tabla 2.

TABLA 2

Posicion de los componentes principales del inserto del vector MVA-89.6P-SIVgpn

:’;r‘t;er;a :eenl(a secuencia flanqueante 1-499 Complementaria

89.6P-gp120 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 2

Andlisis de la expresion de proteinas del SHIV a partir del MVA-89.6P-SIVgpn
2.1. - Transferencias tipo Western

La expresion de las proteinas 89.6P-gp120 y SIVgpn 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-infeccién, fraccionados mediante electroforesis en geles desnaturalizantes de poliacrilamida con SDS (SDS-
PAGE), transferidos a membranas de nitrocelulosa, y sometidos a la reaccion frente a un anticuerpo policlonal de
conejo anti-gp120 (generado en el laboratorio de los inventores) que reconoce la proteina gp120 del SHIV89.6P; y
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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 vy, por ello, la proteina de fusién SIVgpn. Como controles
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 6, tanto la proteina 89.6-gp 120 (fotografia superior, marcada como “anti-gp120”)
como la proteina de fusién SIVgpn (fotografia inferior, marcada como “anti-SIVp27”) se detectaron en los extrac-
tos 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 pldsmido utilizado como control positivo (calles marcadas como
“C+”), indicando la correcta expresién de ambos antigenos por los virus recombinantes derivados de MVA gene-
rados.

2.2. Inmunotincion de placas

La expresion de las proteinas 89.6P-gp120 y SIVgpn por parte del recombinante MVA-89.6P-SIVgpn se analizé
también en células CEF infectadas con una dilucién 107> del stock 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-gp 120 del clade B (anti-gp 120) o bien el anticuerpo monoclonal anti-SIVgag-p27
proporcionado por el programa EVA (ARP392). Los resultados, mostrados en la Figura 7, muestran que mds 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 3
Construccion v caracterizacion del virus recombinante NYVAC-89.6 P-SIVgagpolnef

Se infectaron con la cepa de tipo silvestre de NY VAC (donada por el grupo Aventis, en el marco de colaboracion del
proyecto financiado por el V Programa Marco de la Unién Europea (European Vaccine Effort Against HIV, conocido
por su acrénimo EuroVacl), a una multiplicidad de infeccién de 0,025 ufp/célula, células BSC40 (una linea celular
derivada de rifién de mono, que carece de potencial miogénico), que luego se transfectaron con 10 ug de ADN del
vector plasmidico de transferencia pPLZAW1-89.6P-SIVgpn-18 (cuyas caracteristicas se describieron en el Ejemplo
1), utilizando como reactivo lipofectamina (Invitrogen, Cat. 18324-012, lote 1198865) siguiendo las instrucciones del
fabricante. 72 horas después de la infeccidn 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 3-Gal (NYVAC-89.6P-SIVgpn (X-Gal")), fueron seleccionados realizando pases con-
secutivos de purificacién de placas en células BSC40 tefiidas con 5-bromo-4-cloro-3-indolil-3-galactésido (XGal)
(300 pg/ml). Los virus NYVAC recombinantes que contenian los genes 89.6P-gp120/SIVgpn y que habian perdi-
do el gen indicador 8-Gal (NYVAC-89.6P-SIVgpn (X-Gal™)), fueron seleccionados como focos virales no tefiidos
en células BSC40 en presencia de XGal. En cada paso de purificacién las placas aisladas fueron expandidas en cé-
lulas BSC40 durante 2 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 denomin6é NY VAC-89.6P-
SIVgpn-(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 purificacién 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 si-
guiente paso de purificacion. En el tercer pase, se 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 NY VAC-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 y 22 de 24 expresaban la proteina SIVgpn. Los recombinantes denominados NY VAC-89.6P-SIVgpn-
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 purifi-
cacion. En el quinto pase se aislaron 12 placas X-Gal™; todas ellas expresaban de forma eficiente ambos antigenos. El
recombinante denominado NYVAC-89.6P-SIVgpn-2.1.1.1.4 (X-Gal™) se amplific6 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 infeccién de 0,05,
recogidos transcurridos 3-4 dias después de la infeccion y purificados 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 5.
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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 amplific 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 purific6 el ADN del virus y se
sometié a andlisis 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: 2), de forma
andloga a la descrita en el Ejemplo 1.

Las posiciones en las que hibridan dichos oligonucleétidos con respecto al inserto presente en NY VAC-SHIV, asi
como los tamafos estimados de los fragmentos generados en las PCR que utilizan como molde el ADN de dicho
virus y el ADN correspondiente al virus NY VAC de tipo silvestre (WT) carente de inserto, aparecen representados en
la parte superior de la Figura 8. La parte inferior de dicha Figura 86 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
andlisis del inserto incluido en el virus NY VAC-SHIV presente en el stock P3 (NYVAC-89.6P-SIVgpn (P3)) (calle3),
que se comparé 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 la Figura 8, 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 las
muestras del virus recombinante cuya descripcion 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, mis corto que el del MVA-WT que, por su parte, da lugar a la banda de casi 900 pb que habria de esperarse
seglin las caracteristicas del locus de TK en este dltimo virus.

Ejemplo 4
Andlisis de la expresion de proteinas del SHIV a partir del NYVAC-89.6P-SIVgpn
4.1.- Transferencias tipo Western

La expresion de las proteinas 89.6P-gp120 y SIVgpn por el virus recombinante NY VAC-89.6P-SIVgpn fue analiza-
da 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, frac-
cionados mediante electroforesis en geles desnaturalizantes de poliacrilamida con SDS (SDS-PAGE), transferidos a
membranas de nitrocelulosa, y sometidos a la reaccion frente a un anticuerpo policlonal de conejo anti-gp120 (gene-
rado en el laboratorio de los inventores inmunizando conejos con la proteina gp120 del aislado IIIB), que es capaz
de reconocer la proteina gp120 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 y, por ello, la proteina de fusién SIVgpn. Como
controles positivos se utilizaron extractos procedentes de células infectadas con el virus MVA-SHIV (MVA.89.6P-
SIVgpn(P3)).

Como se muestra en la Figura 9, tanto la proteina 89.6-gp120 (fotografia de superior, marcada como “anti-gp120”)
como la protefna de fusién 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), asi 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 NY VAC generados.

4.2. Inmunotincion de placas

La expresion de las proteinas 89.6P-gp120 y SIVgpn por parte del recombinante NY VAC-89.6P-SIVgpn 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 10, muestran que mds del 98% 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-SIVp27”).
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Ejemplo 5
Control de los stocks virales enviados para los estudios de inmunizacion de macacos

De los stocks de virus recombinantes MVA-SHIV y NY VAC-SHIV obtenidos, se seleccionaron para ser utilizados
en estudios de inmunizacién de macacos los que se muestran a continuacién en la Tabla 3:

TABLA 3

Stocks de virus recombinantes seleccionados para estudios de inmunizacion en macacos

MVA-89.6P-SIVgpn

Stock Titulo (UFP/ml) | UFP totales enviadas Fecha de envio
P3 (20/06/03) 1,6 x 10° 75x 100 10/03/04
P3 (20/09/04) 8,75x 10° 5x10° 6/10/04
P3.1 (20/09/04) L1x10° 2,2x 107 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) 1,2x 107 72x 10° 10/03/04
P3.2 (25/02/04) 5x 10° 12x10° 6/10/04

La expresion de las proteinas 89.6P-gp120 y SIVgpn por los diferentes stocks de virus recombinantes MVA-
89.6P-SIVgpn y 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 uno de los stocks mencionados en la
Tabla 3. Los extractos celulares fueron recogidos a las 24 horas post-infeccién, fraccionados mediante electroforesis
en geles desnaturalizantes de poliacrilamida con SDS (SDS-PAGE), transferidos a membranas de nitrocelulosa, y
sometidos a la reaccidn frente a un anticuerpo policlonal de conejo anti-gp120 (generado en el laboratorio de los
inventores inmunizando conejos con la proteina gp120 del aislado IIIB), que es capaz de reconocer la proteina gp120
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 y, por ello, la proteina de fusién SIVgpn. Como control negativo se utiliz6 un extracto
de células en las que se habia simulado la infeccidn, es decir, que habian sido sometidas a los mismos pasos que las
células infectadas, pero que no habian recibido virus en la solucién con las que deberfan haber sido infectadas (extracto
M). La Figura 11 muestra los resultados de las inmunotinciones con cada uno de los anticuerpos, correspondiendo la
parte superior a la tincién con el anticuerpo anti-gp120 y la inferior a la tincién 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 inmunizacion y desafio posterior

Los ensayos que se describen a continuacién en los Ejemplos 5 y 6 se llevaron a cabo para evaluar la inmunoge-
nicidad y la eficacia de los vectores descritos en la presente patente de adicidn para proteger a simios inmunizados
con ellos frente al desarrollo de la enfermedad del sindrome de la inmunodeficiencia adquirida, con el 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 realizacién, se utilizaron macacos Rhesus (Macaca mulatta) adultos jévenes, que
habian demostrado ser negativos a la infeccién por SIV, retrovirus de simio y virus de leucemia de simio. Las condi-
ciones de estabulacidon y manejo de los animales siguieron las normas éticas establecidas por el mencionado centro de
experimentacion.

El estudio no sé6lo pretendi6 establecer correlaciones con la inmunogenicidad y eficacia que serian esperables al
utilizar los vectores de la patente principal como vacunas en seres humanos, sino que también intenté obtener datos
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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 de la presente
patente de adicién cuya construccidn y caracterizacién se ha descrito en los Ejemplos 1 y 2, MVA-89.6P-SIVgpn, al
que también se hard 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 el vector derivado de
NYVAC, denominado NY VAC-89.6P-SIVgpn, al que también se hara referencia en los Ejemplos siguientes median-
te la denominacidén general abreviada NY VAC-SHIV. Tanto el MVA-SHIV como el NY VAC-SHIV, que contienen el
mismo inserto, fueron administrados en dosis de refuerzo o potenciacion de la respuesta inmune (a las que se alude con
frecuencia mediante el término inglés boost) con posterioridad a la administracién de dosis de iniciacién o desencade-
namiento 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 y NYVAC-SHIV, el vector DNA-SHIV, que consta de dos
plasmidos de expresion, pcDNA-gp120.89.6p, que expresa la proteina gp120 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 realizacién del
estudio. Los detalles sobre el estudio y los resultados obtenidos se describen con mayor detalle a continuacién en los
Ejemplos 6y 7.

Ejemplo 6
Inmunizacion de los macacos y valoracion de la inmunidad generada

Los 21 macacos utilizados en el estudio fueron divididos en tres grupos (grupos 1, 2, y 3), cada uno compuesto
de 7 individuos. Cada uno de los grupos fue sometido a un protocolo de inmunizacién diferente, segin se muestra a

continuacion en la Tabla 4:

TABLA 4

Grupos de inmunizacion y tratamiento recibido

Grupo| N°de | INMUNIZACIONES DESAFiO:
macacos| Semana 0 |Semanad | Semana20 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 |SHIV89.6P
3 7 DNA-emp |DNA-emp |[NYVAC-WT NYVAC-WT SHIV89.6P

El grupo 3, de control, recibi6 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 recibi6 el vector NYVAC-WT, que carece igual-
mente 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 andloga 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 8 x 10° ufp, con
un titulo de 1 x 10° 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-gp12089.6p y 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 recibi6 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 NY VAC-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 contenfan 5 x 10® ufp, de manera que en cada
dosis se inocularon 5 x 10® 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,;
- en el caso del NYVAC-SHIV, P3.1 (29/01/04), con un titulo de 1,2 x 10° ufp/ml,;
- en el caso del NYVAC-WT, el stock con un titulo de 1 x 10° ufp/ml mencionado anteriormente.

En todos los casos, transcurridas 32 semanas después de recibir la primera dosis de inmunizacién, los macacos
fueron sometidos a lo que se conoce como un “desafio” o “reto” viral (traduccién del término inglés “challenge”), es
decir, se inocul6 a los animales por via intravenosa una dosis de 50-100 MID50 de SHIV89.6P, dilucién 1:1000 del
stock de Letvin (entendiendo como MIDS50 o “Monkey Infectious Dose” la cantidad de virus que es capaz de producir

infeccién en el 50% de los animales) y se observo la evolucion de cada animal.
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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 puncién 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 12 se
muestra un esquema del transcurso del estudio, en el que estan 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 inmunizacién (ADN y vectores derivados de poxvirus: NYVAC 6 MVA) y el momento en el que
se procedi6 al desafio con el virus SHIV89.6P.

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 e IL-4 en los animales de cada uno de los grupos y su evolucién en el tiempo, segln se
describe a continuacién.

La respuesta de citoquinas se evalué 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 utilizé 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 aminodcidos de
los que 10 aminodcidos son solapantes con el siguiente péptido, con los cuales queda representada la secuencia de la
proteina 89.6P-gp120. Para el ELISPOT de SIVgpn, los péptidos fueron sintetizados por SynPep Dublin (California,
Estados Unidos) y son grupos de 15 aminoédcidos 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 incubacién, 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 estimulacién
con péptidos especificos incluidos en las proteinas 89.6P-gp120 y SIVgpn. Esto es una medida de las células que
fueron estimuladas especificamente por la inoculacion de los vectores que expresaban dichas proteinas. Se realizaron
medidas por ELISPOT para detectar las SPF que expresaban IFN-y, IL-2 6 IL-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 13, en la que se ha utilizado una escala logaritmica en el eje de ordenadas. Los
nimeros que aparecen en el eje de abscisas indican el momento en el tiempo en el 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-SHIV); la segunda vertical de
puntos corresponde a muestras tomadas de macacos del grupo 2 (DNA-SHIV/NY VAC-SHIV); la tercera vertical de
puntos corresponde a muestras tomadas de ratones del grupo 3 (DNA-emp/NY VAC-WT). Cada punto representa el
valor obtenido para un macaco concreto, mientras los rectdngulos 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 mds 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 se consi-
deran insignificantes (20 SFC). Las flechas blancas indican la inoculacién 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 obteni-
dos en el grupo control, inmunizado con DNA/NY VAC sin insertos. Una vez producida la infeccién con el patégeno
SHIV89.6P, 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 14 se representan los valores medios del nimero 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 15 y 16, 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 15)
o IL-2 (Figura 16).

Se observa que, tanto en el grupo 1 (el que recibié el vector MVA-SHIV, el MVA-89.6P-SIVgpn, en las dosis de
potenciacién de la respuesta) (datos indicados mediante cuadrados con un vértice apuntando hacia arriba, 4-) como
en el grupo 2 (el que recibi6 el vector NYVAC-SHIV, el NYVAC-89.6P-SIVgpn, en las dosis de potenciacién de la
respuesta) (datos mediante cuadrados cuyos vértices conforman dos lineas paralelas, -m-), 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 tridngulos, ( +}. 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 (produccién de IFN-y) resulta claramente potenciada
al serles administrados a los macacos los vectores MVA-89.6P-SIVgpn y NY VAC-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-
gpl120y SIVgpn.
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Ejemplo 7
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 infeccidn generada por el virus SHIV89.6 en
relacion a la respuesta inmune evaluada en los ensayos descritos en el Ejemplo 6, se procedi6 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 habian inoculado el virus patégeno SHIV89.6P, asi como el
porcentaje que las células CD4+ y CD8+ suponian respecto al total de células mononucleares de sangre periférica
(PBMC).

7.1. - 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 infeccidén producida por el virus SHIV89.6P
inoculado. Valores por encima de 100.000 copias/ml se consideran que conducen al desarrollo en los macacos de
SIDA y a la muerte del animal, mientras que valores préximos a 10.000 copias/ml o inferiores mantienen al animal
sin aparentes efectos patégenos. La deteccién de una concentracion de copias virales inferior a ese valor puede consi-
derarse indicativo de que la respuesta inmune generada es capaz de conferir proteccidn en los modelos animales utili-
zados.

Por ello, se procedié a detectar el ARN del virus SHIV89.6P 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 niimero de copias virales por mililitro 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 17,
en la que aparecen tres graficos. El grafico 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 grafico de
la parte inferior derecha corresponde al grupo 2, inmunizado con DNA-SHIV/NY VAC-SHIV.

En dicha Figura puede apreciarse como, de los 7 macacos que recibieron la inmunizacién 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 respondi6 a la infeccién.

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 transcurri-
das 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/NY VAC-SHIV, 4 animales eliminaron completamente el virus antes
de las 20 semanas, concretamente transcurridas 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/potenciacién de la
respuesta) al ser utilizados en las dosis de refuerzo o potenciacion de la respuesta inmune generada.

7.2. - Porcentaje de células CD4+ y 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 reduccién en el nimero de estas células por debajo de 200 células por ml se considera un sintoma de
la 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 deteccién 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 0) y
con posterioridad a la inoculacién de dicho virus. Para llevar a cabo los ensayos, se utilizaron anticuerpos especificos
para cada una de las poblaciones, determindndose por FACS la proporcién de células CD4+ y CD8+ presentes. Los
resultados se muestran en la Figura 18.

En la parte superior de dicha Figura, la correspondiente al grupo inmunizado con DNA-SHIV/MVA-SHIYV, se
observa que 6 de los macacos mantenian niveles normales de células CD4+, similares a los de células CD8+, y s6lo 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/NY VAC-SHIV, se obtuvieron resultados similares: 6 animales mantenian niveles
normales de células CD4+ y 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 18, en 5 de los macacos los niveles de células CD4+ se redujeron
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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.

7.3. - 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 19 se representan los datos obtenidos transcurridos los intervalos de tiempo desde la infeccién, en semanas,
que se representan en el eje abscisas. En dicha Figura puede observarse como, transcurridas mas de 50 semanas
desde la infeccién 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, 4-) como los del grupo inmunizado con DNA-
SHIV/NYVAC-SHIV (datos indicados mediante cuadrados cuyos vértices conforman dos lineas paralelas, -m-), la
supervwenma de los macacos era del 100%, mientras que en el grupo control (datos indicados mediante tridngulos,
(+4+) alas 27 semanas desde la inoculacién 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 inoculacién de
dicho virus.

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 organizacién
genética en sus insertos y son capaces de expresar simultdneamente los antigenos 89.6P-gp120 y SIVgpn, han demos-
trado en el modelo de primates no humanos, los macacos Rhesus, que son unos excelentes vectores para ser utilizados
para la vacunacién 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 vacunacién
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 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 virus de la inmunodeficiencia de simio, SIV, estando la
secuencia de nucleétidos correspondiente a la proteina Env y la secuencia de nucleétidos correspondiente a la proteina
de fusién 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 segtin la reivindicacion 1, en el que la secuencia de nucleétidos
correspondiente a la proteina Env y la secuencia de nucleétidos correspondiente a la proteina de fusién Gag-Pol-Nef
se encuentran insertadas en el locus 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 nu-
cleétidos correspondiente a la proteina Env como las secuencias utilizadas para generar la secuencia de nucleétidos
correspondiente a la proteina de fusién 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.

4. Un vector recombinante derivado del virus MVA segtin la reivindicacién 3, en el que la secuencia de nucleétidos
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 tltimo triplete correspondiente a la proteina gp 120.

5. Un vector recombinante derivado del virus MVA segtin cualquiera de las reivindicaciones 3 y 4, en el que la
secuencia de nucledtidos que codifica la proteina de fusién Gag-Pol-Nef no se proteoliza por accién de la proteasa
retroviral.

6. Un vector recombinante derivado del virus MVA segtin cualquiera 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 fusion Gag-Pol-Nef son promotores idénticos que permiten la expresion de la proteina de fusién 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 segun la reivindicacién 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 segun las reivindicaciones 1 a 7, en el que la secuencia de nucle6tidos correspondiente
a la proteina Env y la secuencia de nucledtidos correspondiente a la proteina de fusiéon Gag-Pol-Nef se encuentran
insertadas en el locus de la timidina quinasa de forma que se inactiva dicho gen, la secuencia de nucleétidos corres-
pondiente 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 dltimo triplete correspondiente a la proteina gp 120, la secuencia de nucleétidos que codifica
la proteina de fusién Gag-Pol-Nef da lugar a una poliproteina que no se proteoliza por accién de la proteasa retroviral
y 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.

9. Un vector recombinante segtin la reivindicacién 8, en el que tanto la secuencia de nucleétidos 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 del virus quimérico SHIV89.6P.

10. Un vector recombinante segun la reivindicacién 9, en el que la secuencia de nucleétidos correspondiente a la
proteina Env esté representada por SEQ ID NO: 3.

11. Un vector recombinante segun la reivindicacién 9, en el que la secuencia de nucledtidos correspondiente a la
proteina de fusion Gag-Pol-Nef estd representada por SEQ ID NO: 4.

12. Un vector recombinante segtn las reivindicaciones 10 y 11 que comprende un inserto cuya secuencia estd
representada por SEQ ID NO: 5.

13. Una composicién que comprende al menos un vector recombinante seglin una cualquiera de las reivindicacio-
nes 1 al2.

14. Una composicién segun la reivindicacién 13 que comprende adicionalmente al menos un vehiculo farmacéuti-
camente aceptable.

15. Uso de un vector recombinante derivado del virus MVA segtin una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 12
o de una composicién segtin una cualquiera de las reivindicaciones 13 6 14 para evaluar la eficacia como vacuna de
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un vector derivado del virus MVA, disefiado para ser utilizado en seres humanos, que presenta la misma estructura de
organizacion génica, sitio de insercién y promotores que el primer vector.

16. Uso segtn la reivindicacién 15, en el que la eficacia como vacuna de un vector derivado de MVA, disefiado
para ser utilizado en seres humanos, se evalda tras administrar a macacos un vector recombinante derivado del virus
MVA con la misma estructura de organizacion génica, sitio de insercién y promotores que el vector disefiado para ser
utilizado en seres humanos, o una composicién que lo comprende.

17. Uso segun la reivindicacion 16, en el que la eficacia como vacuna de un vector derivado de MVA, disefiado
para ser utilizado en seres humanos, se evalda a partir de la capacidad para controlar 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 con la misma estructura de organizacién génica, sitio de insercién y
promotores que el vector disefiado para ser utilizado en seres humanos, o una composicion que lo comprende.

18. Uso segtin la reivindicacién 17, en el que la capacidad para controlar el desarrollo de sindrome de inmuno-
deficiencia 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 con la misma estructura de organizacién génica, sitio de insercién y promoto-
res que el vector disefiado para ser utilizado en seres humanos, o una composicién que lo comprende, se evalda tras
inocular a los macacos una forma patdgena de un virus quimérico de la inmunodeficiencia de simio y humana, SHIV,
con posterioridad a la administracién del vector recombinante derivado del virus MVA o de la composicién que lo
comprende.

19. Uso segtn la reivindicacién 18, en el que la capacidad para controlar el desarrollo de sindrome de inmuno-
deficiencia 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 evalia mediante la valoracién del nime-
ro de copias de ARN del virus SHIV inoculado presentes en el plasma de los macacos transcurridos al menos 10 dias
desde el momento de la inoculacién del virus SHIV.

20. Uso segun la reivindicacién 19, en el que la forma patégena de virus quimérico de la inmunodeficiencia de
simio y humana inoculada es el SHIV89.6P.

21. Uso segtin la reivindicacion 20, en el que el SHIV89.6P se inocula por via intravenosa.

22. Uso segun la reivindicacién 21, en el que el vector recombinante derivado del virus MVA que se ha adminis-
trado a los macacos previamente a la inoculacidon del SHIV89.6P es un vector de la reivindicacién 12.

23. Uso segtin la reivindicacién 22, en el que el vector disefiado para ser utilizado como vacuna en seres humanos
MVA que presenta la misma estructura de organizacién génica, sitio de inserciéon y promotores que el vector de la
reivindicacion 12 es el vector MVA-B y/o el vector MVA-C.

24. Uso segtin la reivindicacion 23, en el que el vector de la reivindicacién 12 se administra a los macacos en una
0 mas dosis de vacunacién de potenciacién de la respuesta inmune.

25. Uso segun la reivindicacién 24, en el que el vector de la reivindicacion 12 se administra a los macacos en la
tercera dosis de vacunacion.

26. Uso segtin la reivindicacion 25, en el que el vector de la reivindicacién 12 se administra a los macacos adicio-
nalmente en una cuarta dosis de vacunacion.

27. Uso segun cualquiera de las reivindicaciones 25 6 26, en el que el vector de la reivindicacién 12 estd ausente
de la primera y/o de la segunda dosis de vacunacién administradas a los macacos.

28. Uso segtn la reivindicacién 27, en el que el vector de la reivindicacion 12 estd ausente de la primera y de la
segunda dosis de vacunacién administradas a los macacos.

29. Uso segtn la reivindicacién 28, en el que la primera y la segunda dosis de vacunacién comprenden un vector
de ADN desnudo a partir del cual pueden expresarse en los macacos antigenos del SHIVE9.6P.

30. Uso segtin la reivindicacidn 24, en el que el vector de la reivindicacion 12 se administra por via intramuscular.

31. Un vector recombinante derivado del virus NYVAC que presenta la misma estructura de organizacién génica,
sitio de insercidén y promotores que un vector de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 12.

32. Un vector recombinante derivado del virus NY VAC segtin la reivindicacién 31 que comprende un inserto cuya
secuencia estd representada por SEQ ID NO: 5.

33. Uso de un vector recombinante derivado del virus NY VAC segtin una cualquiera de las reivindicaciones 31 6
32 que presenta la misma estructura de organizacién génica, sitio de insercién y promotores que el vector derivado de
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MVA de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 12 como control en un procedimiento en el que se evalda la eficacia
como vacuna de un vector derivado del virus MVA, disefiado para ser utilizado en seres humanos, mediante el uso del
vector de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 12 que presenta la misma estructura de organizacién génica, sitio
de insercion y promotores que el vector derivado de MVA disenado para ser utilizado en seres humanos.

34. Uso de un vector recombinante derivado del virus NYVAC segun la reivindicacién 33 en el que el vector
recombinante derivado del virus NYVAC es el vector de la reivindicacién 32 y el vector recombinante derivado de
MVA que se utiliza en el procedimiento en el que se evalda la eficacia como vacuna de otro vector recombinante
derivado del virus MVA, disefiado para ser utilizado en seres humanos, es un vector recombinante de la reivindicacién
12.

35. Uso segun la reivindicacién 34, en el que se evalia la eficacia como vacuna del vector MVA-B y/o del vector
MVA-C.

36. Un pldsmido 1til como intermedio en la obtencién de un vector segtin una cualquiera de las reivindicaciones 1
a 12 y/o en su caracterizacidn que posee un inserto con las mismas secuencias codificantes que el vector recombinante
derivado de MVA en cuya obtencién se pueda utilizar, secuencias que se encuentran bajo el control de promotores
idénticos situados en la misma disposicion 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 insercién
en el genoma del vector recombinante y, en el otro extremo, por una secuencia mds corta correspondiente al extremo
contrario de dicho locus, presentando el plasmido adicionalmente un gen marcador situado entre la secuencia corta
flanqueante del inserto y 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 andloga a la del dltimo plasmido
representado en la Fig. 4b.

37. Plasmido segun la reivindicacién 36, 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 8§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.

38. Plasmido segtin la reivindicacién 37, que es el plasmido pLZAW 1-89.6P-SIVgpn-18.
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<110> CONSEJO SUPERIOR DE INVESTIGACIONES CIENTIFICAS

ES 2 282 041 B1

LISTA DE SECUENCIAS

<120> MEJORAS INTRODUCIDAS EN EL OBJETO DE LA PATENTE PRINCIPAL N° ES200501841 PARA
“VECTORES RECOMBINANTES BASADOS EN EL VIRUS MODIFICADO DE ANKARA (MVA) CO-

MO VACUNAS PREVENTIVAS Y TERAPEUTICAS CONTRA EL SIDA”

<130> P-100403

<160> 20

<210> 1

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial
<220>

<221> Cebador

<223> TK-L

<400>

tgattagttt gatgcgattc

<210>2

<211> 17

<212> ADN

<213> Secuencia artificial
<220>

<221> Cebador

<223> TK-R2

<400>

ctgccgtatc aaggaca

<210>3
<211> 1515
<212> ADN

20

17

<213> Secuencia artificial derivada del gen Env del virus SHIV89.6P, carente de nucleétidos correspondientes a la

proteina gp41
<220>

<221> Secuencia codificante

<223> 89.6P-gp120
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<400>

atg
Met

tce
Ser

gag
Glu

aac
Asn

ggc
Gly

gac
Asp

gtg
Val

agc
Ser

atc
Ile

aag
Lys

gce
Ala

gcc
Ala

acc
Thr

cccC
Pro

gtg
Val

gcc
Ala

gtg
Val

aac
Asn

atc
Ile

acc
Thy

tgg
Trp

agg
Arg

aac
Asn

tgc
Cys

atc
Ile

gtg
Val

atg
Met

cta
Leu

acc
Thr

tgg
Trp

gtg
vVal

atc
Ile

ctg
Leu

ggc
Gly

aac
Asn

acc
Thr

cct
Pro

ctg
Leu

cag
Gln

999
Gly

gcg
Ala

acc
Thr

gcc
Ala

acc
Thr

agc
Ser

aac
Asn

atg
Met

aag
Lys

agc
Ser

aaa
Lys

aag
Lys

tgc
Cys

tct
Ser

acc
Thr
25

acc
Thr
45

acc
Thr

gag
Glu
85

ctg
Leu
105

tgc
Cys
125

atg
Met
145

gtg
Val
165

aac
Asn
185

gtg
Val
205

tgc
Cys
225

acc
Thr
245

ctg
Leu

gag
Glu

ctg
Leu

cac
His

aac
Asn

tgg
Trp

acc
Thr

gag
Glu

aag
Lys

acc
Thr

agc
Ser

aac
Asn

cac
His

caa
Gln

aag
Lys

ttc
Phe

gcc
Ala

ttc
Phe

gac
Asp

aac
Asn

gag
Glu

aag
Lys

aag
Lys

ttc
Phe

aac
Asn

ggc
Gly

ccg
Pro

ctg
Leu

tgc
Cys

tgc
Cys

aat
Asn

gag
Glu

ctg
Leu

ggc
Gly

gag
Glu

tac
Tyr

cag
Gln

aag
Lys

atc
Ile
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ctg
Leu

tgg
Trp

gcc
Ala

gtg
val

atg
Met

agc
Ser

aac
Asn

gag
Glu

tac
Tyr

agg
Arg

cce
Pro

acc
Thr

agg
Arg

gcc
Ala
10

gtg
val
30

agc
Ser
50

cce
Pro
70

tgg
Trp
90

ctg
Leu
110

atc
Ile
130

atc
Ile
150

gcc
Ala
170

ctg
Leu
190

atc
Ile
210

ttc
Phe
230

ccc
Pro
250

acc
Thr

acc
Thr

gac
Asp

acc
Thr

aag
Lys

aag
Lys

acc
Thr

aag
Lys

ctg
Leu

att
Ile

cce
Pro

aac
Asn

gtg
Val

ttg
Leu

gtg
Val

gce
Ala

gac
Asp

aac
Asn

cce
Pro

aag
Lys

aac
Asn

ttc
Phe

agc
Ser

atc
Ile

ggc
Gly

gtg
Val

tac
Tyr

tac
Tyr

aaa
Lys

ccc
Pro

aac
Asn

tgc
Cys

aac
Asn

tgc
Cys

aac
Asn

tgc
Cys

cac
His

agc
Ser

tct
Ser

ctg
Leu

tac
Tyr

gcc
Ala

aac
Asn

atg
Met

gtg
Val

acc
Thr

agc
Ser

agg
Arg

aac
Asn

tac
Tyr

ggc
Gly

acc
Thr

ctg
Leu
15

ggc
Gly
35

tac
Tyr
55

cce
Pro
75

gtg
val
95

aag
Lys
115

acc
Thr
135

ttc
Phe
155

ctg
Leu
175

acc
Thr
195

tgc
Cys
215

cce
Pro
235

cag
Gln
255

gg9
Gly

gtg
Val

gac
Asp

cag
Gln

gac
Asp

ctg
Leu

aac
Asn

tac
Tyr

gac
Asp

agc
Ser

gtg
Val

tgc
Cys

ctg
Leu

atg
Met

ccc
Pro

acc
Thr

gag
Glu

cag
Gln

acc
Thr

ctg
Leu

atc
Ile

gtg
Val

<Q
Wt

cce
Pro

acc
Thr

ctg
Leu

ctg
Leu

gtg
val

gag
Glu

gtg
Val

atg
Met

ccc
Pro

acc
Thr

acc
Thr

gtg
Val

att
Ile

gcc
Ala

aac
Asn

ctg
Leu

gtc
Val

tgg
Trp

gtg
Val

gtg
Val

cac
His

ctg
Leu

agc
Ser

acc
Thr

ccc
Pro

acc
Thr

ggc
Gly

gtg
Val

aac
Asn

gct
Ala
20

agg
Arg
40

cac
His
60

ctg
Leu

gag
Glu
100

tgc
Cys
120

agc
Ser
140

tce
Ser
160

gtg
Val
180

cag
Gln
200

ttc
Phe
220

agce
Ser
240

ggc
Gly
260

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780
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agc
Ser

atc
Ile

agg
Ar

gac
Asp

atc
Ile

ggc
Gly

aac
Asn

ggc
Gly

gtg
vVal

acce
Thr

agg
Arg

gtg
val

gag
Glu

<210> 4

ctg
Leu

atc
Ile

gag
Glu

atc
Ile

gtc
Val

ggc
Gly

acc
Thr

aac
Asn

ggc
Gly

ggc
Gly

cce
Pro

agg
Arg

aag
Lys

<211> 4218
<212> ADN

<213> Secuencia artificial derivada del virus SHIV89.6P mediante modificaciones en las partes correspondientes a
los antigenos Gag, Pol y Nef

<220>

gcc
Ala

gtg
Val

agg
Arg

agg
Arg

atc
Ile

gac
Asp

gcc
Ala

gac
Asp

aag
Lys

ctg
Leu

ggc
Gly

atc
Ile

agg
Arg

gaa
Glu

cag
Gln

ctg
Leu

cag
Gln

aag
Lys

ccce
Pro

cag
Gln

atc
Ile

gcc
Ala

ctg
Leu

ggc
Gly

gag
Glu

tag

gag
Glu
265

ctg
Leu
285

agc
Ser
305

gce
Ala
325

ctg
Leu
345

gag
Glu
365

ctg
Leu
385

atc
Ile
405

atg
Met
425

ctg
Leu
445

ggc
Gly
465

ccc
Pro
485

taa

505

<221> Secuencia codificante

<223> SIVgpn

gac
Asp

aac
Asn

atc
Ile

cac
His

agg
Arg

atc
Ile

ttc
Phe

acc
Thr

tac
Tyr

act
Thr

gac
Asp

atc
Ile

atc
Ile

gag
Glu

ggc
Gly

tgc
Cys

gag
Glu

gtg
vVal

aac
Asn

ctg
Leu

gce
Ala

cgce
Arg

atg
Met

ggc
Gly

gtg
Val

agce
Ser

cce
Pro

aac
Asn

aag
Lys

atg
Met

agc
Ser

cag
Gln

cct
Pro

gac
Asp

agg
Arg

gtg
vVal
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atc
Ile

gtg
Val

ggc
Gly

atc
Ile

ttc
Phe

cac
His

acc
Thr

tgc
Cys

ccce
Pro

ggc
Gly

gac
Asp

gce
Ala

agg
Arg
270

gtg
Val
290

agg
Arg
310

agc
Ser
330

agg
Arg
350

agce
Ser
370

tagg
Trp
390

agg
Arg
410

atc
Ile
430

ggc
Gly
450

aac
Asn
470

cece
Pro
490

agc
Ser

att
Ile

gcc
Ala

agg
Arg

aac
Asn

ttc
Phe

aac
Asn

atc
Ile

acc
Thr

aac
Asn

tgg
Trp

acc
Thr

gag
Glu

aac
Asn

ttc
Phe

gce
Ala

aag
Lys

aac
Asn

gtg
Val

aag
Lys

ggc
Gly

agc
Ser

agg
Arg

agg
Arg

gac
Asp

tgc
Cys

tac
Tyr

aag
Lys

acc
Thr

tgc
Cys

gcc
Ala

cag
Gln

cag
Gln

acc
Thr

agc
Ser

gce
Ala

gce
Ala

tgg
Trp

atc
Ile

ggc
Gly

ggc
Gly

atc
Ile

atc
Ile

gag
Glu

gag
Glu

aag
Lys

acc
Thr
275

agg

r Arg

295

agg
Arg
318

aac
Asn
335

gcce
Ala
355

ggc
Gly
375

ggc
Gly
395

atc
Ile
415

agg
Arg
435

acc
Thr
455

ctg
Leu
475

agg
Arg
495

gac
Asp

cce
Pro

agg
Arg

aac
Asn

ttc
Phe

gag
Glu

acc
Thr

aac
Asn

tgc
Cys

gag
Glu

tac
Tyr

agg
Arg

aac
Asn

aac
Asn

aac
Asn

acc
Thr

aac
Asn

ttc
Phe

aac
Asn

atg
Met

agc
Ser

acc
Thr

aag
Lys

acc
Thr

gtg
val

aac
Asn

atc
Ile

ctg
Leu

cag
Gln

ttc
Phe

ggc
Gly

tgg
Trp

agc
Ser

gag
Glu

tac
Tyr

gtg
Val

aag
Lys

aac
Asn

atc
Ile

cag
Gln

agce
Ser

tac
Tyr

acc
Thr

cag
Gln

aac
Asn

atc
Ile

aag
Lys

cag
Gln

acc
Thr
280

acc
Thr
300

ggc
Gly
320

cag
Gln
340

agc
Ser
360

tgc
Cys
380

gag
Glu
400

aag
Lys
420

atc
Ile
440

ttce
Phe
460

gtg
Val
480

agg
Arg
500

840

900

960

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1380

1440

1500

1515
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<400>
atg
Met

ctg
Leu

ctg
Leu

ctg
Leu

acc
Thr

aag
Lys

acc
Thr

ggc
Gly

atc
Ile

tgc
Cys

cag
Gln

cce
Pro

agc
Ser

aac
Asn

cgc
Arg

agg
Arg

gac
Asp

agce
Ser

<\
ot
—Q

cag
Gln

agce
Ser

ggc
Gly

gag
Glu

acc
Thr

atc
Ile

gcc
Ala

agc
Ser

atc
Ile

gtg
Val

cce
Xo

agg
Arg

gtg
Val

tgc
Cys

atc
Ile

agg
Arg

aac
Asn

gag
Glu

cct
Pro

atc
Ile

cct
Pro

gtg
Val

tac
Tyr

agg
Arg

aac
Asn

ttc
Phe

ctg
Leu

gtg
Val

gtg
Val

cce
Pro

tac
Tyr

aag
Lys

tac
Tyr

agg
Arg

cag
Gln

gac
Asp

agg
Arg

aac
Asn

ggc
Gly
25

ggc
Gly
45

gcc
Ala
65

atc
Ile
85

cag
Gln
105

acc
Thr
125

gtg
Val
145

aag
Lys
165

gac
Asp
185

gac
Asp
205

cag
Gln
225

gag
Glu
245

agg
Arg
265

agc
Ser

aag
Lys

ctg
Leu

ccc
Pro

tgg
Trp

agg
Arg

gcc
Ala

cac
His

ttc
Phe

atc
Ile

atc
Ile

ggc
Gly

cag
Gln

tgg
Trp

gtg
Val

aag
Lys

gcc
Ala

ctg
Leu

tgc
Cys

cac
His

cce
Pro

ctg
Leu

ggce
Gly

aac
Asn

atc
Ile

cag
Gln

atc
Ile

atc
Ile

ctg
Leu

aag
Lys

gag
Glu

gtg
Val

atc
Ile

ctg
Leu

agc
Ser

ccc
Pro

gcc
Ala

cag
Gln

aac
Asn

ctg
Leu

cag
Gln

cag
Gln
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agc
Ser

tat
Tyr

agc
Ser

ccce
Pro

cac
His

gtg
Val

tcc
Ser

ctg
Leu

gag
Glu

atg
Met

gag
Glu

agg
Arg

ctg
Leu

ggc
Gly
10

atg
Met
30

ctg
Leu
50

acc
Thr
70

gcc
Ala
90

gtg
Val
110

ggc
Gly
130

agc
Ser
150

gtg
Val
170

ctg
Leu
190

gag
Glu
210

gag
Glu
230

atg
Met
250

ggc
Gly
270

aag
Lys

ctg
Leu

ctg
Leu

ggc
Gly

gag
Glu

gag
Glu

cgc
Arg

ccc
Pro

gtg
Val

aac
Asn

gcc
Ala

cce
Pro

tac
Tyr

ctc
Leu

aag
Lys

aag
Lys

gag
Glu

agc
Ser

gag
Glu

acc
Thr

ggc
Gly

agg
Arg

ccc
Pro

tgc
Cys

gcc
Ala

agc
Ser

agg
Arg

cag
Gln

gcc
Ala

cac
His

aac
Asn

gag
Glu

aag
Lys

ggc
Gly

ggc
Gly

acc
Thr

ggc

gac
Asp

ggc
Gly

cag
Gln

aag
Lys

gac
Asp

gtg
Val

aag
Lys

aac
Asn

gtg
Val

acc
Thr

aac
Asn

ctg
Leu

ttc
Phe

ggc
Gly

tgg
Trp

agc
Ser

cag
Gln

tgc
Cys

gag
Glu
15

gtg
Val
35

gag
Glu
55

ctg
Leu
75

aag
Lys
95

acc
Thr
115

tac
Tyr
135

aac
Asn
155

cag
Gln
175

gac
Asp
195

gac
Asp
215

gac
Asp
235

aac
Asn
255

gtg
Val
275

ctg
Leu

tgg
Trp

ggc
Gly

aag
Lys

cac
His

gag
Glu

cce
Pro

gcc
Ala

gce
Ala

cac
His

ctg
Leu

atc
Ile

cct
Pro

agg
Arg

gag
Glu

gcc
Ala

tgc
Cys

agc
Ser

acc
Thr

acc
Thr

gtg
Val

tgg
Trp

ctg
Leu

cag
Gln

cag
Gln

gcc
Ala

atc
Ile

atg
Met

aag
Lys

gcc
Ala

cag
Gln

ctg
Leu

gag
Glu

atg
Met

cag
Gln

gtg
val

agc
Ser

gcc
Ala

cac
His

ggc
Gly

ccce
Pro

tac
Tyr

atc
Ile

aac
Asn

aag
Lys

tac
Tyr

gag
Glu

ccc
Pro

cag
Gln

aag
Lys

gag
Glu

gcc
Ala

cct
Pro

acc
Thr

gtg
Val

aac
Asn

agg
Arg
20

gag
Glu
40

atc
Ile
60

aac
Asn
80

gce
Ala
100

aag
Lys
120

atc
Ile
140

ctg
Leu
160

ggc
Gly
180

atg
Met
200

cag
Gln
220

aca
Thr
240

ggc
Gly
260

cce
Pro
280

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840
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aca
Thr

ttc
Phe

acc
Thr

aac
Asn

gct
Ala

gce
Ala

cac
His

gac
Asp

aaa
Lys

cce
Pro

aga
Arg

cct
Pro

gag
Glu

cac
His

aac
Asn

cece
Pro

aac atc
Asn Ile

tac aag
Tyr Lys

ctg ctg
Leu Leu

cce ace
Pro Thr

agg ctg
Arg Leu

gce cag
Ala Gln

agc gcc
Ser Ala

cac gtg
His Val

gaa gcc
Glu Ala

aga gga
Arg Gly

aaa gca
Lys Ala

caa ttc
Gln Phe

gtg ctg
Val Leu

tac acc
Tyr Thr

gtg gag
vVal Glu

atc aac
Ile Asn

ctg
Leu

agc
Ser

atc
Ile

ctg
Leu

atg
Met

cag
Gln

agg
Arg

atg
Met

ccg
Pro

cce
Pro

gag
Glu

tct
Ser

ctg
Leu

ccc
Pro

atc
Ile

atc
Ile

gac
Asp
285

ctg
Leu
305

cag
Gln
325

gag
Glu
345

gce
Ala
365

agg
Arg
385

cag
Gln
405

gce
Ala
425

caa
Gln
445

agc
Ser
465

aga
Arg
485

ctt
Leu
505

aac
Asn
525

aag
Lys
545

gag
Glu
565

tte
Phe
585

gtg
Val

agg
Arg

aac
Asn

gag
Glu

gag
Glu

gga
Gly

tgc
Cys

aag
Lys

ttt
Phe

tgt
Cys

aag
Lys

tgg
Trp

acc
Thr

atc
Ile

gtg
Val

ggce
Gly

aaqg
Lys

gee
Ala

gee
Ala

atg
Met

gct
Ala

cce
Pro

agyg
Arg

tgce
Cys

cce
Pro

gga
Gly

cag
Gln

agg
Arg

ggc
Gly

gtg
Val

cty
Leu

agg
Arg

ES 2 282 041 B1

cag gga
Gln Gly

gag cag
Glu Gln

aac ccc
Asn Pro

ctg acc
Leu Thr

ctg aag
Leu Lys

agg aag
Arg Lys

gce cce
Ala Pro

cce gac
Pro Asp

cat ggc
His Gly

tet get
Ser Ala

aga gaa
Arg Glu

aga cca
Arg Pro

gce gac
Ala Asp

ggc ggc
Gly Gly

ggc aag
Gly Lys

aac ctg
Asn Leu

cca
Pro
290

acc
Thr
310

gac
Asp
330

gce
Ala
350

gag
Glu
370

cee
Pro
390

agg
Arg
410

agg
Arg
430

tca
Ser
450

aaa
Lys
470

gce
Ala
490

gta
Val
510

gac
Asp
530

atc
Ile
550

agg
Arg
570

ctg
Leu
590

aag
Lys

gac
Asp

tgc
Cys

tge
Cys

gce
Ala

atc
Ile

agg
Arg

cag
Gln

agt
Ser

gaa
Glu

tta
Leu

gtg
Val

agce
Ser

gge
Gly

atc
Ile

acc
Thr

gag
Glu

gce
Ala

aag
Lys

cag
Gln

ctyg
Leu

aaqg
Lys

cag
Gln

gce
Ala

gca
Ala

cta
Leu

caa
Gln

acc
Thr

atc
Ile

ggce
Gly

aag
Lys

gee
Ala

cce
Pro

gce
Ala

ctg
Leu

ggc
Gly

gce
Ala

tgc
Cys

gge
Gly

ggt
Gly

tca
Ser

cat
His

gga
Gly

gece
Ala

gtg
Val

tte
Phe

ggc
Gly

ctg
Leu

tte
Phe

gtg
Val

gtg
Val

gtg
Val

cce
Pro

tgg
Trp

tgce
Cys

ttt
Phe

999
Gly

gca
Ala

ggt
Gly

cac
His

acc
Thr

atc
Ile

acc
Thr

ggc
Gly

cag
Gln
295

aag
Lys
315

ctyg
Leu
335

ggc
Gly
355

gtg
Val
375

aac
Asn
395

tgg
Trp
415

agg
Arg
435

gct
Ala
455

gtt
Val
475

gac
Asp
495

atc
Ile
515

ggc
Gly
535

aac
Asn
555

atc
Ile
575

atg
Met
595

tca
Ser

aac
Asn

aag
Lys

ggc
Gly

cce
Pro

tgc
Cys

aag
Lys

cct
Pro

gat
Asp

999
Gly

aga
Arg

gag
Glu

atc
Ile

aca
Thr

atg
Met

age
Ser

tat
Tyr

tgyg
Trp

ggce
Gly

cce
Pro

atc
Ile

ggc.

Gly

tgce
Cys

tgg
Trp

gee
Ala

caa
Gln

gga
Gly

gge
Gly

gag
Glu

aag
Lys

acc
Thr

ctg
Leu

gtg
Val

atg
Met

ctg
Leu

ggc
Gly

cce
Pro

aag
Lys

ggce
Gly

tce
Ser

aac
Asn

gca
Ala

ttt
Phe

cag
Gln

ctg
Leu

gag
Glu

ggc
Gly

aac
Asn

gac
Asp

acc
Thr

ggc
Gly

cag
Gln

ttc
Phe

gag
Glu

aag
Lys

atg
Met

tgc
Cys

gca
Ala

gct
Ala

cce
Pro

gga
Gly

tac
Tyr

gac
Asp

ttc
Phe

agg
Arg
300

cag
Gln
320

gtg
val
340

aag
Lys
360

gece
Ala
380

ggc
Gly
400

atg
Met
420

g9g
Gly
440

tce
Ser
460

gag
Glu
480

gca
Ala
500

gtg
val
520

cece
Pro
540

aag
Lys
560

acc
Thr
580

cce
Pro
600

900

960

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1380

1440

1500

1560

1620

1680

1740

1800
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atc
Ile

aag
Lys

gag
Glu

gcc
Ala

agg
Arg

aag
Lys

gac
Asp

ccc
Pro

agc
Ser

tgg
Trp

tac
Tyr

agg
Ar

ctg
Leu

gag
Glu

gag
Glu

gag
Glu

gcc
Ala

cag
Gln

aag
Lys

atc
Ile

gtg
Val

aag
Lys

atg
Met

ggc
Gly

gac
Asp

gac
Asp

gag
Glu

ctg
Leu

agg
Arg

gac
Asp

ggc
Gly

aag
Lys

aag
Lys

tgg
Trp

gac
Asp

aag
Lys

aca
Thr

gag
Glu

tac
Tyr

atc
Ile

gag
Glu

gac
Asp

gcc
Ala

gag
Glu

cag
Gln

ggc
Gly

cag
Gln

gag
Glu

gtg
Val

cct
Pro

ggc
Gly

aag
Lys

cag
Gln

aag
Lys

ctg
Leu

aga
Arg

gcc
Ala

ccc
Pro

tac
Tyr

gag
Glu

aag
Lys

agc
Ser

aag
Lys

aag
Lys

gag
Glu
605

ctg
Leu
625

cag
Gln
645

aag
Lys
665

gac
Asp
685

ggc
Gly
705

gag
Glu
725

tac
Tyr
745

cag
Gln
7€5

tgg
Trp
785

gcc
Ala
805

ggc
Gly
825

ctg
Leu
845

agc
Ser
865

tac
Tyr
885

ctg
Leu
905

ccc
Pro

agc
Ser

ctg
Leu

gac
Asp

ttc
Phe

ggc
Gly

aag
Lys

ccce
Pro

gag
Glu

ggc
Gly

aga
Arg

atg
Met

ctg
Leu

cag
Gln

aac
Asn

gcc
Ala

gtg
Val

aag
Lys

gag
Glu

aag
Lys

acc
Thr

ctg
Leu

gag
Glu

aag
Lys

gac
Asp

gag
Glu

tac
Tyr

ggc
Gly

agg
Arg

agc
Ser

cag
Gln

tac
Tyr

aag
Lys

gag
Glu

gag
Glu

aac
Asn

gag
Glu

gag
Glu

gag
Glu

acc
Thr

gag
Glu

gtg
Val

ccc
Pro

ggc
Gly

gcc
Ala

ctg
Leu

ggc
Gly

agg
Arg
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gtg
val

aag
Lys

gcc
Ala

aag
Lys

ggc
Gly

ggc
Gly

ttc
Phe

agg
Arg

ctg
Leu

gag
Glu

gcc
Ala

agg
Arg

ggc
Gly

cag
Gln

aag
Lys

gcc
Ala
610

atc
Ile
630

cct
Pro
650

tgg
Trp
670

cag
Gln
690

atc
Ile
710

atc
Ile
730

ggc
Gly
750

cac
His
770

gcc
Ala
790

gag
Glu
810

atc
Ile
830

ggc
Gly
850

ggc
Gly
870

tac
Tyr
890

cag
Gln
910

ctg
Leu

gtg
Val

cce
Pro

agg
Arg

ctg
Leu

tac
Tyr

atc
Ile

tgg
Trp

tac
Tyr

tgg
Trp

ctg
Leu

agc
Ser

gag
Glu

ctg
Leu

atg
Met

aac
Asn

aag
Lys

gcc
Ala

acc
Thr

atg
Met

ggc
Gly

tac
Tyr

ccce
Pro

ctg
Leu

ctg
Leu

aag
Lys

gag
Glu

atg
Met

acc
Thr

ggc
Gly

aac
Asn

atg
Met

ccce
Pro

ctg
Leu

aac
Asn

ctg
Leu

atc
Ile

agc
Ser

gac
Asp

tgg
Trp

atg
Met

ttt
Phe

gce
Ala

agg
Arg

tac
Tyr

aag
Lys

acc
Thr

gac
Asp

ggc
Gly

agg
Arg

ccc
Pro

atc
Ile

cct
Pro

gcc
Ala

tgg
Trp

aag
Lys

cag
Gln

gac
Asp

agc
Ser

agg
Arg

ggc
Gly

ggc
Gly

ccce
Pro

gac
Asp

aag
Lys
615

gaa
Glu
635

tac
Tyr
655

gac
Asp
675

cac
His
695

agg
Arg
715

cag
Gln
735

ctg
Leu
755

ccc
Pro
775

ccc
Pro
795

cag
Gln
815

agc
Ser
835

agg
Arg
855

ctg
Leu
875

tgg
Trp
895

atc
Ile
915

gac
Asp

atc
Ile

aac
Asn

ttc
Phe

ccce
Pro

agg
Arg

gac
Asp

gtg
vVal

gcc
Ala

acc
Thr

gcc
Ala

aag
Lys

ctg
Leu

agc
Ser

agg
Arg

gac
Asp

ggc
Gly

tgc
Cys

acc
Thr

agg
Arg

gcc
Ala

cac
His

tac
Tyr

ccce
Pro

cag
Gln

ctg
Leu

tgc
Cys

ccc
Pro

ctg
Leu

agce
Ser

aac
Asn

gag
Glu

cce
Pro

gag
Glu

cce
Pro

gag
Glu

ggc
Gly

agg
Arg

acc
Thr

gtg
Val

acc
Thr

gcc
Ala

cag
Gln

gcc
Ala

ggc
Gly

agg
Arg

cce
Pro

gag
Glu

aag
Lys

aag
Lys

acc
Thr

ctg
Leu

ctg
Leu

atc
Ile

agc
Ser

aac
Asn

agc
Ser

tac
Tyr

agg
Arg

ggc
Gly

gag
Glu

agc
Ser

gcc
Ala

gac
Asp

ctg
Leu
620

atg
Met
640

tte
Phe
660

aac
Asn
680

gcc
Ala
700

ctg
Leu
720

ggc
Gly
740

gtg
Val
760

aag
Lys
780

acc
Thr
800

aag
Lys
820

gac
Asp
840

gtg
Val
860

tgc
Cys
880

gag
Glu
900

gac
Asp
920

1860

1920

1980

2040

2100

2160

2220

2280

2340

2400

2460

2520

2580

2640

2700

2760
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gac
Asp

gcg
Ala

ttc
Phe

ctc
Leu

gtg
Val

agg
Arg

gcc
Ala

gag
Glu

atc
Ile

acc
Thr

atc
Ile

tgg
Trp

ctg
Leu

acc
Thr

ggc
Gly

ttc
Phe

ctg
Leu

atc
Ile

cag
Gln

cag
Gln

ggc
Gly

ctg
Leu

gag
Glu

ggc
Gly

cac
His

aac
Asn

tgg
Trp

acc
Thr

gtg
Val

gac
Asp

aag
Lys

ctg
Leu

gtg
vVal

gac
Asp

aag
Lys

aag
Lys

gtg
Val

atc
Ile

tac
Tyr

aag
Lys

cag
Gln

ggc
Gly

ggc
Gly

gac
Asp

agg
Arg

ggc
Gly

gac
Asp

atg
Met

ggc gtg
Gly Val
925

atg agc
Met Ser
945

gac cct
Asp Pro
965

atc gag
Ile Glu
985

ctg aac
Leu Asn
1005

cgc ggc
Arg Gly
1025

gag gag
Glu Glu
1045

cce ctg
Pro Leu
1065

gag gac
Glu Asp
1085

gtg agg
Val Arg
1105

cag gtg
Gln Val
1125

tac tgg
Tyr Trp
1145

ctg gtg
Leu Val
1165

agc tgc
Ser Cys
1185

aag gtg
Lys Val
1205

gcc ctg
Ala Leu
1225

agc
Ser

cac
His

CcCccC
Pro

ctg
Leu

tgg
Trp

aag
Lys

aac
Asn

gag
Glu

aag
Lys

ctg
Leu

ccce
Pro

cag
Gln

ttc
Phe

aac
Asn

aag
Lys

acc
Thr

gtg
vVal

ttc
Phe

ttc
Phe

cce
Pro

gcc
Ala

atg
Met

aag
Lys

gcc
Ala

atc
Ile

ctg
Leu

aag
Lys

gtg
Val

aat
Asn

aag
Lys

gtg
val

gac
Asp

agg
Arg

atc
Ile

cag
Gln

cag
Gln

gce
Ala

aca
Thr

atc
Ile

acc
Thr

ctg
Leu

gce
Ala

ttc
Phe

aca
Thr

ctg
Leu

cag
Gln

ctg
Leu

agc
Ser
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ccc aag
Pro Lys
930

ctg aac
Leu Asn
950

tgg atg
Trp Met
970

agg gag
Arg Glu
990

cag att
Gln Ile
1010

ctg acc
Leu Thr
1030

att ctg
Ile Leu
1050

gtg atc
Val Ile
1070

aag gtg
Lys Val
1090

cac gtg
His Val
1110

cac ctg
His Leu
1130

tgg atc
Trp Ile
1150

gtg aag
Val Lys
1170

agc aag
Ser Lys
1190

gag cag
Glu Gln
1210

ggc ccc
Gly Pro
1230

gtg
Val

agc
Ser

ggc
Gly

acc
Thr

tac
Tyr

gag
Glu

agc
Ser

aag
Lys

ggc
Gly

atc
Ile

ccc
Pro

cce
Pro

gac
Asp

gag
Glu

acc
Thr

aag
Lys

ccce
Pro

atc
Ile

tac
Tyr

tgg
Trp

ccc
Pro

gag
Glu

cag
Gln

agc
Ser

aag
Lys

cag
Gln

gtg
Val

gag
Glu

ccc
Pro

ggc
Gly

acc
Thr

gcc
Ala

ctg
Leu

ggc
Gly

gag
Glu

acc
Thr

ggc
Gly

gtg
Val

gag
Glu

cag
Gln

ttc
Phe

aag
Lys

gag
Glu

tgg
Trp

atc
Ile

aag
Lys

aac
Asn

aac
Asn

agg gcc
Arg Ala
935

ttc agc
Phe Ser
955

ctg tgg
Leu Trp
975

gtg aac
Val Asn
995

atc aag
Ile Lys
1015

cag tgg
Gln Trp
1035

cag gag
Gln Glu
1055

gac aac
Asp Asn
1075

gcc aag
Ala Lys
1095

atc ggc
Ile Gly
1115

aag gac
Lys Asp
1135

gac ttc
Asp Phe
1155

gag ggc
Glu Gly
1175

gcc ggc
Ala Gly
1195

cag cag
Gln Gln
1215

atc atc
Ile Ile
1235

atg
Met

acc
Thr

ccce
Pro

gac
Asp

acc
Thr

acc
Thr

ggc
Gly

cag
Gln

atc
Ile

aag
Lys

gtg
Val

atc
Ile

gag
Glu

tac
Tyr

gcc
Ala

gtg
Val

acc
Thr

ccc
Pro

acc
Thr

atc
Ile

aag
Lys

gag
Glu

tgc
Cys

tgg
Trp

aag
Lys

gag
Glu

tgg
Trp

agc
Ser

gag
Glu

atc
Ile

gag
Glu

gac
Asp

tac
Tyr

gag
Glu

aag
Lys

cag
Gln

cac
His

atg
Met

tac
Tyr

agc
Ser

aac
Asn

gcc
Ala

gag
Glu

acc
Thr

acc
Thr

acc
Thr

ctg
Leu

agc
Ser

aag ctg
Lys Leu
940

gag aag
Glu Lys
960

tgg aag
Trp Lys
980

aag ctg
Lys Leu
1000

ctg tgc
Leu Cys
1020

gcc gag
Ala Glu
1040

tac cag
Tyr Gln
1060

tac aag
Tyr Lys
1080

acc cac
Thr His
1100

atc gtg
Ile Val
1120

cag tgg
Gln Trp
1140

cct cct
Pro Pro
1160

tac tac
Tyr Tyr
1180

gac agg
Asp Arg
1200

gag gcc
Glu Ala
1220

cag tat
Gln Tyr
1240

2820

2880

2940

3000

3060

3120

3180

3240

3300

3360

3420

3480

3540

3600

3660

3720
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gtg atg ggc atc atc acc gge tge ccc acc gag agce gag agc agg ctg
Val Met Gly Ile Ile Thr Gly Cys Pro Thr Glu Ser Glu Ser Arg Leu
1245 1250 1255

atc gag gag atg att aag aag agc gag att tac gtg gcec tgg gtg ccc
Ile Glu Glu Met Ile Lys Lys Ser Glu Ile Tyr Val Ala Trp Val Pro
1265 1270 1275

atc ggc gge aac cag gag atc gac cac ctg gtg agc cag ggc atc agg
Ile Gly Gly Asn Gln Glu Ile Asp His Leu Val Ser Gln Gly Ile Arg
1285 1290 1285

aag agg atc acc gtg ctg gac atc ggc gac gce tac ttc age atc cct
Lys Arg Ile Thr Val Leu Asp Ile Gly Asp Ala Tyr Phe Ser Ile Pro
1305 1310 1315

ttc agg cag tac acc gce tte acc ctg ccc age gtg aac aac gec gag
Phe Arg Gln Tyr Thr Ala Phe Thr Leu Pro Ser Val Asn Asn Ala Glu
1325 1330 1335

tac atc tac aag gtg ctg ccc cag ggc tgg aag gge agc ccc gec atc
Tyr Ile Tyr Lys Val Leu Pro Gln Gly Trp Lys Gly Ser Pro Ala Ile
1345 1350 1355

atg agg cac gtg ctg gag ccc ttc agg aag gcc aac ccc gac gtg acc
Met Arg His Val Leu Glu Pro Phe Arg Lys Ala Asn Pro Asp Val Thr
1365 1370 1375

atg gac gac atc ctg atc gcc tcc gac agg acc gac ctg gag cac gac
Met Asp Asp Ile Leu Ile Ala Ser Asp Arg Thr Asp Leu Glu His Asp
1385 1390 1395

cag agc aag gag ctg tag
Gln Ser Lys Glu Leu
1405

<210>5

<211> 7180

<212> ADN

<213> Secuencia artificial quimérica

<220>

<221> Secuencia flanqueante izquierda de TK
<222>1..499

<223> TK-L

<220>

<221> Secuencia complementaria a secuencia codificante
<222>519..2033

<223> Secuencia complementaria a la secuencia codificante de la proteina 89.6P-gp120
<220>

<221> Secuencia complementaria de promotor
<222>2081..2119

<223> Secuencia complementaria del promotor pE/L para 89.6P-gp120
<220>

<221> Promotor

<222>2144..2183

<223> Promotor pE/L para SIVgpn

<220>

gtg
Val

gce
Ala

cag
Gln

ctg
Leu

cce
Pro

tte
Phe

ctg
Leu

agg
Arg

aac

Asn

cac
His

gtg
Val

gac
Asp

ggce
Gly

cag
Gln

gtg
val

gtg
Val

cag atc
Gln Ile
1260

aag ggc
Lys Gly
1280

ctg agg
Leu Arg
1300

gag gag
Glu Glu
1320

aag agg
Lys Arg
1340

tac acce
Tyr Thr
1360

cag tac
Gln Tyr
1380

gtg ctc
Val Leu
1400

3780

3840

3900

3960

4020

4080

4140

4200

4218
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<221> Secuencia codificante

<222> 2227..6444

<223> Secuencia codificante de la proteina SIVgpn
<220>

<221> Secuencia flanqueante derecha de TK
<222> 6488..7179

<223> TK-R

<220>

<223> Secuencia del inserto presente en el genoma de los vectores MVA-89.6P-SIVgpn y NYVAC-89.6P-SIVgpn
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<400>
aagcttttgc gatcaataaa tggatcacaa ccagtatctc ttaacgatgt tcttcgcaga 60
tgatgattca ttttttaagt atttggctag tcaagatgat gaatcttcat tatctgatat 120
attgcaaatc actcaatatc tagactttct gttattatta ttgatccaat caaaaaataa 180
attagaagcc gtgggtcatt gttatgaatc tctttcagag gaatacagac aattgacaaa 240
attcacagac tctcaagatt ttaaaaaact gtttaacaag gtccctattg ttacagatgg 300
aagggtcaaa cttaataaag gatatttgtt cgactttgtg attagtttga tgcgattcaa 360
aaaagaatcc tctctagcta ccaccgcaat agatcctatt agatacatag atcctcgtceg 420
cgatatcgca ttttctaacg tgatggatat attaaagtcg aataaagtga acaataatta 480
attctttatt gtcatcatgg gtaccaaggc gcggatcctt actacctctt ctccctctge 540
acggtcctce tcttggecct ggtgggggec acgccgatgg gctcgatcct caccaccttg 600
tacttgtaca gctcgctcct ccagttgtcc ctcatgtcge cgccgeccggg cctgaagatce 660
tcggtctegg tcteggtget gttgeccgccg tcgcgagtca gcagcaggcec ggtgatgttg 720
ctgctgcacc tgatctggcc ggtgatggga ggggcgtaca tggecttgec caccttctge 780
cacatgttga tgatctgctt gatcctgcac tgcagggtga tgatgtcgtt gccctcggtg 840
ccgttggtge cgccggccac gttccaggtg ctgttgaaca gctgggeggt gttgcagtag 900
aagaactcgc cgccgcagtt gaagctgtge atcacgatct cggggtcgcc gccgctgcetce 960
tggttgaagg cgatggtctt gttcctgaac ttctccctca gettgatgac gatctgetge 1020
agggtgttgt tccacttggc cctgctgatg ttgcagtggg cctgectgat gtcgccgatg 1080
atgttcctee tggcgtagaa ggccctgceccg gggccgatgce tcagectcte cectggtgttg 1140
ttgttgggce tggtgcagtt aatcaccacg ctctcgttca gctgcacgat gatggtcttce 1200
acgttgtcgg tgaagtcctc gctcctgatc acgatgtecct cttcggccag gctgecgttc 1260
agcagcagct gggtagacac cacgggcctg atgccgtggg tgcactgcac ggtgctcacg 1320
ttggtgcagg ggccgctgcc gttgaaggtc ttgttgttgce acttcaggat ggcgaagcecg 1380
gcgggcacge agtagtggat ggggatgggc tggaagctca ctttagggca ggcctgggta 1440
atcacgctgg tgttgcagct aatcagcctg tacttggtgt tgctggtgtt cttcacgggce 1500
accacgtcca gcctgttgaa cagggcgtac tccttcttca ccttgttect gatggaggtg 1560
gtgatgtaga agctgcagtt cttgatctcg ccctccteca tcatgeccca gectgetgetg 1620
gtcaggttgg tggtgttctt ggtgatgttc aggttggtgc agttcagggt cacgcacagg 1680
ggggtcagct tcacgcaggg cttcaggctc tcgtcccaca ggctgatgat gtcctcgtge 1740
atctggtcca ccatgttgtt cttccacata ttgaagttct cggtcacgtt gcccagcace 1800
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acctcctggg
tcggtgtcegt
acgggcacgc
agcatcccca
gcgaattggg
aaaataaaat
tttttttttt
gccaggatgce
atcaggctga
aacgagctgg
aagatcctga
tacaacaccg
gaggccaagce
cccaagacca
cagatcggcg
aagctgatcg
gagggctgcea
gccatgcaga
cctcagcecceeg
accacaagca
gtgggcaaca
aaccccacaa
gacaggttct
acccagaccc
ggcgtgaacc
cagaaggcta
ttcgcegeeg
gagggccaca
aagatggacc
atggggaaag
tgctccccceca
gcagagagaa
gctgcacctc
ccegtggagg
ggaccccact
tacaagaacg
gacaccccca
ttccececateg
aagctgaagc
aagatggaga
accttcgcca
ctgaacaggg
ctggccaaga
atcctggaca
agcggcecccyg
aacgtgagcg
agcaagtggg
tacacctacg
aggaagaggc
ggcgacctga
gaggtggagg
agctgcgagg
gccgaggaga
gacgacgacc
aagctggcga
gagaagttcc
tggaagctcc
aagctggtgg
ctgtgcaggc

ggttggggtc
aggctttggce
cgtagtacac
gcaggtacaa
taccaggcct
ttcaattttt
ggaatataaa
gcgtgaggaa
ggcccaacgg
acaggttcgg
gcgtgctgge
tgtgcgtgat
agatcgtgcea
gcaggcccac
gcaactacgt
aggagaagaa
cccecttacga
tcatcaggga
cccctcagcea
gcgtggacga
tctacaggag
acatcctgga
acaagagcct
tgctgatcca
ccaccctgga
ggctgatggce
cccagcagag
gcgccaggca
acgtgatggc
aagccccgcea
gaggacccag
aagcagagag
aattctctct
tgctgctgaa
acacccccaa
tggagatcga
tcaacatctt
ccaaggtgga
agtggcctct
aggacggcca
tcaagaagaa
tgacacagga
aggagaaggg
tgtacctgga
gcatcagata
acgaggccca
acgacccctg
aggcctacgc
tggaggaggg
ggcagaagct
acggcagcag
gccagaagta
aggagaagct
tggtgggcgt
tcgacatgag
agaaggaccec
agaagatcga
gcgtgcectgaa
tgatccgcegg
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ggtgggcacg
gtcgetggeg
ggtcacccac
ggtggccagce
agatctgtcg
aagctcgcegce
taagctcgaa
cagcgtgcetg
caagaagaag
cctggccgag
cceectggtg
ctggtgcatc
gaggcacctg
cgcececcage
gcacctgccc
gttcggegcec
catcaaccag
catcatcaac
gggccagctg
gcagatccag
gtggatccag
cgtgaagcag
gagggccgag
gaacgccaac
ggagatgctg
cgaggctctg
gggacccagg
gtgcagggcc
caagtgcccc
atttccccat
ctgtggatct
aaagcagaga
ttggaggaga
caccggcgcec
gatcgtgggce
ggtgctgggce
cggcaggaac
gcccgtgaag
gagcaaggag
gctggaggag
ggacaagaac
cttcaccgag
cggcctggag
gaaggaggag
ccccaagacce
ggaggacgag
gggcgaggtg
cagatacccc
catgggcggce
gctgagggcece
ccagagcctg
caaccagggc
ggcctacagg
gagcgtgagg
ccacttcatc
tcececttccag
gctgccceag
ctgggccgcce
caagatgaca

caggcgtggg
cagaacaggg
agcttctcgg
ggttgcagag
acttcgagct
caaatttagce
gtcgacagat
agcggcaaga
tatatgctga
agcctgctgg
cccaccggcea
cacgccgagg
gtggtggaga
tccggecgeg
ctgagcccca
gaggtggtgce
atgctgaact
gaggaggccg
agggagccca
tggatgtaca
ctgggcctcece
ggaccaaagg
cagaccgacg
cccgactgea
accgcctgcece
aaggaggccce
aagcccatca
cccaggagge
gacaggcagg
ggctcaagtg
gctaaagaac
gaagccttac
ccagtagtga
gacgacagca
ggcatcggceg
aagaggatca
ctgctgaccg
gtggccctga
aagatcgtgg
gcccctcecca
aagtggagga
gtgcagctgg
ggcatctact
ggcatcatcc
ttcggcectggce
aggcactacc
ctggcctgga
gaggagctgg
gccatcagca
aggggcgaga
ggcggcecetgg
cagtacatga
aagcagaaca
cccaaggtgce
ctgaacagca
tggatgggct
agggagacct
cagatttacc
ctgaccgagg

10

tggcccacac
tggtggtggc
tcgctagcac
accccatggg
tatttatatt
ttaaaaattg
ctaggcctgg
aggccgacga
agcacgtggt
agaacaagga
gcgagaacct
agaaggtgaa
ccggcaccac
gcggcaacta
ggaccctgaa
ccggcttceca
gcgtgggcga
ccgactggga
gcggcagcega
ggcagcagaa
agaagtgcgt
agcccttcca
ccgccgtgaa
agctggtgct
agggcgtggg
tggccceegt
agtgctggaa
agggctgcetg
ccggttttag
catcaggggc
tacatgcagt
aaggaggtga
ccgcccacat
tcgtgaccgg
gcttcatcaa
agggcaccat
ccctgggeat
agcccggcaa
ccctgaggga
ccaaccccta
tgctgatcga
gcatccctca
acagcgccag
ccgactggca
tgtggaagct
tgatgcagcce
agtttgaccce
aggccagceca
tgaggaggag
cctacggcag
gcaagggcct
acacccceccectg
tggacgacat
ccctgagggce
tcggcttcag
acgagctgtg
ggaccgtgaa
ccggcatcaa
aggtgcagtg

gttgtgcacc
ctccctcecac
ggaagcgacc
catgctggcg
ccaaaaaaaa
aaattttatt
tacccaattc
gctggagaag
gtgggccgcee
gggctgccag
gaagagcctg
gcacaccgag
cgagaccatg
ccecegtgcecag
cgcctgggtg
ggccctgagce
ccaccaggcce
cctgcagcac
catcgcecggce
ccctatcccce
gaggatgtac
gtcatatgtg
gaactggatg
gaagggcctg
cggccecggce
gcccatcccce
ctgcggcaag
gaagtgcggce
gcecttggtcee
tgatgccaac
tgggcaagca
cagaggattt
cgagggccag
catcgagctg
cacaaaggag
catgaccgge
gagcctgaac
ggacggcccce
aatctgcgag
caacaccccee
cttcagggag
cccegecgge
gaggcacagg
ggactacacc
ggtgcccgtyg
cgcccagace
caccctggcece
ggcctgccag
caagcccgee
gctgetggge
gagcagcagg
gaggaacccc
cgacgaggag
catgacctac
cacccccgag
gcccaccaag
cgacatccag
gaccaagcac

gaccgagatg

1860
1920
1980
2040
2100
2160
2220
22890
2340
2400
2460
2520
2580
2640
2700
2760
2820
2880
2940
3000
3060
3120
3180
3240
3300
3360
3420
3480
3540
3600
3660
3720
3780
3840
33900
3960
4020
4080
4140
4200
4260
4320
4380
4440
4500
4560
4620
4680
4740
4800
4860
4920
4980
5040
5100
5160
5220
5280
5340
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gccgaggecg
taccaggagg
tacaagatcc
acccacacca
atcgtgatct
cagtggtgga
cctcctectgg
tactacaccg
gacaggggca
gaggccttcce
cagtatgtga
cagatcatcg
aagggcatcg
ctgaggaaga
gaggagttca
aagaggtaca
tacaccatga
cagtacatgg
gtgctccaga
taattaacta
aatataatac
aattgataat
gtatcaagga
acacggtata
acgttatttg
cggacgccat
cgttgatgag
aatttctgat
taattacgct
atggagatgc
aatgttacaa

<210> 6
<211>27
<212> ADN
<213> Secuencia artificial
<220>

<221> cebador
<223> E/L

<400>

agtacgagga
gcaagcccct
accaggagga
acggcgtgag
ggggccaggt
ccgactactg
tgaggctggt
acggcagctg
aggacaaggt
tgatggccecct
tgggcatcat
aggagatgat
gcggcaacca
ggatcaccgt
ggcagtacac
tctacaaggt
ggcacgtgct
acgacatcct
gcaaggagct
atattatatt
ttaaaaatgg
gagttagatt
cagttaaaac
ttagatggtg
agagatcatt
catgatccta
gaatatctac
gtaagatcca
ctacaaaatg
ccgtttccag
ccttttgetce

tattttetet tittggaata taaatag
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gaacaagatc
ggaggccacc
caagatcctg
gctgctggcce
gcccaagttce
gcaggtgaca
gttcaatctg
caacaagcag
gaaggtgctg
gaccgacagc
caccggctgc
taagaagagc
ggagatcgac
gctggacatc
cgccttcacce
gctgccccag
ggagcccttc
gatcgcctcc
gtagctcgag
ttttatctaa
atgttgtgtc
acgaaccaga
tattactagg
ccaccgtagt
tctataattt
ttctaaatgg
gatccatcaa
aacgaggagg
tcatgattag
atcaatggat
cttcatattc

attctgagcc
gtgatcaaga
aaggtgggca
cacgtgatcc
cacctgcccg
tggatccccg
gtgaaggacc
agcaaggagg
gagcagacca
ggccccaagg
cccaccgaga
gagatttacg
cacctggtga
ggcgacgcecct
ctgcccagcg
ggctggaagg
aggaaggcca
gacaggaccyg
ggggatccac
aaaactaaaa
gttagataaa
aagtgcaaat
agaattattt
gtatatagga
aggaatgatt
attgcgtgat
aaaacaactg
aaatgaacct
tattttaaac
caaggacttt
aggggaattc

11

aggagcagga
gccaggacaa
agttcgccaa
agaagatcgg
tggagaagga
agtgggactt
ccatcgaggg
gcaaggccgg
ccaaccagca
ccaacatcat
gcgagagcag
tggcctgggt
gccagggcat
acttcagcat
tgaacaacgc
gcagccccgce
accccgacgt
acctggagca
tagttctaga
ataaacattg
ccgtttatgt
gaggtcgcaa
tttcttagta
tcggctcctg
atcaaatgga
gtgactctag
catccttcta
agtacggcgg
cccgtggceat
tatatcccac

gggctgctac
ccagtggagc
gatcaagaac
caaggaggcc
cgtgtgggag
catcagcacc
cgaggagacc
ctacatcacc
ggccgagcetg
cgtggacagc
gctggtgaac
gcccgcccac
caggcaggtg
ccctectggac
cgagcccggce
catcttccag
gaccctggtg
cgacagggtg
gcggccgccce
attaaatttt
attttgagga
aaaaactgcc
agttacagcg
gtacacatat
tgctaattga
tgactcggtt
agattatttt
atttactaag
ctagtcttaa
acggtaataa

5400
5460
5520
5580
5640
5700
5760
5820
5880
5940
6000
6060
6120
6180
6240
6300
6360
6420
6480
6540
6600
6660
6720
6780
6840
6900
6960
7020
7080
7140
7180

27
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