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DESCRIPCION
Virus de la estomatitis vesicular para vacunas de sensibilizacion y refuerzo
Campo de la invencion

La presente invencion versa, en general, sobre biotecnologia e inmunologia. En particular, la presente invencion
versa sobre proteinas matriciales (M) noveles del virus de la estomatitis vesicular (VSV), sobre VSV recombinantes
atenuados que expresan las proteinas M novedosas y sobre vacunas de sensibilizacion y refuerzo basadas en el
VSV que inducen respuestas inmunoldgicas duraderas humorales y mucosales arbitradas por células contra
antigenos extrafios expresados por el VSV recombinante que contienen los genes extrafos.

Antecedentes de la invencion

El virus de la estomatitis vesicular (VSV) es un virus ARN catenario negativo que infecta a la mayoria de las células
de los mamiferos y expresa proteinas virales hasta el 60% del total de proteinas de las células infectadas [Kim, G.
N., y C. Y. Kang. Virology 357:41, 2007]. En la naturaleza, el VSV infecta a cerdos, ganado vacuno y caballos, y
causa fiebre aftosa en torno a la boca y las pezufas. Aunque se ha documentado la infeccion por VSV en seres
humanos, el VSV no causa ningun sintoma grave en seres humanos [Fields, B. N., y K. Hawkins. N Engl J Med
277:989, 1967; Johnson, K. M. et al. Am J Trop Med Hyg 15:244, 1966].

El VSV codifica cinco proteinas: la proteina nucleocapside (N), la fosfoproteina (P), la proteina matricial (M), la
glicoproteina superficial (G) y la ARN polimerasa dependiente de ARN (L). Las proteinas N, P y L del VSV son
imprescindibles para la sintesis de ARN y ARNm gendmicos codificantes y no codificantes, que son necesarios para
la sintesis de proteinas del VSV.

El bloqueo de la sintesis de proteinas de las células anfitrionas por parte de la proteina matricial (M) del VSV induce
la muerte celular. Cambiando un residuo de metionina en la posicion 51 de la proteina M por arginina (M51R) en el
virus de la estomatitis vesicular de serotipo Indiana (VSVing), y cambiando las metioninas en las posiciones 48
(Met48) y 51 (Met51) por Arg en el virus de la estomatitis vesicular de serotipo Nueva Jersey (VSVyy), el gen M
podria negar esta funcion de la proteina M del VSV (Kim, G. y Kang, C., Virology, 357:41-53, 2007). Aunque los VSV
con estas mutaciones de Met a Arg en la proteina M tienen efectos citopaticos significativamente reducidos, siguen
duplicandose y produciendo una progenie virica en la célula y en el animal infectado. Uno de los mutantes del gen M
sensibles a la temperatura (ts) de la cepa Orsay del VSV, el tsO23, ha mostrado duplicacion limitada en una linea
celular glial murina a 37°C y 39°C (Rabinowitz, S. et al. Infection and Immunity 33:120-125, 1981). Se ha demostrado
que la sensibilidad del tsO23 a la temperatura era consecuencia de la indebida iniciaciéon o de la ausencia de
iniciacion del ensamblaje viral con la estructura caracteristica con forma de bala a 39°C (Flood, E. et al. Virology
278:520-533, 2000; Lyles, D. et al. Virology, 217:76-87, 1996). Ademas, el {sO23 perdia su neurovirulencia en
ratones incluso después de una inoculacion directa en el cerebro (Rabinowitz, S. et al. Infection and Immunity,
33:120-125, 1981).

Hay tres diferencias en aminoacidos entre la M de la forma natural de la cepa Orsay del VSV y la M del tsO23, que
son glicina (G) a éacido glutamico (E) en el 21% aminoacido (G21E), leucina (L) a fenilalanina (F) en el 111°
aminoacido (L111F), e histidina (H) a tirosina (Y) en el 227° aminoacido (H227Y) (Morita, K. et al. J. Virol. 61:256-
263, 1987). La reversion de un solo aminoacido en F111 a L en los revertientes implica que el F111 parece
desempefar un papel fundamental en la sensibilidad a la temperatura del {sO23. Sin embargo, las otras dos
mutaciones también pueden desempenar cierto papel, dado que la reversion Unica de F a L en la 1112 posicién no
recupero el virus completamente a su fenotipo de la forma natural (Morita, K. et al. J. Virol. 61:256-263, 1987; Li, Y.
et al. J. Virol. 62:3729-3737, 1988).

En la actualidad, grupos de investigacion han desarrollado un VSV de ensamblaje defectuoso y duplicacion
competente que tiene un gen de la glicoproteina G (G) borrado (AG) o tanto el gen G como el M borrados (AMG)
como vectores de vacuna mas seguros (Kahn, J. et al. J. Virol. 75:11079-11087, 2001; Schwartz, J. et al., Virology
366:166-73, 2007). Sin embargo, al tener borrado el gen G o borrados los genes M y G, el vector del VSV requiere el
suministro de las proteinas G o tanto de M como de G en trans para la produccion del VSV de ensamblaje
defectuoso. Para reducir el coste de produccion de vacunas, es necesario generar un sistema que pueda producir
los vectores virales de vacunas que puedan duplicarse con titulacion elevada. Por lo tanto, se precisa un sistema de
vectores de VSV de longitud maxima que haya perdido su virulencia (avirulento) y que siga pudiendo duplicarse con
titulacion elevada in vitro a 31°C, que no pueda ensamblarse debidamente a temperaturas no permisibles y que
induzca buenas respuestas inmunitarias contra el gen de interés que expresa.

A partir del siguiente Compendio de la invencion, de la Exposicion de la invencion y de las realizaciones y Ejemplos
de la misma se plasmaran objetos ulteriores y adicionales de la invencion.

Compendio de la invencion

Los inventores generaron nuevos mutantes de la proteina matricial (M) del virus de la estomatitis vesicular (VSV),
incluyendo el VSV de serotipo Indiana (VSVin) y €l VSV de serotipo Nueva Jersey (VSVyy). Estos nuevos VSV que
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tienen las proteinas M mutantes son esencialmente no citoliticos, significativamente atenuados y avirulentos,
incluyendo la neurovirulencia (mas seguros). Ademas, estos nuevos VSV que tienen las proteinas M mutantes son
capaces de inducir respuestas inmunitarias contra un antigeno o un epitopo de interés. La respuesta inmunitaria
puede ser humoral, celular y mucosal. Ademas, el VSV,q que tiene la M mutante puede ser ensamblado y ser
liberado de las células infectadas normalmente a 31°C, pero no puede ensamblarse debidamente a 37°C o mas, y la
liberacion de los virus de células infectadas se reduce significativamente en aproximadamente 1000 o 10.000 veces
con respecto a la del VSV del tipo natural.

Por ello, en una realizacion, la presente solicitud versa sobre una proteina matricial modificada (M) de un virus de la
estomatitis vesicular (VSV). En una realizacion, la proteina modificada M comprende una secuencia de aminoacidos
seleccionada del grupo constituido por: (i) SEQ ID NO: 3, que incluye al menos las sustituciones siguientes:
G21E/L11F/M51R; y (ii) SEQ ID NO: 8, que incluye al menos las sustituciones siguientes: G22E/M48R+M51R. En un
aspecto de la presente invencién, la proteina modificada M de la presente invencion comprende la secuencia de
aminodcidos de la SEQ ID NO:8, que incluye al menos las sustituciones siguientes: G22E/L110F/M48R+M51R.

En otra realizaciéon de la proteina modificada M de la presente invencion, la proteina modificada M comprende una
secuencia de aminoacidos seleccionada del grupo constituido por: SEQ ID NO:4, SEQ ID NO:9 y SEQ ID NO:10.

En otra realizacion, la presente solicitud proporciona un VSV recombinante (rVSV). En una realizacion, el rvVSV
comprende una proteina matricial modificada (M), comprendiendo la proteina modificada M una secuencia de
aminodacidos seleccionada del grupo constituido por: (i) SEQ ID NO: 3, que incluye al menos las sustituciones
siguientes: G21E/L111F/M51R; y (i) SEQ ID NO: 8, que incluye al menos las sustituciones siguientes:
G22E/M48R+M51R.

En una realizacién de la presente invencién, el rVSV es un rVSV quimérico que expresa una proteina de un
patégeno extrafio, y siendo capaz dicho rVSV quimérico de inducir una respuesta inmunitaria a dicha proteina.

En otra realizacion del rVSV de la presente invencion, el patdégeno es un patégeno viral, fungico, bacteriano o
parasitario.

En otra realizacion del rVSV de la presente invencion, el r'VSV es esencialmente no citolitico y avirulento.

En una realizacion de la presente invencion, el rVSV es un virus recombinante de la estomatitis vesicular de serotipo
Indiana (rVSVing), y la proteina modificada M comprende la secuencia de aminoacidos de la SEQ ID NO: 3, que
incluye al menos la sustitucion siguiente: G21E/L111F/M51R.

En una realizacién del rVSV|nq de la presente invencion, la proteina modificada M comprende la secuencia de
aminoacidos de la SEQ ID NO: 4.

En otra realizacion del rVSVi,q de la presente invencion, la proteina modificada M esta codificada por un gen que
comprende una secuencia de nucledtidos de la SEQ ID NO: 2.

En otra realizacion del rVSV de la presente invencion, el rVSV 4 de cualquiera de las realizaciones anteriores es
capaz de producir particulas de VSVinqa temperaturas permisibles e incapaz de producir las particulas a
temperaturas no permisibles.

En otra realizacion de la presente invencion, el rVSV es un virus recombinante de la estomatitis vesicular de serotipo
Nueva Jersey (r'VSVyy), y la proteina modificada M comprende la secuencia de aminoacidos de la SEQ ID NO: 8,
que incluye al menos las sustituciones siguientes: G22E/M48R+MS1R.

En una realizacion del rVSVy, de la presente invencion, la proteina modificada M esta codificada por un gen que
tiene una secuencia de nucleétidos de la SEQ ID NO: 6.

En otra realizacion del rVSVy, de la presente invencion, la proteina modificada M comprende la secuencia de
aminoacidos de la SEQ ID NO: 9.

En ofra realizacion del rVSVy, de la presente invencién, la proteina modificada M incluye las sustituciones
siguientes: G22E/L110F/M48R+M51R.

En otra realizacion del rVSVy, de la presente invencion, la proteina modificada M esta codificada por un gen que
tiene una secuencia de nucleétidos de la SEQ ID NO: 7.

En otra realizacion del rVSVy, de la presente invencion, la proteina modificada M comprende la secuencia de
aminoacidos de la SEQ ID NO: 10.

En una realizacion, la presente invenciéon proporciona una vacuna. En una realizacion, la vacuna de la presente
invencion comprende una cantidad efectiva de uno o mas rVSV atenuados, incluyendo los uno o mas rVSV
atenuados una proteina matricial modificada (M), comprendiendo la proteina modificada M una secuencia de
aminodacidos seleccionada del grupo constituido por: (i) SEQ ID NO: 3, que incluye al menos las sustituciones

3



10

15

20

25

30

35

40

45

50

ES 2 640961 T3

siguientes: G21E/L111F/M51R, y (i) SEQ ID NO: 8, que incluye al menos las sustituciones siguientes:
G22E/M48R+M51R.

En una realizacion de la vacuna de la presente invencién, el VSV es un virus recombinante de la estomatitis
vesicular de serotipo Indiana (rVSVing), y la proteina modificada M comprende la secuencia de aminoacidos de la
SEQ ID NO: 3, que incluye al menos la sustitucion siguiente: G21E/L1111F/M51R.

En otra realizacion de la vacuna de la presente invencion, la proteina modificada M del rVSVi,q comprende la
secuencia de aminoacidos de la SEQ ID NO: 4.

En otra realizacion de la vacuna de la presente invencion, la proteina modificada M del rVSVinq esta codificada por
un gen que comprende una secuencia de nucleétidos de la SEQ ID NO: 2.

En otra realizacién de la vacuna de la presente invencion, el rVSV4 es capaz de producir particulas de VSVinq a
temperaturas permisibles e incapaz de producir las particulas a temperaturas no permisibles.

En una realizacion de la vacuna de la anterior invencion, el rVSV es un virus recombinante de la estomatitis vesicular
de serotipo Nueva Jersey (rVSVy), y la proteina modificada M comprende la secuencia de aminoacidos de la SEQ
ID NO: 8, que incluye al menos las sustituciones siguientes: G22E/M48R+M51R.

En una realizacion de la vacuna de la presente invencion, el rVSV es rVSVy, y la proteina modificada M esta
codificada por un gen que tiene una secuencia de nucleétidos de la SEQ ID NO: 6.

En otra realizacién de la vacuna de la presente invencion, el rVSV es rVSVy, y la proteina modificada M comprende
la secuencia de aminoacidos de la SEQ ID NO: 9.

En otra realizacion de la vacuna de la presente invencion, el rVSV es rVSVy;, y la proteina modificada M incluye las
sustituciones siguientes: G22E/L110F/M48R+M51R.

En otra realizacion de la vacuna de la presente invencion, el rVSV es rVSVy, y la proteina modificada M esta
codificada por un gen que tiene una secuencia de nucleétidos de la SEQ ID NO: 7.

En otra realizacién de la vacuna de la presente invencion, el rVSV es rVSVy, y la proteina modificada M comprende
la secuencia de aminoacidos de la SEQ ID NO: 10.

En ofra realizacion de la vacuna de la presente invencion, el rVSV segun cualquiera de las realizaciones anteriores
es un rVSV quimérico que expresa una proteina de un patdgeno extrafio, y el rVSV quimérico es capaz de inducir
una respuesta inmunitaria a dicha proteina.

En otra realizacién de la vacuna de la presente invencién, el rVSV comprende una mezcla de rVSV quiméricos
atenuados, expresando al menos dos rVSV quiméricos de la mezcla una proteina diferente del patégeno extrario.

En otra realizaciéon de la vacuna de la presente invencion, el patégeno es un patdégeno viral, fingico, bacteriano o
parasitario.

En otra realizacién de la vacuna de la presente invencion, el patdgeno es un lentivirus.
En otra realizacién de la vacuna de la presente invencion, el lentivirus es un VIH y el epitopo es una proteina de VIH.
En otra realizacion de la presente invencion, el patégeno es un VHC y el epitopo es una proteina de VHC.

En una realizacién de la presente invencion, la vacuna de una cualquiera de las realizaciones anteriores es capaz de
inducir una respuesta inmunitaria humoral, celular y mucosal.

En otra realizacion de la presente invencion, la vacuna segun una cualquiera de las realizaciones anteriores incluye,
ademas, un adyuvante.

En una realizacion, la presente invencién proporciona un método de inducciéon de una respuesta inmunitaria en un
sujeto. En una realizaciéon de la presente invencién, el método comprende administrar al sujeto: (a) una cantidad
efectiva de una vacuna que comprende un rVSV atenuado de un serotipo que tiene una primera proteina modificada
M, comprendiendo la primera proteina M modificada la secuencia de aminoacidos de la SEQ ID NO: 3, que incluye al
menos las sustituciones siguientes: G21E/L111F/M51R; y (b) una cantidad efectiva de otra vacuna que comprende
un rVSV atenuado de otro serotipo que tiene una segunda proteina modificada M, comprendiendo la segunda
proteina M modificada la secuencia de aminoacidos de la SEQ ID NO: 8, que incluye al menos las sustituciones
siguientes: G22E/M48R+M51R. En un aspecto de la presente invencion, la segunda proteina M modificada
comprende la secuencia de aminoacidos de la SEQ ID NO:8, que incluye al menos las sustituciones siguientes:
G22E/L110F/M48R+M51R.

En una realizacion del método de la presente invencion, (a) es administrada al sujeto antes de que (b) sea
administrada al paciente.
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En otra realizacion del método de la presente invencion, (b) es administrada al sujeto mas de una vez en el curso de
la induccion.

En otra realizacion del método de la presente invencion, (a) es administrada al sujeto y (b) es administrada al sujeto
en aproximadamente las semanas tres, ocho y dieciséis posteriores a la administracion de (a).

En ofra realizacion del método de la presente invencion, (b) es administrada al sujeto antes de que (a) sea
administrada al sujeto.

En otra realizacion del método de la presente invencion, (a) es administrada al sujeto mas de una vez en el curso de
la induccion.

En otra realizacion del método de la presente invencion, (b) es administrada al sujeto y (a) es administrada al sujeto
en aproximadamente las semanas tres, ocho y dieciséis posteriores a la administracion de (b).

En otra realizacion del método de la presente invencion, el rVSV de la vacuna (a) y el rVSV de la vacuna (b) son
rVSV quiméricos que expresan una proteina de un patégeno extrafno, y siendo capaces los dos rVSV de inducir una
respuesta inmunitaria a la proteina.

En otra realizacion del método de la presente invencion, el patégeno es un patégeno viral, fungico, bacteriano o
parasitario.

En otra realizacion del método de la presente invencion, el patégeno es un lentivirus.
En otra realizacion del método de la presente invencion, el lentivirus es un VIH y la proteina es una proteina de VIH.

En otra realizacion del método de la presente invencion, el rVSV de un serotipo y el rVSV del otro serotipo incluyen
un gen de glicoproteina superficial (G) y un gen de ARN polimerasa dependiente de ARN (L), y siendo un gen para
la expresion de la proteina de VIH un gen de VIH insertado entre el gen G y el gen L.

En otra realizacién del método de la presente invencion, el gen de VIH se selecciona del grupo de genes de VIH
constituido por gag, env y pol.

En otra realizacion del método de la presente invencion, el patégeno es VHC y la proteina es una proteina de VHC.

En otra realizacion del método de la presente invencion, el rVSV de un serotipo y el rVSV del otro serotipo incluyen
un gen de glicoproteina superficial (G) y un gen de ARN polimerasa dependiente de ARN (L), y estando insertado un
gen para la expresion de la proteina de VHC entre el gen Gy el gen L del rVSV.

En otra realizacion del método de la presente invencion, la vacuna (a) y la vacuna (b) comprenden una mezcla de
rVSV quiméricos atenuados, en la que al menos dos de los rVSV quiméricos atenuados de la mezcla expresan una
proteina diferente del patégeno.

En otra realizacion del método de la presente invencién, cada una de las dos vacunas (a) y (b) induce respuestas
inmunitarias humorales, celulares y mucosales.

En otra realizacion del método de la presente invencion, el serotipo del rVSV de la vacuna (a) es Indiana y el
serotipo del rVSV de la vacuna (b) es Nueva Jersey.

En otra realizacién del método de la presente invencion, cada una de la vacuna (a) y la vacuna (b) comprende,
ademas, un adyuvante.

En una realizacion, la presente invencién proporciona una vacuna combinada de sensibilizacion y refuerzo. En una
realizacion, la vacuna combinada de sensibilizacién y refuerzo comprende: (a) una cantidad efectiva de una vacuna
que comprende un rVSV atenuado de un serotipo que tiene una primera proteina modificada M que comprende la
secuencia de aminodacidos de la SEQ ID NO:4; y (b) una cantidad efectiva de una vacuna que comprende un rVSV
de otro serotipo que tiene una segunda proteina modificada M que comprende la secuencia de aminoacidos de la
SEQ ID NO:9 o la SEQ ID NO:10.

En una realizacion de la vacuna combinada de sensibilizacion y refuerzo de la presente invencion, la vacuna (a) es
una vacuna de sensibilizacion y la vacuna (b) es una vacuna de refuerzo.

En otra realizacion de la vacuna combinada de sensibilizacion y refuerzo de la presente invencion, la vacuna (b) es
una vacuna de sensibilizacion y la vacuna (a) es una vacuna de refuerzo.

En otra realizacion de la vacuna combinada de sensibilizacion y refuerzo de la presente invencion, los dos rvVSV
atenuados son rVSV quiméricos que expresan una proteina de un patégeno extrafio, y los dos rVSV quiméricos son
capaces de inducir una respuesta inmunitaria a la proteina.
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En otra realizacion de la vacuna combinada de sensibilizacion y refuerzo de la presente invencion, el patégeno es un
patégeno viral, fungico, bacteriano o parasitario.

En otra realizacion de la vacuna combinada de sensibilizacién y refuerzo de la presente invencion, el patégeno es un
lentivirus.

En otra realizacién de la vacuna combinada de sensibilizacion y refuerzo de la presente invencion, el lentivirus es un
VIH y la proteina es una proteina de VIH.

En otra realizacién de la vacuna combinada de sensibilizacion y refuerzo de la presente invencion, el rVSV de un
serotipo y el rVSV del otro serotipo incluyen un gen de glicoproteina superficial (G) y un gen de ARN polimerasa
dependiente de ARN (L), y estando insertado un gen para la expresion de la proteina de VIH entre el gen G y el gen
L.

En otra realizacion de la vacuna combinada de sensibilizacion y refuerzo de la presente invencion, el gen de VIH se
selecciona del grupo de genes de VIH constituido por env, gag y pol.

En otra realizacion de la vacuna combinada de sensibilizacion y refuerzo de la presente invencion, el patdgeno es
VHC vy el epitopo es una proteina de VHC.

En otra realizacién de la vacuna combinada de sensibilizacion y refuerzo de la presente invencion, el rVSV de un
serotipo y el rVSV del otro serotipo incluyen un gen de glicoproteina superficial (G) y un gen de ARN polimerasa
dependiente de ARN (L), y estando insertado un gen para la expresion de la proteina de VHC entre el gen G y el gen
L.

En otra realizacion de la vacuna combinada de sensibilizacién y refuerzo de la presente invencion, la proteina de
VHC es una proteina de VHC estructural o no estructural.

En otra realizacion de la vacuna combinada de sensibilizacién y refuerzo de la presente invencion, cada una de las
dos vacunas comprende una mezcla de rVSV quiméricos atenuados, y al menos dos de los rVSV quiméricos
atenuados de la mezcla tienen una proteina diferente del patégeno.

En otra realizaciéon de la vacuna combinada de sensibilizacién y refuerzo de la presente invencion, cada una de las
dos vacunas es capaz de inducir respuestas inmunitarias humorales, celulares y mucosales.

En oftra realizacion de la vacuna combinada de sensibilizacién y refuerzo de la presente invencion, el serotipo de la
vacuna (a) es Indiana y el serotipo de la vacuna (b) es Nueva Jersey.

En otra realizacion de la vacuna combinada de sensibilizacion y refuerzo de la presente invencion, cada una de la
vacuna (a) y de la vacuna (b) comprende, ademas, un adyuvante.

En una realizacion, la presente invencién proporciona un estuche de administracion que comprende: (a) al menos
una dosis de una cantidad efectiva de una vacuna que comprende un rVSVinq que tiene una proteina modificada M
que comprende la secuencia de aminoacidos de la SEQ ID NO:4, y (b) al menos una dosis de una cantidad efectiva
de una vacuna que comprende rVSVy, que tiene una proteina modificada M que comprende la secuencia de
aminoacidos de la SEQ ID NO:9 o la SEQ ID NO:10.

En una realizacion del estuche de administracion de la presente invencion, (a) y (b) son formuladas en un vehiculo
farmacéuticamente aceptable.

En otra realizacion adicional, la presente invenciéon proporciona un péptido aislado que comprende una secuencia de
aminoacidos seleccionada del grupo de secuencias de aminoacidos enumerada como las SEQ ID NOs: 4, 9y 10.

En una realizacion, la presente invencién proporciona secuencias aisladas de nucleétidos para codificar los péptidos
aislados de las SEQ ID NOs: 4, 9y 10.

Breve descripcion de las figuras
Ahora se describiran realizaciones, a titulo de ejemplo Unicamente, con referencia a los dibujos, en los cuales:

La FIG. 1 ilustra la organizacion de genes del virus de la estomatitis vesicular (VSV) de serotipo Indiana
(Ind) con mutaciones en el gen M.

La FIG. 2 ilustra la organizacion de genes del virus de la estomatitis vesicular (VSV) Nueva Jersey (NJ) con
mutaciones en el gen M.

La FIG. 3 ilustra un sistema genético inverso para la recuperacion del VSV del ADNc.

La FIG. 4 ilustra el efecto del numero de viriones de la mutaciéon L111F en la proteina M del rVSVinq a
temperatura permisiva [paneles A) y C)] y a temperatura semipermisiva [paneles B) y D)], en células renales
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de hamster recién nacido (BHK) infectadas con VSV recombinantes [paneles A) y B)] y en células de
neuroblastoma humano (SH-SY5Y) infectadas con el rVSV.

La FIG. 5 es un grafico que representa el efecto del nimero de viriones de las mutaciones M48R+M51R,
G22E, G22E/M48R+M51R, G22E/L110F, G22E/L110F/M48R+M51R en la proteina M del rVSVy;a 31°C y
37°C en células BHK21.

La FIG. 6 A) es un analisis de transferencia de Western que ilustra el nivel de expresion de proteinas del
rVSV del r'VSVing 1. WT, 2. M51R, 3. G21E 4. G21E/M51R 5. G21E/L111F y 6. G21E/L111F/M51R.

La FIG. 6 B) es un analisis de transferencia de Western que ilustra el nivel de expresion de proteinas del
rVSV del rVSVyy 1. WT, 2. M48R+M51R, 3. G22E 4. G22E/M48R+M51R 5. G22E/L110F y 6.
G22E/L110F/M48R+M51R.

La FIG. 7 incluye fotografias de células BHK21 infectadas con rVSV,ng que tiene un gen M de forma natural
(paneles B e 1) y teniendo el rVSV |4 diferentes mutaciones en el gen M (paneles A, D, E, F, G,H,K,L,My
N) y fotografias de células BHK21 no infectadas (paneles C y J). Las células fueron incubadas a 31°C
(paneles A a G) 0 a 37°C (paneles H a N).

La FIG. 8 incluye fotografias de células SH-SY5Y infectadas con rVSVy que tiene diferentes mutaciones
en el gen M (paneles C, D, E, F, I, J, Ky L) o un gen M de la forma natural (paneles A y G) y fotografias de
células SH-SY5S no infectadas (paneles B y H). Las células fueron incubadas a 31°C (paneles Aa F)o a
37°C (paneles G a L).

La FIG. 9 incluye fotografias de células BHK21 infectadas con rVSVy, que tiene diferentes mutaciones en el
gen M (paneles A, D, E, F, G, H, K, L, My N) o un gen M de la forma natural (paneles B e 1), y fotografias
de células BHK21 no infectadas (paneles C y J). Las células fueron incubadas a 31°C (paneles Aa G) o a
37°C (paneles H a N).

La FIG. 10 incluye fotografias de células SH-SY5Y infectadas con rVSVy, que tiene diferentes mutaciones
en el gen M (paneles A, D, E, F, G, H, K, L, My N) o que tiene un gen M de la forma natural (paneles B e 1),
y fotografias de células SH-SY5Y no infectadas (paneles C y J). Las células fueron incubadas a 31°C
(paneles A a G) 0 a 37°C (paneles H a N).

La FIG. 11 incluye graficos que ilustran estudios de neurovirulencia en el raton Swiss-Webster por inyeccion
ventricular intralateral: A) rVSVin¢ G21E/L111F/M51R irradiado con UV, B) rVSVi,q WT, C) rVSV,,q M51R y
D) rVSVing G21E/L111F/M51R.

La FIG. 12 incluye graficos que ilustran estudios de neurovirulencia en el raton Swiss-Webster por inyeccion
ventricular intralateral: A) rVSVn, WT, B), rVSVyy M48R+M51R, C) rVSVyy G22E/M48R+M51R y D)
rVSVns G22E/L110F/M48R+M51R.

La FIG. 13 (SEQ ID NOS: 11 - 15) A) ilustra la clonacién de genes de VIH-1 Gag-En en el clon de ADNc del
rVSV. La FIG. 13 B) es un andlisis de transferencia de Western de células BHK infectadas con rVSV que
expresan Gag-En y que tienen diferentes mutaciones en el gen M, e incubadas a 31°C. La FIG. 13 C) es un
analisis de transferencia de Western de células BHK infectadas con rVSV que expresan Gag-En y que
tienen diferentes mutaciones en el gen M, e incubadas a 37°C.

La FIG. 14 representa un régimen de vacunacion y una tabla de grupos de vacunacion.

La FIG. 15 representa un grafico de la frecuencia de linfocitos T CD8+ IFN gamma+ especificos a péptidos
entre los diferentes grupos de vacunacion ilustrados en el inserto estimulados con dimetilsulféxido (DMSO).

La FIG. 16 es un grafico que ilustra la frecuencia de linfocitos T CD8+ IFN gamma+ especificos al péptido N
del VSV entre los diferentes grupos de vacunacion ilustrados en el inserto estimulados con VSV N.

La FIG. 17 es un grafico que ilustra la frecuencia de linfocitos T CD8+ IFN gamma+ especificos al péptido
VIH-1 Gag entre los diferentes grupos de vacunacion ilustrados en el inserto estimulados con VIH-1 Gag.

La FIG. 18 es un grafico que ilustra las respuestas del anticuerpo especifico a VIH-1 Gag entre los
diferentes grupos de vacunacion ilustrados en el inserto.

La FIG. 19 es un grafico que ilustra la frecuencia de linfocitos T CD8+ IFN gamma+ especificos al péptido N
del VSV entre diferentes grupos de vacunacion vacunados con dosis diversas del rVSV de la Tabla 1.

La FIG. 20 es un grafico que ilustra la frecuencia de linfocitos T CD8+ IFN gamma+ especificos al péptido
VIH-1 Gag entre diferentes grupos de vacunacién vacunados con dosis diversas del rVSV de la Tabla 1.
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La FIG. 21 es un grafico que ilustra las respuestas del anticuerpo especifico a VIH-1 Gag entre diferentes
grupos de vacunacion vacunados con dosis diversas del rVSV de la Tabla 1.

La FIG. 22 (SEQ ID NOS: 16 - 26) ilustra la clonacion del gen VIH-1 gag ligado a nucleétidos que codifican
epitopos de linfocitos B y linfocitos T humanos de gp120 y gp41 en el clon de ADNc de
rVSVina G21E/L111F/M51R y rVSVyy G22E/M48R+M51R.

La FIG. 23 (SEQ ID NOS: 11-15y 27 -31, respectivamente) ilustra la clonacion del gen VIH-1 gag ligado a
nucleétidos que codifican epitopos de linfocitos B y linfocitos T humanos de gp41, nef, gp120, RT, Taty Rev
en el clon de ADNc de rVSViq G21E/L111F/M51R y rVSVy; G22E/M48R+M51R. También ilustra la
clonacion de los genes VIH-1 pol y env en el clon de ADNc de rVSViq G21E/L111F/M51R vy
rVSVny G22E/M48R+M51R.

La FIG. 24 ilustra un analisis de transferencia de Western de células BHK21 infectadas con
rVSVing G21E/L111F/M51R que expresan Gag A, B, C, En y RT e incubadas a 31°C y 37°C.

La FIG. 25 ilustra un analisis de transferencia de Western de células BHK21 infectadas con
rVSVny G22E/M48R+M51R que expresan Gag A, B, C, En y RT e incubadas a 31°C y 37°C.

La FIG. 26 ilustra un analisis de transferencia de Western de células BHK21 infectadas con
rVSVing G21E/L111F/M51R o rVSVy; G22E/M48R+M51R que expresan el gen VIH-1 pol.

La FIG. 27 ilustra un analisis de transferencia de Western de células BHK21 infectadas con
rVSVing G21E/L111F/M51R o rVSVy; G22E/M48R+M51R que expresan el gen VIH-1 gp160mss.

La FIG. 28 incluye graficos que ilustran respuestas de los linfocitos T CD8+ especificos a péptidos de
proteinas de VSV Ny VIH-1 entre los diferentes grupos de vacunacion de la Tabla 6: G1, G2, G3, G4, G5 y
G5 sin Env P18.

La FIG. 29 es un grafico que ilustra las respuestas de linfocitos T CD8+ especificos a péptidos de proteinas
de VSV N y VIH-1 en el grupo de vacunacion G6 de la Tabla 6. Se muestran las secuencias de
aminoacidos del péptido N del VSV y de los péptidos de las proteinas del VIH-1 que son usadas para
estimular los esplenocitos (SEQ ID NOS: 32 - 37).

La FIG. 30 ilustra las respuestas inmunitarias humorales contra VIH-1 Gag (panel A) y Gp120 (panel B)
inducidas en grupos de vacunacion de la Tabla 6, que fueron determinadas mediante ensayo por
inmunoabsorcion ligado a enzimas (ELISA).

La FIG. 31 representa los genes de la proteina estructural del VHC clonados en el rVSV,4(GLM), el
I'VSVNJ(GM) y el I'VSVNJ(GLM).

La FIG. 32 ilustra andlisis de transferencia de Western de la expresion de las proteinas del nicleo (panel
A), E1 (panel B), E2 (panel C) y NS4B (panel D) del VHC a partir del rVSVi,q(GLM), rVSVny(GM) vy el
I'VSVNJ(GLM).

La FIG. 33 representa los genes de la proteina no estructural del VHC clonados en el rVSVina(GLM), el
I'VSVNJ(GM) y el I'VSVNJ(GLM).

La FIG. 34 ilustra analisis de transferencia de Western de la expresion de NS3 a 37°C y 31°C (panel A),
NS5A a 37°C (panel B) y NS5B a 37°C y 31°C (panel C), del VHC, a partir del rVSVnq(GLM).

La FIG. 35 demuestra la expresion de NS3, NS4B, NS5A y NS5B, del VHC, a partir de rVSVny(GM) a 37°C
(panel A) y la expresion de NS5AB del VHC a 37°C (panel B). La expresion de las proteinas fue detectada
mediante andlisis de transferencia de Western.

Descripcion detallada de la invencién
Visién general

A no ser que se defina algo distinto, todos los términos técnicos y cientificos usados en la presente memoria tienen
el mismo significado comunmente entendido por una persona con un dominio normal de la técnica a la que
pertenece la presente invencion. Ademas, a no ser que se indique algo distinto, salvo en las reivindicaciones, el uso
de “0” incluye “y” y viceversa. No debe interpretarse que los términos no limitantes sean limitantes, a no ser que ello
se afirme expresamente o el contexto indique con claridad algo distinto (por ejemplo, “incluir’, “tener” y “comprender”
normalmente indican “incluir sin limitacion”). Las formas singulares tales como “un”, “una” y “el” y “la” incluyen la
referencia plural, a no ser que expresamente se afirme algo distinto, incluyendo en las reivindicaciones. “Consistir
esencialmente en” significa que cualquier elemento enumerado esta necesariamente incluido, que los elementos que
afectarian materialmente a las caracteristicas basicas y novedosas de los elementos enumerados estan excluidos, y

que otros elementos pueden estar incluidos opcionalmente. “Consistir en” significa que se excluyen todos los
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elementos distintos de los enumerados. Las realizaciones definidas por cada uno de estos términos estan dentro del
alcance de la presente invencion.

Todas las designaciones numéricas —por ejemplo, dimensiones y peso—, incluyendo intervalos, son
aproximadamente que normalmente pueden variar ( + ) o ( - ) en incrementos de 0,1, 1,0, o 10,0, segun resulte
apropiado. Se puede entender que todas las designaciones numéricas estan precedidas por el término
“aproximadamente”.

El término “administrar” incluye cualquier método de administracion de un compuesto de la presente invencion,
incluyendo una composicion farmacéutica, una vacuna o un agente terapéutico, en el organismo de un sujeto o en
una region particular en o sobre un sujeto. Las frases “administracion sistémica”, “administrado sistémicamente”,
“administracion periférica” y “administrado periféricamente” usadas en la presente memoria significa la
administracién de un compuesto, un farmaco u otro material de una forma que no es la directa al sistema nervioso
central, de modo que entre en el organismo del paciente y, asi, sea sometido al metabolismo y a otros procesos
similares; por ejemplo, la administracion subcutanea. “Administracion parenteral” y “administrado parenteralmente”
significa modos de administracion distintos de la administracion enteral y topica, habitualmente mediante inyeccion, e
incluye, sin limitacion, la inyeccion intravenosa, intramuscular, intraarterial, intratecal, intracapsular, intraorbital,
intracardiaca, intradérmica, intraperitoneal, transtraqueal, subcutanea, subcuticular, intraarticular, subcapsular,
subaracnoidea, intraespinal e intraesternal y la perfusion.

El término “aminoacido” es conocido en la técnica. En general, las abreviaturas usadas en la presente memoria para
designar a los aminoacidos y a los grupos protectores se basan en las recomendaciones del Comité I[UPAC-IUB
sobre nomenclatura bioquimica (véase Biochemistry (1972) 11:1726-1732). Para los aminoacidos relevantes a la
presente invencion, las designaciones son: M: metionina, R: arginina, G: glicina, E: acido glutamico, L: leucina, F:
fenilalanina. En ciertas realizaciones, los aminoacidos usados en la aplicacion de la presente invenciéon son los
aminoacidos que se presentan de forma natural encontrados en las proteinas, o los productos anabdlicos o
catabdlicos que se presentan de forma natural de tales aminoacidos que contienen grupos amino y carboxilo.
Cadenas laterales de aminoacidos particularmente adecuadas incluyen las cadenas laterales seleccionadas de las
de los siguientes aminoacidos: glicina, alanina, valina, cisteina, leucina, isoleucina, serina, treonina, metionina, acido
glutamico, acido aspartico, glutamina, asparagina, lisina, arginina, prolina, histidina, fenilalanina, tirosina y triptéfano.

Se pretende que el término “anticuerpo” usado en la presente memoria incluya anticuerpos enteros —por ejemplo,
de cualquier isotipo (IgG, IgA, IgM, IgE, etc.), incluyendo los anticuerpos policlonales, monoclonales, recombinantes
y humanizados— y fragmentos de los mismos que reconozcan especificamente y sean capaces de unirse a un
epitopo de una proteina. Los anticuerpos pueden ser fragmentados usando técnicas convencionales, y los
fragmentos ser seleccionados de la misma manera segun su utilidad. Asi, el término incluye segmentos de porciones
escindidas proteoliticamente o preparadas recombinantemente de una molécula de anticuerpo que son capaces de
reaccionar selectivamente con cierta proteina. Ejemplos no limitantes de tales fragmentos proteoliticos y/o
recombinantes incluyen Fab, F(ab')2, Fab’, Fv, y anticuerpos monocatenarios (scFv) que contienen un dominio V[L]
y/o V[H] unido por un conector de péptidos. Los scFv pueden ligarse de forma covalente o no covalente para formar
anticuerpos que tienen dos o mas sitios de union.

Segun se usa en la presente memoria, el término “epitopos” se refiere a sitios o fragmento de un polipéptido o
proteina que tienen una actividad antigénica o inmunogénica en un animal, preferentemente en un mamifero. Un
epitopo que tiene actividad inmunogénica es un sitio o fragmento de un polipéptido o proteina que provoca una
respuesta inmunitaria en un animal. Un epitopo que tiene actividad antigénica es un sitio o fragmento de un
polipéptido o proteina al que se une inmunoespecificamente un anticuerpo seguin se determina por cualquier método
muy conocido para un experto en la técnica; por ejemplo, mediante inmunoensayos.

Segun se usa en la presente memoria, el término “fragmento”, en el contexto de un agente proteinaceo, se refiere a
un péptido o polipéptido que comprende una secuencia de aminoacidos de al menos 2 residuos contiguos de
aminoacidos, al menos 5 residuos contiguos de aminoacidos, al menos 10 residuos contiguos de aminoacidos, al
menos 15 residuos contiguos de aminoacidos, al menos 20 residuos contiguos de aminoacidos, al menos 25
residuos contiguos de aminoacidos, al menos 40 residuos contiguos de aminoacidos, al menos 50 residuos
contiguos de aminoacidos, al menos 60 residuos contiguos de aminoacidos, al menos 70 residuos contiguos de
aminoacidos, al menos 80 residuos contiguos de aminoacidos, al menos 90 residuos contiguos de aminoacidos, al
menos 100 residuos contiguos de aminoacidos, al menos 125 residuos contiguos de aminoacidos, al menos 150
residuos contiguos de aminoacidos, al menos 175 residuos contiguos de aminoacidos, al menos 200 residuos
contiguos de aminoacidos, o al menos 250 residuos contiguos de aminoacidos de la secuencia de aminoacidos de
un péptido, polipéptido o proteina. En una realizacién, un fragmento de una proteina de longitud maxima retiene la
actividad de la proteina de longitud maxima; por ejemplo, la actividad inmunogénica. En ofra realizacion, el
fragmento de la proteina de longitud maxima no retiene la actividad de la proteina de longitud maxima; por ejemplo,
la actividad no inmunogénica.

Segun se usa en la presente memoria, el término “fragmento”, en el contexto de un acido nucleico se refiere a un
acido nucleico que comprende una secuencia de acidos nucleicos al menos 2 nucledtidos contiguos, al menos 5
nucledtidos contiguos, al menos 10 nucledtidos contiguos, al menos 15 nucledtidos contiguos, al menos 20
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nucledtidos contiguos, al menos 25 nucleétidos contiguos, al menos 30 nucledtidos contiguos, al menos 35
nucledtidos contiguos, al menos 40 nucledtidos contiguos, al menos 50 nucleétidos contiguos, al menos 60
nucledtidos contiguos, al menos 70 nucledtidos contiguos, al menos 80 nucledtidos contiguos, al menos 90
nucledtidos contiguos, al menos 100 nucledtidos contiguos, al menos 125 nucledtidos contiguos, al menos 150
nucledtidos contiguos, al menos 175 nucledtidos contiguos, al menos 200 nucleétidos contiguos, al menos 250
nucledtidos contiguos, al menos 300 nucleétidos contiguos, al menos 350 nucleétidos contiguos, o al menos 380
nucledtidos contiguos de la secuencia de acidos nucleicos que codifica un péptido, polipéptido o proteina. En una
realizacion preferente, un fragmento de un acido nucleico codifica un péptido o polipéptido que retiene la actividad de
la proteina de longitud maxima; por ejemplo, la actividad inmunogénica. En otra realizacién, los fragmentos de la
proteina de longitud maxima no retienen la actividad de la proteina de longitud maxima; por ejemplo, la actividad no
inmunogénica.

La expresion “esencialmente no citolitico” usado en la presente memoria significa que el virus recombinante de la
estomatitis vesicular (rVSV) no dafa significativamente ni mata las células que infecta.

Un experto en la técnica sabe que el término “VIH” se refiere al virus de la inmunodeficiencia humana. Hay dos tipos
de VIH: el VIH-1 y el VIH-2. Hay muchas cepas diferentes del VIH-1. Las cepas del VIH-1 pueden ser clasificadas en
tres grupos: el grupo “principal” M, el grupo “atipico” O y el grupo “nuevo” N. Estos tres grupos pueden representar
tres introducciones separadas del virus de inmunodeficiencia simiesca en seres humanos. En el grupo M hay al
menos diez subtipos o clados; por ejemplo, los clados A, B, C, D, E, F, G, H, |, J y K. Un “clado” es un grupo de
organismos, tal como una especie, cuyos miembros comparten caracteristicas homoélogas derivadas de un ancestro
comun. Cualquier referencia al VHC-1 en esta solicitud incluye todas estas cepas.

El término “no infeccioso” significa de capacidad reducida o inexistente de infectar.

Segun se usan en la presente memoria, los términos “sujeto” o “paciente” se utilizan de manera intercambiable.
Segun se usan en la presente memoria, los términos “sujeto” y “sujetos” se refieren bien a un ser humano o bien a
un animal no humano.

La expresion “dispositivo de administraciéon farmacéutica” se refiere a cualquier dispositivo que pueda ser usado para
administrar un agente terapéutico o agentes a un sujeto. Ejemplos no limitantes de dispositivos de administracion
farmacéutica incluyen jeringas hipodérmicas, jeringas multicamara, stents, catéteres, parches transcutaneos,
microagujas, microabrasimetros y dispositivos implantables de liberacion controlada. En una realizacion, la expresion
“dispositivo de administracion farmacéutica” se refiere a una jeringa de doble camara capaz de mezclar dos
compuestos antes de la inyeccion.

La frase “farmacéuticamente aceptable” es empleada en la presente memoria para referirse a los compuestos,
materiales, composiciones y/o formas posoldgicas que, segun el alcance del criterio médico fundado, son adecuados
para su uso en contacto con los tejidos de seres humanos y animales sin excesiva toxicidad irritacion, respuesta
alérgica u otro problema o complicacion, acorde con una proporcién razonable de beneficio/riesgo.

La frase “vehiculo farmacéuticamente aceptable” usada en la presente memoria significa un material, una
composicion o un vehiculo farmacéuticamente aceptables, tales como un material de carga liquido o soélido, un
diluyente, un excipiente o un disolvente que encapsule material, implicado en portar o transportar el compuesto
objeto de un 6rgano o porcién del cuerpo a otro érgano o porcion del cuerpo. Cada vehiculo debe ser “aceptable”, en
el sentido de ser compatible con los otros ingredientes de la formulacion y no dafino para el paciente. Algunos
ejemplos de materiales que pueden servir como vehiculos farmacéuticamente aceptables incluyen: (1) azlcares,
tales como lactosa, glucosa y sacarosa; (2) almidones, tales como fécula de maiz y fécula de patata; (3) celulosa y
sus derivados, tales como carboximetilcelulosa sédica, etilcelulosa y acetato de celulosa; (4) tragacanto en polvo; (5)
malta; (6) gelatina; (7) talco; (8) excipientes, tales como manteca de cacao y ceras para supositorios; (9) aceites,
tales como aceite de cacahuete, aceite de semillas de algodén, aceite de cartamo, aceite de ajonjoli, aceite de oliva,
aceite de maiz y aceite de soja; (10) glicoles, tales como el propilenglicol; (11) polioles, tales como glicerina, sorbitol,
manitol y polietilenglicol; (12) ésteres, tales como oleato etilico y laurato etilico; (13) agar; (14) agentes tampon, tales
como hidréxido de magnesio e hidroxido de aluminio; (15) acido alginico; (16) agua libre de pirdgenos; (17) suero
fisioldgico isotonico; (18) solucion de Ringer; (19) alcohol etilico; (20) soluciones tampon de pH; (21) poliésteres,
policarbonatos y/o polianhidridos; y (22) otras sustancias compatibles no toxicas empleadas en formulaciones
farmacéuticas.

Los términos “polinucledtido” y “acido nucleico” son usados de manera intercambiable para referirse a una forma
polimérica de nucledtidos de cualquier longitud, ya se trate de desoxirribonucleétidos o de ribonucledtidos, o de
analogos de los mismos. Los siguientes son ejemplos no limitantes de polinucleétidos: regiones codificantes o no
codificantes de un gen o de un fragmento de gen, loci (locus) definidos a partir del analisis de ligamiento, exones,
intrones, ARN mensajero (ARNm), ARN de transferencia (ARNt), ARN ribosémico (ARNr), ribozimas, ADNCc,
polinucleétidos recombinantes, polinucleétidos ramificados, plasmidos, vectores, ADN aislado de cualquier
secuencia, ARN aislado de cualquier secuencia, sondas de acido nucleico y cebadores. Un polinucleétido puede
comprender nucleétidos modificados, tales como nucleétidos metilados y analogos nucledtidos. Si estan presentes,
las modificaciones a la estructura del nucleétido pueden impartirse antes o después del ensamblaje del polimero. La
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secuencia de nucledtidos puede ser interrumpida por componentes no nucleétidos. Un polinucleétido puede ser
modificado, ademas, después de la polimerizacion, tal como mediante conjugacion con un componente de marcado.
El término polinucledtido “recombinante” significa un polinucleétido de origen genémico, de ADNc, semisintético o
sintético que bien no se da en la naturaleza o bien esta ligado a otro polinucleétido en una disposicién no natural. Un
“oligonucleotido” se refiere a un polinucledtido monocatenario que tiene menos de aproximadamente 100
nucledtidos, menos que aproximadamente, por ejemplo, 75, 50, 25 o 10 nucledtidos.

» o«

Los términos “polipéptido”, “péptido” y “proteina” (siendo monocatenarios) son usados de forma intercambiable en la
presente memoria para referirse a polimeros de aminoacidos. El polimero puede ser lineal o ramificado, puede
comprender aminoacidos modificados y puede ser interrumpido por acidos no aminicos. Los términos también
abarcan un polimero aminoacido que ha sido modificado; por ejemplo, disulfuro, formacion de enlaces, glicosilacion,
lipidacion, acetilacion, fosforilacién o cualquier otra manipulacion, tal como la conjugacion con un componente de
marcado.

En ciertas realizaciones, los polipéptidos de la invencion pueden ser sintetizados quimicamente, ribosémicamente en
un sistema in vitro o ribosémicamente en una célula. La sintesis quimica de polipéptidos de la invencion se puede
llevar a cabo usando diversos métodos reconocidos en la técnica, incluyendo la sintesis escalonada en fase sdlida,
la semisintesis a través de la religadura asistida conformacionalmente de fragmentos de péptidos, de la ligadura
enzimatica de segmentos de péptidos clonados o sintéticos y de la ligadura quimica. La ligadura quimica nativa
emplea una reaccion quimioselectiva de dos segmentos peptidicos no protegidos para producir un intermedio
transitorio ligado por tioésteres. El intermedio transitorio ligado por tioésteres experimenta entonces
espontaneamente una reorganizacion, proporcionando el producto de ligadura de longitud maxima que tiene un
enlace peptidico nativo en el sitio de la ligadura. Los productos de ligadura de longitud maxima son quimicamente
idénticos a las proteinas producidas por sintesis in vitro. Los productos de ligadura de longitud maxima pueden ser
renaturalizados y/u oxidados, en la medida de lo posible, para formar moléculas proteinicas nativas que contienen
disulfuro (véanse, por ejemplo, las patentes estadounidenses n°® 6.184.344 y 6.174.530; y T. W. Muir et al., Curr.
Opin. Biotech. (1993): vol. 4, p 420; M. Miller, et al., Science (1989): vol. 246, p 1149; A. Wlodawer, et al., Science
(1989): vol. 245, p 616; L. H. Huang, et al., Biochemistry (1991): vol. 30, p 7402; M. Schnolzer, et al., Int. J. Pept.
Prot. Res. (1992): vol. 40, p 180-193; K. Rajarathnam, et al., Science (1994): vol. 264, p 90; R. E. Offord, “Chemical
Approaches to Protein Engineering”, en Protein Design and the Development of New therapeutics and Vaccines, J.
B. Hook, G. Poste, Eds., (Plenum Press, Nueva York, 1990) pp. 253-282; C. J. A. Wallace, et al., J. Biol. Chem.
(1992): vol. 267, p 3852; L. Abrahmsen, et al., Biochemistry (1991): vol. 30, p 4151; T. K. Chang, et al., Proc. Natl.
Acad. Sci. USA (1994) 91: 12544-12548; M. Schnlzer, et al., Science (1992): vol., 3256, p 221; y K. Akaiji, et al.,
Chem. Pharm. Bull. (Tokio) (1985) 33: 184).

“VSV” se usa para referirse al virus de la estomatitis vesicular.

“rVSV” se usa para referirse un virus recombinante de estomatitis vesicular.

El término “Indiana” e “IND” se usan para referirse al VSV de serotipo Indiana (VSVing).

El término “Nueva Jersey” y “NJ” se usan para referirse al VSV de serotipo Nueva Jersey (VSVyy).

‘MWT” y “M(WT)” se usan para referirse una proteina M de la forma natural. La secuencia de nucleétidos del gen M
de la forma natural del VSVinq puede comprender la secuencia de nucleétidos representada por la SEQ ID NO: 1. La
secuencia de aminoacidos de la proteina M de la forma natural del VSV|,q puede comprender la secuencia de
aminoacidos representada por la SEQ ID NO: 3. La secuencia de nucleétidos del gen M de la forma natural del
VSV puede comprender la secuencia de nucleétidos representada por la SEQ ID NO: 5. La secuencia de
aminoacidos de la proteina M de la forma natural del VSVyy puede comprender la secuencia de aminoacidos
representada por la SEQ ID NO: 8. “M51R” se usa para referirse a una M(WT) del VSV,q que tenga un cambio de
metionina a arginina en la posicion 51. “G21E” se usa para referirse a una M(WT) del VSV|n¢ que tenga un cambio de
glicina a acido glutamico en la posicién 21. “L111F” se usa para referirse a una M(WT) del VSVin¢ que tiene un
cambio de leucina a fenilalanina en la posicion 111. “G22E” se usa para referirse a una M(WT) del VSV, que tiene
un cambio de glicina (G) a acido glutamico (E) en la posicion 22. “L110F” se usa para referirse a una M(WT) del
VSVny que tiene un cambio de leucina (L) a fenilalanina (F) en la posicién 110. “M48R+M51R” se usa para referirse a
una M(WT) del VSVy\y que tiene un cambio de metionina (M) a arginina (R) en las posiciones 48 y 51.
“rVSVing M(G21E/L111F/M51R)” 0 “rVSVing (GLM)” se usa para referirse a un rVSV,ng que tiene una M(WT) que tiene
un cambio de glicina a acido glutamico en la posiciéon 21, un cambio de leucina a fenilalanina en la posicion 111 y un
cambio de metionina a arginina en la posicién 51. “rVSVyM(G22E/M48R+M51R)” o “rVSVyy (GM)” se usa para
referirse a un rVSVyy que tiene un M(WT) que tiene un cambio de glicina a acido glutdmico en la posicion 22 y un
cambio de metionina a arginina en las posiciones 48 y 51, y “rVSVny M(G22E/L110F/M48R+M51R)" o
“rVSVny (GLM)” se usa para referirse a un rVSVy, que tiene una M(WT) que tiene un cambio de glicina a acido
glutamico en la posiciéon 22, a un cambio de leucina a fenilalanina en la posicion 110 y un cambio de metionina a
arginina en las posiciones 48 y 51.

11



10

15

20

25

30

35

40

45

50

ES 2 640961 T3

Visién general

Los inventores generaron proteinas M novedosas y rVSV atenuados novedosos capaces de producir las proteinas M
novedosas. Las proteinas novedosas de la presente invencion pueden incluir M(G21E/L111F/M51R),
M(G22E/M48R+M51R) y M(G22E/L110F/M48R+M51R). Los rVSV atenuados novedosos de la presente invencion
pueden ser usados como expresion de proteinas y vectores de vacunas en métodos para la prevencion o el
tratamiento de infecciones. El rVSV de la presente invencién puede ser aplicado para crear vacunas para
enfermedades infecciosas de seres humanos y otros animales para inducir respuestas inmunitarias celulares y
humorales.

Proteinas aisladas y proteinas M

En una realizacion, la presente invencion versa sobre proteinas aisladas y sobre secuencias de nucledtidos que
codifican las proteinas aisladas. Como tal, en una realizacion la presente invencién versa sobre un péptido aislado
que comprende una secuencia de aminoacidos seleccionada de las secuencias de aminoacidos enumeradas como
las SEQ ID NOs: 4, 9 y 10. En otra realizacion, la presente invencion versa sobre secuencias aisladas de nucledtidos
que comprenden una secuencia de nucledtidos seleccionada de los polinucleétidos enumerados como las SEQ ID
NOs:2,6y7.

En una realizacion, la presente invencion versa sobre proteinas M novedosas del VSV que tienen al menos una de
las sustituciones siguientes: M(G21E/L111F/M51R), M(G22E/M48R+M51R) y M(G22E/L110F/M48R+M51R). En un
aspecto, la presente invencion versa sobre una proteina M del VSV que comprende una secuencia de aminoacidos
seleccionada de las secuencias de aminoacidos enumeradas como las SEQ ID NOs: 4, 9y 10. En otra realizacion, la
presente invencion versa sobre secuencias de nucleétidos que codifican las proteinas M novedosas del VSV de la
presente invencion. Las secuencias de nucleétidos pueden ser seleccionadas del grupo de secuencias enumeradas
como las SEQIDNOs: 2,6y 7.

Métodos de prevencién o tratamiento de una infeccién

Se proporcionan métodos de induccién de una respuesta inmunitaria, de prevencion o de tratamiento de infecciones.
En una realizacion, los métodos pueden incluir administrar a un sujeto: (a) una cantidad efectiva de una vacuna que
comprende un rVSV atenuado de un serotipo que tiene (i) una primera proteina M modificada, comprendiendo la
primera proteina M modificada la secuencia de aminoacidos de la SEQ ID NO: 3, que incluye al menos las
sustituciones siguientes: G21E/L111F/M51R, vy (ii) un epitopo del patdégeno; y (b) una cantidad efectiva de otra
vacuna que comprende un rVSV atenuado de otro serotipo que tiene: (i) una segunda proteina M modificada,
comprendiendo la segunda proteina M modificada la secuencia de aminoacidos de la SEQ ID NO: 8, que incluye al
menos las sustituciones siguientes: G22E/M48R+M51R, y (ii) el epitopo del patégeno. En realizaciones de la
presente invencion, los meétodos pueden incluir administrar a un sujeto (a) una cantidad efectiva de
rVSVing M(G21E/L111F/M51R), y (b) una cantidad efectiva bien de un rVSVy; M(G22E/M48R+M51R) o bien de un
rVSVnM(G22E/L110F/M48R+M51R) en una modalidad de vacunacion de sensibilizacion y refuerzo.

El término “cantidad efectiva” usado en la presente memoria significa una cantidad efectiva y a dosis y durante
periodos de tiempo necesarios para lograr el resultado deseado.

En ciertas realizaciones, (a) es administrada al sujeto antes de que (b) sea administrada al sujeto.
En ciertas realizaciones, (b) es administrada al sujeto mas de una vez en el curso del tratamiento o la prevencion.

En ciertas realizaciones, (a) es administrada al sujeto necesitado de la misma y (b) es administrada al sujeto
necesitado de la misma en aproximadamente las semanas tres, ocho y dieciséis posteriores a la administracion de

(a).
En ciertas realizaciones, (b) es administrada al sujeto antes de que (a) sea administrada al sujeto.
En ciertas realizaciones, (a) es administrada al sujeto mas de una vez en el curso del tratamiento o la prevencion.

En ciertas realizaciones, (b) es administrada al sujeto necesitado de la misma y (a) es administrada al sujeto
necesitado de la misma en aproximadamente las semanas tres, ocho y dieciséis posteriores a la administracion de

(b).
Virus recombinante

En ciertas realizaciones, la presente invencién versa sobre un virus recombinante de la estomatitis vesicular (rVSV)
que puede ser un VSV de longitud maxima, esencialmente no citolitico, avirulento, capaz de inducir una respuesta
inmunitaria en un sujeto, capaz de reproducir particulas virales con titulacion elevada a temperaturas permisivas, de
reproducir particulas virales con titulacion baja a temperaturas semipermisivas y que puede ser incapaz de producir
virus a temperaturas no permisivas, y que puede expresar un epitopo de un patégeno extrafio. El rVSV de la
presente invencion puede ser capaz de inducir respuestas inmunitarias humorales, celulares y mucosales.
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En una realizacién, la presente invencion versa sobre el rVSViy el rVSVn. El rVSVig puede ser un
rVSVing M(G21E/L111F/M51R) de longitud maxima esencialmente no citolitico capaz de producir particulas virales a
una temperatura permisible de aproximadamente 31°C, y que puede ser incapaz o deficientemente capaz de
producir particulas virales a temperaturas semipermisivas de aproximadamente 37°C e incapaz de producir
particulas virales a temperaturas no permisivas por encima de 37°C; por ejemplo, 39°C. En ciertas realizaciones, el
rVSVinga puede incluir una M(G21E/L111F/M51R). En ciertas realizaciones, el rVSVi,q puede incluir un gen M que
comprende una secuencia de nucleétidos de la SEQ ID NO: 2.

En ciertas realizaciones, el rVSV es un rVSVy; M (G22E/M48R+M51R) o un M(G22/L110F/M48R+M51R) de longitud
maxima esencialmente no citolitico. En ciertas realizaciones, el rVSV es un rVSVy, esencialmente no citolitico que
incluye un gen M, seleccionandose la secuencia de nucleétidos del gen M de la SEQ ID NO: 6 y la SEQ ID NO: 7.

Los rVSV de la presente invencion pueden prepararse usando técnicas conocidas en la técnica. En una realizacion,
los rVSV pueden ser introducidos en una célula anfitriona en condiciones adecuadas para la duplicacion y la
expresion del rVSV en el anfitrién. En consecuencia, la presente invencién también proporciona una célula que tiene
un rVSVing en el que la secuencia de aminoacidos de la proteina M del virus esta modificada para proporcionar una
secuencia esencialmente no citotdxica que también permite que el rVSViq se duplique de manera efectiva a una
temperatura permisible, pero pueda no duplicarse a una temperatura no permisible.

Como tal, la presente invencion también versa sobre una célula que tiene uno o mas de los VSV recombinantes de
la presente invencion.

Vacunas o composiciones inmunogénicas de la invencién

La presente invencion también presenta vacunas o composiciones inmunogénicas que comprende uno o mas de los
rVSV de la presente invenciéon. En una realizacién, la presente invencién presenta vacunas o composiciones
inmunogénicas que comprenden un rVSV)nq y vacunas o composiciones inmunogénicas que comprenden un rVSVyy,
segun se ha descrito anteriormente.

En una realizacion, las vacunas pueden incluir rVSV que expresan un epitopo de un patdégeno. En otra realizacion,
las vacunas pueden incluir o mezcla o coctel de rVSV que expresan diferentes epitopos de un patégeno (véase la
Tabla 6, grupos de vacunacion 5y 6).

Las vacunas o composiciones inmunogénicas de la invencidon son adecuadas para su administracion a sujetos en
una forma biolégicamente compatible in vivo. La expresion “forma biolégicamente compatible adecuada para su
administracion in vivo” usada en la presente memoria significa una forma de la sustancia que ha de ser administrada
en la que cualquier efecto toxico estda compensado por los efectos terapéuticos. Las sustancias pueden ser
administradas a cualquier animal o sujeto, preferentemente seres humanos. Las vacunas de la presente invencion
pueden proporcionarse como un preparado liofilizado. Las vacunas de la presente invencién también se pueden
proporcionar como una solucién que puede ser congelada para su transporte. Ademas, las vacunas pueden
contener conservantes adecuados, tales como glicerol, o puede ser formuladas sin conservantes. Si es apropiado
(es decir, si ello no dafia el VSV en la vacuna), las vacunas también pueden contener diluyentes, adyuvantes y/o
vehiculos adecuados.

La dosis de la vacuna puede variar segun factores tales como el estado de la enfermedad, la edad, el sexo y el peso
del individuo, y la capacidad del anticuerpo para provocar una respuesta deseada en el individuo. La posologia
puede ajustarse para proporcionar la respuesta terapéutica 6ptima. La dosis de la vacuna también puede variar
dependiendo de las circunstancias para proporcionar una respuesta de dosis preventiva.

Estuches de administracion

La presente invencion proporciona estuches de administracion —por ejemplo, para prevenir o tratar una infeccion—.
Por ejemplo, un estuche de administracién puede comprender una o mas composiciones farmacéuticas o vacunas
segun se ha descrito anteriormente y, opcionalmente, instrucciones para su uso. En ofras realizaciones adicionales,
la invencién proporciona estuches de administracion que comprenden una o mas composiciones farmacéuticas o
vacunas y uno o mas dispositivos para lograr la administracion de tales composiciones.

Los componentes del estuche de administracion pueden ser envasados para la puesta en practica ya sea manual o
parcial o totalmente automatizada de los anteriores métodos. En otras realizaciones que implican estuches de
administracion, esta invencion contempla un estuche de administracién que incluye composiciones de la presente
invencion y, opcionalmente, instrucciones para su uso. Tales estuches de administracion pueden tener diversos
usos, incluyendo, por ejemplo, la formacién de imagenes, la diagnosis la terapia y otras aplicaciones.

Ventajas y caracteristicas unicas de los rVSV de la presente invencion

Caracteristicas novedosas e inusuales de la invencion:
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El ensamblaje y la liberacion normales del rVSVn¢ M(G21E/L111F/M51) a temperatura permisiva (aproximadamente
31°C) hicieron posible amplificar los nuevos rVSV mutantes a la temperatura permisible con una titulacion elevada
para crear la masa viral. El defecto de ensamblaje del rVSV,¢ M(G21E/L111F/M51) a una temperatura no permisiva
(aproximadamente 37°C (aproximadamente la temperatura corporal)) aumenté la seguridad del uso del rVSV en
seres humanos y otros animales al reducir significativamente el nimero de virus infecciosos de esa progenie a la
temperatura no permisiva. La adicion de estas mutaciones a la mutacion M51R preexistente en la proteina M del
rVSVing atenuo adicionalmente la virulencia del VSVqg.

Las tres mutaciones M(G22E/M48R+M51R) o cuatro mutaciones M(G22E/L110F/M48R+M51R) en la proteina M del
rVSVny no hicieron al virus sensible a la temperatura para el ensamblaje del virus. Sin embargo, la adicion de la
mutacion G22E o G22E/L110F a las mutaciones M48R+51R hicieron al VSVyymas atenuado y se volvid
significativamente menos patégeno.

La anterior divulgaciéon describe la presente invencién en general. Puede lograrse una comprension mas completa
con referencia a los siguientes Ejemplos especificos. Estos Ejemplos se describen Unicamente con fines de
ilustracion y no se pretende que limite el alcance de la invencién. Se contemplan cambios en forma y sustitucion de
equivalentes segun puedan sugerir o hacer oportuno las circunstancias. Aunque en la presente memoria se han
empleado términos especificos, tales términos estan pensados en un sentido descriptivo y no con fines de limitacion.

Ejemplos

La presente invencion se ilustra adicionalmente con los siguientes ejemplos, que no deberian ser interpretados como
limitantes en modo alguno.

Ejemplo 1: Introduccion de mutaciones en los genes M del rVSV,qy el rVSVy, y recuperacion del VSV
recombinante por genética inversa

Se introdujeron mutaciones en el gen M del VSV 4 (FIG. 1) y del VSV, (FIG. 2). Las secuencias de nucleétidos que
codificaban los aminoacidos en cada posicion fueron mutadas por medio del método de la PCR en megacebador.
Cada mutacioén es expresada como una sustitucion de un aminoacido en una posicién especifica (por ejemplo, M51
en M51R) con otro aminoacido (por ejemplo, R en M51R). Para atenuar adicionalmente la virulencia del VSV, los
inventores combinaron mutaciones (G21E y L11F) en el t£sO23 con mutaciones de metionina a arginina (M51R) en el
gen M, lo que redujo la actividad inhibitoria de la proteina M en la sintesis celular de la proteina y, ademas, redujo el
ensamblaje de las particulas del VSV a temperaturas no permisivas (39°C) y semipermisivas (37°C). Las Tablas 2,
3, 4 y 5 muestran los cambios en las secuencias de nucleétidos y de aminoacidos de la forma natural a las mutantes
en los genes M del rVSV,qy el r'VSVyy. Los codones de los nucleétidos cambiados estan subrayados, y las
secuencias de nucleotidos cambiados y las secuencias de aminoacidos estan en negrita.

Se recuperaron virus recombinantes de estomatitis vesiculares (rVSV) de forma natural y mutante a partir de
plasmidos de ADNc por genética inversa (FIG. 3). La genética inversa del VSV emplea las células BHK21, que
expresan la ARN polimerasa dependiente de ADN del bacteriéfago T7 (T7), y un plasmido que codifica el ARN
gendmico de longitud maxima del VSV (pVSV) y 3 plasmidos que expresan la proteina nucleocapside (pN), la
fosfoproteina (pP), y la proteina L (pL) de la polimerasa del VSV. La transcripcion del ARN genémico de longitud
maximo y de los ARN mensajeros para las proteinas N, P y L esta bajo el control de la ARN polimerasa del T7. El
sitio interno de entrada al ribosoma (IRES) corriente arriba de cada gen N, P y L del VSV mejora la traduccion de
proteinas. Los plasmidos son transfectados a las células BHK-T7 con Lipofectaminew 2000 en concentraciones de
10 pg de pN, 10 ug de pP, p5 g de pL y 15 ug de pVSV. Los medios de cultivo de las células transfectadas fueron
recolectados cuando las células presentaron un CPE de aproximadamente el 50-70%.

Ejemplo 2: La mutaciéon L111F en el gen M reduces significativamente el nimero de viriones del rVSViq a
temperatura semipermisiva, 37°C

Los virus recuperados fueron purificados 3 veces por seleccion de placa y fueron amplificados para un volumen
mayor de masa viral infectando células BHK21 con una MDI de 0,1 a 31°C. Los inventores infectaron células BHK21
y células de neuroblastoma humano, SH-SY5Y, con una MDI de 3 de los rVSV. Las células infectadas fueron
incubadas a temperatura permisiva (31°C) y temperatura semipermisiva (37°C, temperatura corporal) para
determinar la sensibilidad a la temperatura de las nuevas M mutantes en el ensamblaje de particulas virales. Los
medios de cultivo de las células infectadas fueron recogidos cada 2 horas hasta 10 horas después de la infeccion, y
el numero de particulas virales infecciosas en los medios de cultivo se determind mediante ensayos en placa con
células Vero EB. Las células infectadas con los virus mutantes para el ensayo en placa fueron incubadas a 31°C. La
forma natural y todos los mutantes se duplicaron igualmente bien y produjeron un titulo similar de virus infecciones
en todo el periodo de 10 horas de infeccion (FIG. 4A y C). Sin embargo, los mutantes del rVSVing, rVSVing-
G21E/L111F y del rVSVing-G21E/L111F/M51R se duplicaron con un titulo significativamente menor que la forma
natural o el mutante M51R de rVSVnq a 37°C. Las diferencias en la produccién de particulas infecciosas entre la
forma natural y la nueva M mutante, rVSV,n,-G21E/L111F/M51R, fueron de hasta cuatro magnitudes logaritmicas
(FIG. 4B y D). Las barras de error de la FIG. 4 representan el error estandar de la media. En la FIG. 4B se muestran
los valores P para los titulos virales del rVSV,--G21E/L111F/M51R a las 4 horas, 6 horas, 8 horas y 10 horas
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postinfeccion obtenidos comparandolos con los titulos del rVSVn-WT son p<0,0001, p=0,0055, p=0,0040 y
p=0,0015. En la FIG 4B se muestran los valores P para los titulos virales del rVSVn¢-G21E/L111F a las 4 horas, 6
horas, 8 horas y 10 horas postinfeccién obtenidos comparandolos con los titulos del rVSV,¢-WT son p<0,0001,
p=0,0055, p=0,0041 y p=0,0016. Los valores P de la FIG. 4D fueron valores P <0,005. Los valores P fueron
calculados usando pruebas t de Student bilaterales independientes.

Ejemplo 3: Mutaciones en el gen M del rVSVy; G22E y L110F no reducen el numero de viriones del rVSVy, a
37°C

Se infectaron células BHK21 con una MDI de 3 de la forma natural y los mutantes del gen M del rVSVyy, incubadas
tanto a 37°C (temperatura semipermisiva) como a 31°C (temperatura permisiva) y el medio de cultivo fue
recolectado 10 horas postinfeccion. El titulo viral de cada virus del medio de cultivo fue determinado mediante
ensayo en placa usando células Vero E6. En la tabla se muestra el titulo viral medio de las muestras duplicadas. La
forma natural y todos los M mutantes del rVSVy, se duplicaron igualmente bien a ambas temperaturas de 31°C y
37°C (FIG. 5), indicando que la introduccion de las mutaciones G22E y L110F en el gen M de rVSVy, no afecto al
ensamblaje y la liberacion del virus a 37°C. Las barras de error de la FIG. 5 representan el error estandar de la
media.

Ejemplo 4: El defecto de ensamblaje a temperatura semipermisiva por la mutacion L111F en el gen M del
rVSVnq no afecta a la expresion de proteinas del VSV

Se infectaron células BHK21 con una MDI de 6 de la forma natural y los mutantes del gen M del rVSVq y del
rVSVnu. Las células infectadas fueron incubadas tanto a 37°C como a 31°C durante 6 horas. Las células infectadas
fueron lisadas 6 horas postinfeccion; se cargaron 5 ug de la proteina total en el gel de SDS-PAGE, y las proteinas
del rVSV fueron detectadas mediante analisis de transferencia de Western usando antisuero de conejo contra el
VSVing y €l VSV, (disolucién de 1:5000). El resultado demuestra que, a pesar de las mutaciones que redujeron el
numero de viriones del rVSVi,qa 37°C (L111F en G21E/L111F y G21E/L111F/M51R), el nivel de expresion de
proteinas del VSV es comparable al del rVSVy4 de la forma natural (FIG. 6A). La forma natural y todos los mutantes
de M del rVSV\, expresaron sus proteinas a un nivel similar tanto a 31°C como a 37°C (FIG. 6B).

Ejemplo 5: Las mutaciones combinadas G21E/L111F/M51R en el gen M del rVSV,q redujeron
significativamente la citopatogenicidad en células BHK21 y células de neuroblastoma humano, SH-SY5Y

Para examinar los efectos de las mutaciones L111F y M51R del gen M del rVSV,y4 en la citopatogenicidad, los
inventores infectaron células BHK21 (FIG. 7) y células de neuroblastoma humano (FIG. 8) con una MDI de 0,1 del
rVSVing. Los efectos citopaticos tipicos del VSV son la agrupacion de las células infectadas vy la lisis celular. 20 horas
después de la infeccion, el efecto citopatico causado por el rVSVing-G21E/L111F/M51R fue comparado con los del
otro rVSVinge. A las 20 horas de la infeccién con el rVSVn-G21E1L111F/M51R mutante se presentaron los efectos
citopaticos mas reducidos, ninguna célula o un nimero pequefo de células agrupadas a 37°C, y la combinacion de
las mutaciones L111F y M51R (FIG. 7N y FIG. 8L) atenud la citopatogenicidad del virus mas que la mutacién tnica
de cada una en las células tanto BHK21 como SH-SY5Y.

Ejemplo 6: Efectos citopaticos reducidos en la célula BHK21 por parte del rVSVy, con las mutaciones del gen
M G22E/M48R+M51R y G22E/L110F/M48R+M51R

Para examinar los efectos de las mutaciones G22E, L110F y M48R+M51R del gen M del rVSVy en la
citopatogenicidad, los inventores infectaron células BHK21 y células de neuroblastoma humano con una MDI de 0,1
del rVSVyy. 20 horas después de la infeccion, los inventores compararon los efectos citopaticos (agrupacion vy lisis
de las células) causados por la forma natural y otros mutantes de M del rVSVy,. A las 20 horas de la infeccién con el
mutante G22E/M48R+M51R y el mutante G22E/L110F/M48R+M51R se presentaron los efectos citopaticos mas
reducidos a 37°C, y la combinacion de las mutaciones G22E y M48R+M51R atenué adicionalmente la
citopatogenicidad del rVSVy;, en las células tanto BHK21 (FIG. 9L y 9N) como SH-SY5Y (FIG. 10L y 10N).

Ejemplo 7: El rVSV,,gscon las mutaciones G21E/L111F/M51R y el rVSVy,con las mutaciones
G22E/M48R+M51R y G22E/L110F/48R+M51R en la proteina M fueron atenuados hasta un grado en el que los
ratones inyectados con el virus en el cerebro no presentaron ningun signo neurolégico ni ningtin sintoma tal
como pérdida de peso

ElI VSV no presenta neurotropismo en el animal anfitriéon durante la infeccién natural a través de la abrasion de la piel
o picaduras de tabano o de mosquito. No obstante, cuando se inyecta el VSV de forma natural directamente en la
nariz o el cerebro en ratones o monos, los animales presentan sintomas neurolégicos. Para examinar la
neurovirulencia de los nuevos mutantes de M de los VSV, los inventores inyectaron en ratones Swiss-Webster
1x10° PFU de VSV mutante y 1x10° PFU de VSV de la forma natural en el ventriculo intralateral del cerebro. Los
inventores adquirieron en el laboratorio Charles River ratones Swiss-Webster de 5 semanas de edad con implante
ventricular intralateral. Tres ratones por grupo recibieron inyecciones con virus después de una semana de su
llegada a la instalaciéon para animales. Después de la inyeccion viral, los ratones fueron observados en busca de
signos neurologicos y fueron pesados cada dos dias durante 4 semanas. Los ratones inyectados con 1x10° PFU de
rVSVinq de la forma natural murieron antes de cuatro dias después de la inyeccion (FIG. 11B). Dos ratones
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inyectados con 1x10° PFU del r'VSVin-M51R (FIG. 11C) perdieron aproximadamente el 20% de su peso corporal 6
dias después de la inyeccion, y el peso corporal volvié otra vez al peso normal aproximadamente 14 dias después
de la inyeccion. Un ratén inyectado con el rVSV,4-M51R no perdié peso corporal durante el experimento. Los tres
ratones inyectados con rVSV,¢-G21E/L111F/M51R no presentaron ningun signo de enfermedad y no perdieron peso
corporal durante 4 semanas hasta que los ratones fueron sacrificados (FIG. 11D), indicando que la combinacion de
mutaciones G21E/L111F y M51R atenu6 significativamente el rVSV,q y perdié su neurovirulencia en ratones. Un
ratén inyectado con rVSVy,-WT presenté paralisis en ambas patas traseras y fue sacrificado en el dia 6 después de
la infeccion (FIG. 12A). Dos ratones mas inyectados con rVSVy,-WT y ratones inyectados con rVSVy,-M48R+M51R,
rVSVny-G22E/M48R+M51R o rVSVy-G22E/L110F/M48R+M51R no presentaron sefial alguna de enfermedad ni
pérdida de peso durante 4 semanas después de la infeccion (FIG. 12B, 12C y 12D). Las barras de error de las
FIGURAS 11y 12 representan el error estandar de la media.

Ejemplo 8: Generacion de rVSV que expresan la proteina VIH-1 Gag como gen de interés; las proteinas del
VIH-1 Gag se expresan igualmente bien tanto a 31°C como a 37°C

Los mutantes M recién generados —el mutante G21E/L111F/M51R del rVSVinq y los mutantes G22E/M48R+M51R y
G22E/L110F/M48R+M51R del rVSVyn,— demostraron una citopatogenicidad reducida y expresiones comparables de
proteinas al rVSV de la forma natural a 37°C. Para ser usados como un vector de vacuna, los nuevos mutantes M
del rVSV deberian inducir buenas respuestas inmunitarias in vivo, respuestas inmunitarias tanto humorales como
celulares. Cuando se expresan solas en las células, las proteinas VIH-1 gag producen particulas virales y las
particulas virales son segregadas de las células. Por lo tanto, la proteina gag era la proteina adecuada para
expresarse desde los nuevos mutantes M del rVSV para examinar la respuesta inmunitaria tanto celular como
humoral. Ademas, el epitopo de los linfocitos T citotoxicos CD8+, el péptido restringido por H-2K® (NH2-
AMQMLKETI-COOH) (SEQ ID NO: 33) en el VIH-1 Gag estd muy estudiado en el raton Balb/c. Los inventores
insertaron el gen VIH-1 gag de longitud maxima ligado a los epitopos de los linfocitos T CD8+ humanos conservados
de gp41, gp120, y la proteina nef del VIH-1 (Gag-En). El gen Gag-En fue insertado en la unién del gen Gy el gen L
en los clones del ADNc de longitud maxima de la forma natural (WT) y el G21E/L111F1M51R (GLM) del r'VSVinq y la
forma natural, el G22E/M48R+M51R (GM) y el G22E/L110F/M48R+M51R(GLM) del rVSVyy. Los rVSV fueron
recuperados de los clones de ADNc mediante genética inversa, segun se describe en la FIG. 3, y la expresion de
Gag-En de los rVSV fue examinada mediante analisis de transferencia de Western usando un anticuerpo monoclonal
contra el VIH-1 p24. Para el analisis de transferencia de Western, se infectaron células BHK21 con una MDI de 6 de
los rVSV y fueron incubadas a 31°C y 37°C, y se prepararon lisatos celulares 6 horas postinfeccion. Se cargé una
proteina total de 5 uyg en el SDS-PAGE para el analisis de transferencia de Western. El rVSV,,4(GLM)-Gag-En, el
rVSVn(GM)-Gag-En y el rVSVyny(GLM)-Gag-En expresaron bien la proteina Gag-En (64 kDa) a temperatura
semipermisiva (37°C, FIG. 13C), y el nivel de expresion fue similar al de una temperatura permisiva (31°C, FIG.
13B).

Ejemplo 9: Régimen de vacunacion con rVSV en ratones

Seis ratones Balb/c por grupo fueron vacunados con el régimen de sensibilizacion y refuerzo ilustrado en la FIG. 14.
Los ratones fueron agrupados segun el tipo de vector de vacuna (forma natural en contraposicién a mutante) y al
régimen (por ejemplo, sensibilizando y reforzando con el mismo serotipo de rVSV o alternando los dos serotipos
para la sensibilizacion y el refuerzo). Los ratones fueron vacunados intramuscularmente como sensibilizacion con
5x10° PFU de los rVSV a la edad de 6 semanas. Tres semanas después de la sensibilizacion, los ratones fueron
vacunados como refuerzo con la misma dosis de rVSV de la vacunacién de sensibilizacion. Una semana después de
la inyeccion de refuerzo, se recogieron esplenocitos y suero para detectar las respuestas inmunitarias celulares y las
respuestas inmunitarias humorales de los linfocitos T CD8+ especificos a VIH-1 Gag.

Ejemplo 10: La sensibilizacion con rVSV|,¢(GLM)-VIH-1 Gag-En y el refuerzo con rVSVy,(GLM)-VIH-1 Gag-En
inducen las respuestas inmunitarias mas intensas de los linfocitos T CD8+ contra VIH-1 Gag

Los linfocitos T estimulados por la interaccion con la molécula MHC | en las células que presentan el antigeno
cargadas con el péptido aumentan la secrecion de interferon-y (IFN-y), que indica las respuestas inmunitarias de los
linfocitos T especificos al antigeno. Los esplenocitos fueron doblemente tincionados con FITC-anti-CD8 y APC-anti-
IFN-y para linfocitos T CD8+ con el IFN-y intracelular aumentado. Para examinar la respuesta inmunitaria de los
linfocitos T CD8+ especificos a la proteina VIH-1 Gag, los esplenocitos fueron aislados y se estimularon
1x10° células con el péptido VIH-1 Gag restringido por H-2K®, NH,-AMQMLKETI-COOH (SEQ ID NO: 33), las
células fueron tincionadas con FITC rata anti-ratén CD8 para las moléculas CD8 y tincionadas con APC rata anti-
ratén IFN-y para el IFN-y intracelular. La secreciéon de IFN-y fue bloqueada con brefeldina A antes de tincionarlas.
Las respuestas inmunitarias de los linfocitos T CD8+ especificos al VSV fueron examinadas con el uso del péptido
especifico nucleocapside IN275: NH;-MPYLIDFGL-COOH (SEQ ID NO: 32). Los linfocitos T CD8+ LFN-y+
especificos al péptido fueron contadas con FACSCalibur, un citdmetro de flujo. Los esplenocitos tratados con DMSO
(disolvente para el péptido, FIG. 15) no estimularon los linfocitos T CD8+, lo que indica que el tratamiento de los
esplenocitos con los péptidos N del VSV y los péptidos VIH-1 Gag estimulaba especificamente a los linfocitos T
CD8+ en la FIG. 16 y la FIG. 17. La vacunacion de sensibilizacion y refuerzo alternando dos serotipos de rVSV(WT)
o mutantes de rVSV(GLM) indujo respuestas inmunitarias de los linfocitos T CD8+ mas intensas contra las proteinas
del VSV, asi como del VIH-1 Gag, que usando un Unico serotipo de rVSV para las vacunaciones de sensibilizacion y
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de refuerzo, como se ve en los grupos 1, 2, 5, 6, 9y 10 (FIG. 16 y FIG. 17). Con la vacunacion con los nuevos
mutantes M del rVSV, las respuestas de los linfocitos T CD8+ contra la proteina VIH-1 Gag eran inducidas mejor
cuando los ratones eran vacunados con rVSV,q(GLM)-Gag para la sensibilizacion y con rVSVy,(GLM)-Gag para el
refuerzo que al revés (FIG 17, grupo 6 en contraposicion con el grupo 10). El valor P para el grupo 6 de la FIG. 17
fue calculado usando una prueba t de Student bilateral de muestras independientes, y el resultado fue comparado
con el del grupo 10. Las barras de error de las FIGURAS 16 y 17 representan el error estandar de la media.

Ejemplo 11: Respuestas inmunitarias humorales especificas al VIH-1 Gag

La generacion del anticuerpo especifico al VIH-1 Gag fue examinada con el suero recogido una semana después de
la vacuna de refuerzo. El titulo del anticuerpo especifico a Gag fue determinado mediante el ensayo por
inmunoabsorcion ligado a enzimas (ELISA) indirecto. Para el ELISA, se recubrié una placa ELISA de 96 pocillos con
p55 recombinante a una concentracion de 125 ng/pocillo. El suero de raton fue diluido 1:100. El anticuerpo unido al
antigeno, p55, fue detectado con el anticuerpo secundario IgG-HRP oveja anti-ratéon. La actividad enzimatica de la
HRP fue detectada afiadiendo sustratos, una mezcla de perdxido de hidrégeno y tetrametilbencidina. EI OD de cada
muestra se ley6 a una longitud de onda de 450 con el lector de microplacas. Las respuestas inmunitarias humorales
contra el VIH-1 Gag (generacion de un anticuerpo contra el VIH-1 Gag) fueron bien inducidas en ratones vacunados
con los nuevos mutantes M, y las mejores respuestas inmunitarias humorales contra el VIH-1 Gag fueron inducidas
cuando se alternaron dos serotipos de rVSV(WT) o rVSV(GLM) para la inyeccién de sensibilizacion y la de refuerzo
(FIG. 18, grupos 5, 6, 9 y 10). En cuanto a la utilizacion de los nuevos mutantes M para inducir respuestas
inmunitarias humorales contra proteinas extrafias, la sensibilizacién con rVSVn(GLM)-Gag y el refuerzo con
rVSVny(GLM)-Gag funcionaron mejor que al revés (Fig. 18, grupo 6 en contraposicion con grupo 10). Las barras de
error de la FIG. 18 representan el error estandar de la media.

Ejemplo 12: El incremento de dosis de rVSV,q(GLM), rVSVy,(GM) y rVSVyy(GLM) para la vacunacion induje
respuestas inmunitarias mas intensas en ratones

Segun se ilustra en la FIG. 17 y la FIG. 18, se indujeron respuestas inmunitarias de los linfocitos T CD8+ especificos
al VIH-1 Gag y respuestas inmunitarias humorales mas intensas cuando los ratones fueron vacunados como
sensibilizacion con rVSV4(GLM)-Gag y vacunados como refuerzo con rVSVyy(GLM)-Gag. Sin embargo, las
respuestas inmunitarias no fueron tan intensas como las inducidas con rVSVq(WT)-Gag y rVSVny(WT)-Gag. Por lo
tanto, los inventores quisieron examinar si podrian incrementar las respuestas inmunitarias si aumentaban las dosis
del rVSVin(GLM)-Gag y del rVSVny(GLM)-Gag. Ratones Balb/c de seis (6) semanas de edad, 6 ratones/grupo,
fueron vacunados con rVSV,4(GLM)-Gag para su sensibilizacion y con rVSVyy(GLM)-Gag o rVSVny(GM)-Gag para
su refuerzo. Dado que el rVSVy,(GM) estaba tan atenuado como el rVSVy,(GLM) in vitro e in vivo, los inventores
incluyeron rVSVyy(GM)-Gag como virus de refuerzo, y compararon las respuestas inmunitarias con la inducida por el
rVSVn(GLM)-Gag. Los grupos de ratones fueron vacunados con diversas dosis de rVSV.ndgGLM)-Gag,
r'VSVny(GLM)-Gag y rVSVyy(GLM)-Gag; 5%10° PFU/ratén, 5x10° PFU/raton, 5x10% PFU/ratén y 5x10° PFU/raton
(Tabla 1).

Los ratones fueron vacunados segun la planificacion mostrada en la FIG. 14 y fueron sacrificados una semana
después de la vacunacion de refuerzo para obtener esplenocitos y suero. Los esplenocitos fueron doblemente
tincionados con FITC-anti-CD8 y APC-anti-IFN-y para linfocitos T CD8+ con el IFN-y intracelular aumentado. Para
examinar la respuesta inmunitaria de los linfocitos T CD8+ especificos a la proteina VIH-1 Gag, los esplenocitos
fueron aislados y se estimularon 1x10° células con el péptido VIH-1 Gag restringido por H-2K®, NH.-AMQMLKETI-
COOH (SEQ ID NO: 33), las células fueron tincionadas con FITC rata anti-ratén CD8 para las moléculas CD8 y
tincionadas con APC rata anti-ratéon IFN-y para el IFN-y intracelular. La secrecién de IFN-y fue bloqueada con
brefeldina A antes de tincionarlas. Las respuestas inmunitarias de los linfocitos T CD8+ especificos al VSV fueron
examinadas con el uso del péptido especifico nucleocapside IN275: NH,-MPYLIDFGL-COOH (SEQ ID NO: 32). Los
linfocitos T CD8+ LFN-y+ especificos al péptido fueron contadas con FACSCalibur, un citémetro de flujo.

Las respuestas inmunitarias de los linfocitos T CD8+ contra la proteina N del VSV fueron muy similares en todos los
grupos de vacunacion con diferentes dosis de rVSV,(GLM)-Gag, rVSVny(GLM)-Gag o rVSVny(GM)-Gag (FIG. 19).
Las respuestas inmunitarias de los linfocitos T CD8+ especificas al VIH-1 Gag después de la vacunacion de
sensibilizacion con rVSV(GLM)-Gag y del refuerzo con rVSVyy(GLM)-Gag parecieron algo aumentadas cuando
aumentaban las dosis de la vacuna, pero las diferencias no fueron estadisticamente significativas (FIG. 20, grupos 2,
3, 4, 5). Sin embargo, cuando los ratones fueron vacunados como sensibilizacion con rVSVn(GLM)-Gag y
vacunados como refuerzo con rVSVyy(GM)-Gag, la frecuencia de los linfocitos T CD8+ especificos al VIH-1 Gag
aumento significativamente con el incremento de la dosis de 5x10% PFU. La resspuesta de los linfocitos T CD8+
especificos al VIH-1 Gag tuvo intensidad maxima en un grupo vacunado con 5x10° PFU/ratén (FIG 20, grupos 6, 7,
8, 9). Los valores P de los grupos 8 y 9 de la FIG. 20 fueron calculados usando una prueba t de Student bilateral de
muestras independientes, el resultado del grupo 8 fue comparado con el del grupo 7, y el resultado del grupo 9 fue
comparado con el del grupo 8. Las barras de error de las FIGURAS 19 y 20 representan el error estandar de la
media.

La generacion del anticuerpo contra la proteina VIH-1 Gag aumenté con las dosis crecientes de rVSV,ne(GLM)-Gag
para la sensibilizacion y el refuerzo con rVSVyy(GLM)-Gag o rVSVny(GM)-Gag (FIG. 21). La vacunacion de refuerzo
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con rVSVyy(GLM)-Gag o con rVSVyy(GM)-Gag generd un nivel similar de anticuerpos especificos a Gag en diversas
dosis del virus. Las barras de error de la FIG. 21 representan el error estandar de la media.

Ejemplo 13: Generacion de rVSV|,o(GLM) y rVSVyy(GM) que expresan las proteinas Gag, Pol, Env y RT del
VIH-1

Para las vacunas de VIH-1 que utilizan el rVSV,nq(GLM) y el rVSVyy(GM) como vectores de vacuna, los inventores
incluyeron genes de VIH que codificaban la mayoria de las poliproteinas grandes, que son escindidas en proteinas
funcionales —Gag y Env— y en proteinas con actividades enzimaticas (productos del gen pol). Ademas, el gen
gag del VIH-1 fue ligado a nucledtidos que codifican epitopos peptidicos para linfocitos T y linfocitos B en seres
humanos. Los inventores generaron rVSV,q(GLM) y rVSVny(GM) que tenian casetes que codificaban el VIH-1 Gag
ligado a epitopos de linfocitos B a partir de la proteina VIH Env derivada de multiples clados virales (FIG. 22). Los
inventores generaron el rVSVi4(GLM)-Gag-En y el rVSVny(GM)-Gag-En, que expresa el gen gagy epitopos
peptidicos de linfocitos T a partir de Nef, Gp120 y Gp41 (FIG. 23). Los inventores generaron rVSVq(GLM) y
rVSVany(GM) con VIH-1 Gag-RT, que codifica la proteina gag con epitopos peptidicos a partir de las proteinas RT,
Tat y Rev (FIG. 23). Ademas, los inventores generaron rVSV,4(GLM) y rVSVyy(GM) con el gen poly el gen env,
respectivamente (FIG. 23). Previamente, los inventores demostraron que la sustitucion del péptido sefial de la
proteina de envoltura del VIH-1 con el péptido sefial de la melitina de abeja melera aumentaba drasticamente las
tasas de expresion, glicosilacion y secrecion de Gp120 (Yan Li et al., PNAS, 93: 9606-9611, 1996). Cabe esperar
que la expresion y la secrecion mayores de Gp120 potencien la induccion de las respuestas inmunitarias de los
linfocitos T y los linfocitos B contra el VIH-1 gp120. Por lo tanto, los inventores generaron unos rVSV con el gen VIH-
1 env con la secuencia de sefal de la melitina (gp160mss). Los VSV recombinantes con las proteinas del VIH-1
fueron purificados en placa y fueron amplificados para obtener la masa viral. La expresion de las proteinas del VIH-1
a 31°C y 37°C a partir del VSV mutante fue examinada mediante analisis de transferencia de Western. Las proteinas
Gag marcadas con epitopos de linfocitos T y de linfocitos B provenientes de diversas proteinas del VIH-1 se
expresaron bien a partir de rVSVing(GLM) y rVSVny(GM) tanto a 31°C como a 37°C (FIG. 24 y FIG. 25). El gen
pol clonado de VIH-1 en el genoma del rVSV codifica una poliproteina, que es escindida formando proteasa (PR,
p11), transcriptasa inversa (RT, p66/p51) e integrasa (IN, p31). Los inventores detectaron dos subunidades de
productos de RT, p66 y p51. El p51 se genera del p66 mediante escision proteolitica de un fragmento de p15 en el
carboxilo terminal. Los productos de RT p66 y p51 se expresaron igualmente bien a partir tanto de rVSV,q(GLM)
como de rVSVyy(GM) y tanto a 31°C como a 37°C (FIG. 26). El gen env codifica glicoproteina Gp160, que se
escinde formando Gp120, de una proteina de unién de receptor, y gp41, de una proteina citoplasmatica y
transmembranosa inductora de fusion. El Gp160 es escindido por la proteasa celular furina, residente del trans-
Golgi. El Gp160 expresado en células BHK21 del rVSV,n4(GLM) y el rVSVyy(GM) no fue escindido formando Gp120 y
Gp41 o la escision no fue muy eficaz, aunque el nivel de expresion fue bueno tanto a 31°C como a 37°C (FIG. 27).
Los datos anteriores de los inventores sobre la expresion del Gp160 en las células BHK21 y la escision en Gp120 y
Gp41 demostraron que el procesamiento no fue muy eficaz (Kunyu Wu et al., Journal of General Virol., 90:1135-
1140, 2009).

Ejemplo 14: Estudios de vacunacion en ratones con el rVSV,,o(GLM) y el rVSVy,(GM) con las proteinas Gag,
Gp160 y RT del VIH-1

Los estudios preliminares de vacunacion de sensibilizacion y refuerzo con el nuevo mutante M en los rVSV
rVSVing(GLM) y rVSVny(GM) revelaron que sensibilizar a los ratones con el rVSVn(GLM) y el refuerzo con
rVSVny(GM) inducian la respuesta inmunitaria de los linfocitos T CD8+ (FIG. 17) y las respuestas inmunitarias
humorales (FIG. 18) contra el gen extrafio mas que al revés. Con la sensibilizacion con rVSV,4(GLM)-Gag y el
refuerzo con rVSVy,(GM)-Gag, la dosis de 5%10° pfu de cada virus indujeron las respuestas de los linfocitos T CD8+
especificos a Gag mejor que las dosis menores, aunque la respuesta de los IlnfOC|tos B contra Gag fue similar a la
inducida con las dosis menores (FIG. 20 y FIG. 21). Los inventores eligieron 5x10° pfu como dosis para los estudios
de vacunacion, expresando el rVSVin,a(GLM) y el rVSVny(GM) VIH-1 Gag, Gp160 y RT.

Los inventores vacunaron ratones Balb/c sensibilizandolos con un rVSV,q(GLM) que expresaba proteinas de VIH-1y
los vacunaron como refuerzo con un rVSVyy(GM) que expresaba proteinas de VIH-1 a las tres semanas después de
la sensibilizacion, segun se describe en la Tabla 6. Los inventores examinaron como se inducen las respuestas
inmunitarias contra las proteinas individuales del VIH-1 con una inyeccion individual o con la inyeccidon mixta de tres
virus diferentes que expresan proteinas separadas. Una semana después de la vacunacién de sen3|b|I|zaC|on los
inventores sacrificaron a los ratones vacunados para obtener sus esplenocitos y su suero Los 1x10° esplenocitos
fueron estimulados con péptidos especificos a las proteinas del VIH-1 restringidos por H- 2K, que son Gag, Env P18,
RT354, RT464 y RT472. En la FIG. 29 se muestran las secuencias de péptidos. Los esplenocnos estimulados fueron
doblemente tincionados para las moléculas CD8 de la superficie celular y el IFN-y intracelular de los linfocitos T con
FITC rata anti-ratén CD8 y con APC rata anti-ratén IFN-y. La vacunacion del régimen de sensibilizacion y refuerzo
con rVSVine(GLM) y rVSVyy(GM) indujo respuestas inmunitarias de los linfocitos T CD8+ especificas a los péptidos
con diferente grado, dependiendo de los péptidos que los inventores usaron para la estimulacion. Los linfocitos T
CD8+ contra el péptido Env estimularon los linfocitos T CD8+ al maximo hasta el 19%-23% de los linfocitos T CD8+
como promedio (FIG. 28, G3 y GS). Aproximadamente un 4,5% o un 3% de los linfocitos T CD8+ fueron sensibles a
la proteina Gag en ratones vacunados con rVSV que expresaba unicamente Gag (FIG. 28, G2) o con tres rVSV
mezclados que expresaban Gag A, Gag B y Gag C ligados con diversos epitopos de linfocitos B y T de VIH-1 Gp120
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y Gp41 (FIG. 29, G6). Se generaron linfocitos T CD8+ especificos a la RT en aproximadamente el 2% de los
linfocitos T CD8+ en ratones inyectados con rVSV con el gen pol (FIG. 28, G4). Las respuestas de los linfocitos T
CD8+ contra las proteinas individuales Gag y RT del VIH-1 fueron mas intensas cuando los ratones recibieron
inyecciones con un solo rVSV que expresaba una proteina individual (FIG. 28, G2 y G4) que cuando recibian una
inyeccion con rVSV mezclados que expresaban una sola proteina (FIG. 28, G5). Las respuestas de los linfocitos T
CD8+ especificos a Env tuvieron la maxima intensidad y fueron similares tanto en la inyeccién unica como en las
inyecciones mixtas. Las respuestas de los linfocitos T CD8+ contra el epitopo del péptido Env son
inmunodominantes en los ratones Balb/c. En la actualidad, los inventores no estan seguros de por qué las
inyecciones mixtas con tres rVSV diferentes que expresaban Gag, Env y RT indujeron respuestas de los linfocitos T
CD8+ comparativamente menores contra N, gag y RT del VSV que con la inyeccion de un solo virus. Es posible que
la competicién de cada virus por las células que presentan el antigeno en la inyeccion de virus mixta disminuyera los
linfocitos T CD8+ contra Gag y RT. Dado que el rVSV es un vector comun para las proteinas del VIH-1 en ratones
inyectados ya sea con un unico rVSV o con rVSV mezclados, se supone que VSV N induce respuestas de los
linfocitos T CD8+ similares o mejores en la inyeccion mixta. Sin embargo, las respuestas de los linfocitos T CD8+
con VSV N en ratones son menores incluso con las inyecciones Unicas cuando se expresa Env (FIG. 28, G3), como
en la inyeccion mixta (FIG. 28, G5). Por lo tanto, puede ser consecuencia de la dominancia inmunoldgica de la
proteina Env en los ratones Balb/c, que afecta negativamente a la presentacion de otras proteinas a los linfocitos T
CD8+ cuando Env es expresada conjuntamente. Para las vacunaciones combinadas en ratones, los tres rVSV
fueron inyectados en el mismo sitio, lo que puede haber dado como resultado la competicion de diferentes proteinas
por la presentacion del antigeno en las mismas células de presentacion del antigeno. Los inventores comprobaran la
vacunacion con las inyecciones mixtas en mas de un sitio de inyeccién para inducir respuestas de los linfocitos T
CD8+.

Las proteinas VIH-1 Gag expresadas en las células pueden formar particulas viroides (VLP) y las VLP pueden ser
liberadas de las células. Las VLP liberadas pueden inducir respuestas inmunitarias humorales contra las proteinas
Gag. El gen env del VIH-1 codifica proteinas glicosiladas de superficie, que son procesadas mediante la red del RE-
Golgi para ser renaturalizadas y escindidas formando la subunidad transmembranosa Gp41 y la unidad superficial
Gp120. La Gp41 y la Gp120 estan asociadas por un enlace no covalente y maduran formando un trimero de Gp41 y
un heterodimero de Gp120. El trimero madurado de Gp41 y la Gp120 son exportados a la superficie celular. La
Gp120 tiende a desprenderse de la superficie celular debido a la debilidad del enlace entre Gp41 y Gp120. Por lo
tanto, el anticuerpo contra la Gp120 puede ser inducido a la Gp120 de la superficie celular o la Gp120 desprendida.
El titulo del anticuerpo contra la proteina VIH-1 Gag y la Gp120 se determindé mediante ELISA. Para el anticuerpo
Gag, la microplaca fue recubierta con 125 ng/pocillo de p55 recombinante (Pierce Biotechnology, RP-4921) y 50 ul
de suero de raton fueron sometidos a ensayo con la disolucién de 1:100, 1:200 y 1:400. El anticuerpo Gag se
produjo en ratones inyectados con rVSV Gag-En unicamente (FIG. 30A, G2) y con virus mixtos rVSV-Gag A+rvVSV
Gag B+rVSV Gag C (FIG. 30A, G6). Para la Gp120, se cubrié una microplaca ELISA de 96 pocillos con 250
ng/pocillo del trimero VIH-1 SF162 Gp140 del clado B (NIH AIDS reagent program, n° de catalogo 12026). Se diluyo
suero de ratén al 1:100, 1:200 y 1:400, y se afadieron 50 pl del suero diluido a la microplaca para ELISA. Se generé
un anticuerpo especifico a la Gp120 en ratones inyectados uUnicamente con rVSV-VIH-1 Gp160 y en ratones
inyectados con los virus mezclados que expresan cada proteina de Gag, Gp160 y RT (FIG. 30B, G3 y G5). El titulo
del anticuerpo Gp120 fue ligeramente menor, aunque no fuera estadisticamente significativo, en ratones inyectados
con virus mixtos que en ratones inyectados con un unico virus que expresaba Gp160.

Los mutantes M recién generados de rVSVs, rVSV,i(GLM) y rVSVyJ(GM) indujeron respuestas inmunitarias de los
linfocitos T CD8+ y humorales contra diversas proteinas del VIH-1 expresadas a partir del vector después de
inyectar a los ratones con un virus individual que expresaba un solo virus o con virus mixtos que expresaban
diversas proteinas del VIH-1.

Ejemplo 15: Generacion de rVSV,¢(GLM), rVSVy,(GM) y rVSVyy(GLM) con proteinas estructurales del virus de
la hepatitis C

Generalmente, la respuesta inmunitaria humoral es la primera linea de defensa arbitrada por las respuestas
inmunitarias adaptativas contra cualquier patégeno. Aunque las respuestas inmunitarias humorales contra el VHC y
su papel en la prevencion de la infeccion del VHC no estan bien estudiados en comparacién con las respuestas
inmunitarias celulares especificas al VHC, merece la pena incluir vacunas que puedan inducir anticuerpos
especificos al VHC. Se ha demostrado que el nucleo de la proteina nucleocapside y las glicoproteinas superficiales
E1 y E2 forman particulas viroides (VLP) que pueden ser liberadas de las células (Blanchard, E. et al., J. Virol.
76:4073-4079, 2002). Ademas, se ha demostrado que la proteina p7 del VHC, una viroporina que forma un canal
ionico en el reticulo endoplasmatico, participa en la liberacion de particulas de VHC de la célula infectada
(Steinmann, E. et al., PLoS Pathogens 3:962-972, 2007). Otra proteina transmembranosa del VHC, la NS4B, forma
una estructura de banda membranosa, que consiste fundamentalmente en el reticulo endoplasmatico. La banda
membranosa formada por la NS4B es una microestructura para la produccion de una progenie de VHC. No se
conoce bien qué funciones tiene la NS4B en la duplicacion del VHC, pero resulta atrayente incluir a la NS4B en los
candidatos de vacuna simplemente por su naturaleza formadora de una estructura membranosa RE en la que se
localizan ofras proteinas del VHC, especialmente el nucleo, E1, E2, p7. Por lo tanto, incluir conjuntamente el nucleo,
E1, E2, P7 y NS4B en la vacuna puede inducir respuestas inmunitarias humorales y celulares.
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Para las vacunas de proteinas estructurales del VHC que usan los nuevos rVSV de mutante M, los inventores
insertaron conjuntamente el gen del ndcleo del VHC, genes E1E2P7 y NS4B (conectados por las secuencias de
union intergénica del VSV), y genes NucleoE1E2P7 y NS4B juntos (conectados por las secuencias de union
intergénica del VSV) a la unién de los genes G y L del VSV (FIG. 31). Los rVSV —rVSVn4(GLM)-FC, rVSVne(GLM)-
CE1E2P7/NS4B, rVSVny(GM)-FC y rVSVn(GLM)-E1E2P7/NS4B— fueron generados mediante genética inversa.
Los inventores tuvieron dificultades para generar el rVSVny(GM) con CE1E2P7/NS4B a partir del ADN plasmidico;
por lo tanto, los inventores quitaron el nucleo y clonaron el E1E2P7/NS4B en el plasmido del rVSVyy(GLM) y
generaron el r'VSVy(GLM)-E1E2P7/NS4B. La expresion de Nucleo, E1, E2 y NS4B a partir del VSV recombinante a
31°C y 37°C fue examinada mediante analisis de transferencia de Western usando anticuerpos contra cada proteina
(FIG. 32). Las proteinas fueron expresadas de manera similar en cantidad a ambas temperaturas. El nucleo (FIG.
32A), E1 (FIG. 32B) y E2 (FIG. 32C) se expresaron bien a partir del rVSV,q(GLM)-CE1E2P7/NS4B, pero la
expresion de NB4B fue menor que la de las demas proteinas (FIG. 32D).

Ejemplo 16: Generacion de rVSV|,¢(GLM), rVSVy,(GM) y rVSVy,(GLM) con proteinas no estructurales del VHC

Los inventores quieren seleccionar como diana la mayoria de las proteinas de VHC, incluyendo las proteinas de
nucleo, E1, E2, NS3, NS4A, NS4B, NS5A y NS5B, para inducir respuestas inmunitarias de linfocitos T CD8+ y
linfocitos T CD4+ especificos al VHC a mudltiples proteinas. Las proteinas no estructurales (NS) del VHC —NS3,
NS4A, NS4B, NS5A y NS5B— abarcan mas de la mitad de la poliproteina del VHC. Las proteinas NS son escindidas
en proteinas individuales por NS3 con la ayuda de NS4A. Varios estudios demuestran que los pacientes que se
recuperan de una infeccion aguda de VHC desarrollan intensas respuestas de linfocitos T CD4+ y linfocitos T CD8+
contra multiples epitopos en la proteina NS3 (Diepolder, H. M. J. Virol. 71:6011-6019, 1997; Lamonaca, V. et al.
Hepatology 30:1088-1098, 1999; Shoukry, N. H. et al. J. Immunol. 172:483-492, 2004), lo que indica que incluir la
NS3 en la vacuna candidata es importante para provocar respuestas inmunitarias celulares exitosas contra el VHC.
La proteina NS3, una proteasa serina y una ARN helicasa, se asocia con la NS4A y reside en el reticulo
endoplasmatico (Sato, S. et al. J. Virol. 69:4255-4260, 1995; Failla, C. et al. J. Virol 69:1769-1777, 1995). Se cree
que la proteina NS5A, una fosfoproteina, esta implicada en la sintesis de ARN del VHC junto con la proteina NS5B,
una ARN polimerasa dependiente de ARN (Shirota, Y. et al., J. Biol. Chem., 277:11149-11155, 2002; Shimakami, et
al. J. Virol. 78:2738-2748, 2004). La proteina NS5B es una ARN polimerasa dependiente de ARN que sintetiza ARN
gendmico codificante del VHC, asi como ARN gendmico no codificante intermedio (Beherens, S. E. EMBO J. 15:12-
22, 1996). La proteina NS5B es una proteina anclada por la cola y se asocia con el reticulo endoplasmatico a través
de los 20 aminoacidos de su carboxilo terminal (Yamashita, T. J. Biol. Chem. 273:15479-15486, 1998; Hagedom, C.
H. Curr. Top. Microbiol. Immunol. 242:225-260, 2000).

Los inventores clonaron los genes NS del VHC como un gen para una sola proteina o un gen para una poliproteina
de 2 o 3 proteinas NS. Los genes NS —NS3, NS34AB, NS5A, NS5B, NS5AB— fueron clonados en la unidn entre el
gen G y el gen L del pVSVina(GLM) y del pVSVny(GM) (FIG. 33). Los inventores generaron rVSVne(GLM)-NS3,
rVSVing(GLM)-NS34AB, rVSVina(GLM)-NS5A, r'VSVihng(GLM)-NS5B y rVSVino(GLM)-NS5AB, y la expresion de las
proteinas NS a 31°C y 37°C fue determinada mediante analisis de transferencia de Western usando anticuerpos
contra cada proteina NS (FIG. 34). Los inventores generaron rVSVy(GM)-NS3, rVSVny(GM)-NS4B, rVSVy,(GM)-
NS34AB, rVSVny(GM)-NS5A, rVSVn(GM)-NS5B y rVSVy(GM)-NS5AB. La expresion de cada proteina del vector
rVSVny a 37°C fue examinada mediante analisis de transferencia de Western usando anticuerpos contra cada
proteina NS (FIG. 35). Aunque el nivel de expresion de las proteinas NS a partir del rVSVinq y del rVSVy, fue
diferente, fue lo suficientemente bueno como para usarlas como vacuna contra el VHC.

Tabla 1. Grupos y régimen de vacunacion de ratones

Grupos de vacunacion |Sensibilizacién Refuerzo
N° de ratones
Virus Titulo (PFU)/50 pl | Virus Titulo (PFU)/50 pl

1 Ind (WT)-Gag |5%10° NJ (WT)-Gag |5%x10° 6
2 Ind (GLM)-Gag |5%10° NJ (GLM)-Gag | 5%10° 6
3 Ind (GLM)-Gag |5x10° NJ (GLM)-Gag | 5x10" 6
4 Ind (GLM)-Gag |5%10° NJ (GLM)-Gag | 5%10° 6
5 Ind(GLM)-Gag |5%10° NJ (GLM)-Gag | 5%10" 6
6 Ind (GLM)-Gag |5%10° NJ (GM)-Gag |5x10° 6
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Grupos de vacunacion |Sensibilizacién Refuerzo
N° de ratones
Virus Titulo (PFU)/50 pl | Virus Titulo (PFU)/50 pl

7 Ind (GLM)-Gag |5x10° NJ (GM)-Gag |5x10’ 6

8 Ind (GLM)-Gag |5%10° NJ (GM)-Gag |5x10° 6

9 Ind (GLM)-Gag |5%10” NJ (GM)-Gag |5%10" 6

10 NJ (WT)-Gag |5%10° Ind (WT)-Gag |5%10° 6

Total de ratones 60

Tabla 2. Comparacion de secuencia de nucleétidos entre genes M del VSV de la forma natural del serotipo
Indiana (SEC ID NO: 1) y un mutante G21E/L111F/M51R (SEC ID NO: 2)

1 50
SEQ ID NO: 1: ATGAGTTCCT TAARAGRAGAT TCTCGGTCTG AAGGGGAARG GTAAGARATC
SEQ ID KO: 2: ATGAGTTCCT TAAAGAAGAT TCTCGGTCTIG AAGGGGAAAG GTAAGABRATC

51 100
SEQ ID NG: 1: TAAGAAATTA GGGATCGCAC CACCCCCTTA TGAAGAGGAC ACTAACATGG
SEQ ID NO: 2: TAAGRARTTA GRAATCGCAC CACCCCCTTR TGRAGAGGAC ACTAACATGG

101 150
SEQ ID NC: 1: AGTATGCTICC GAGCGCTCCA ATTGACAAAT CCTATTTTGG AGTTGACGAG
SEQ ID NC: 2: AGTATGCTCC GAGCGCTCCR ATTGACARAT CCTATTTTGG AGTTGACGAG

151 200
SEQ ID NO: 1: ATGGACACTC ATGATCCGTA TCAARTTAAGA TATGAGRARAT TCTTCTTTAC
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Tabla 3. Comparacion de secuencias de aminoacidos entre proteinas M del VSV de la forma natural del

ID

ib
D

ID

ID
ID

ip
D

ID

ID
Ib

iD
IND)

ip
iD

ID
ID

Ip
ID

NG:

NO:
NO:

NO:
NO:

NO:
NO:

NO:
NO:

NO:
NO:

NO:
NO!

NO:
NO:

NO:
NG:

NO:
NO:

WO:
NG:

1:
2:

¢ AGGGACACTC

201

+ AGTGARAATG
: AGTGAAARTG

251

: TGGCAGCCGC
i TGGCAGCCGT

301

i AAACGTCCCT
: AAMCGTCCCT

351

: GGCCACTICCA
: GGCCACRTCCA

401

i RCTIGTGRAGG
: ACTGTGRAGG

451

: ATGCTCAATG
: ATGCTCAATG

501

: CAAGGGAACG
¢ CARGGGBACG

551

! ABGCAGCTCC
i RAGCAGCTCC

601

1 TTCAGRGATA
: TTCRGAGATA

651
TGCGAGCTTGG
TGGAGCTTGG

ATGATCCGCA

ACGSTTAGAT
ACGETTAGAT

TGTATCCCAT
TGTATCCCAT

TCTACARGAT
TCTACAAGAT

GCGGTATTGG
GCGGTATTGGE

CAGGGCTTAT
CAGGGCTTAT

TACCAGAGCA
TACCAGAGCA

GTTGAGCTCA
GTTGARGCTCA

TATGATCTGGE
TATGATCTGG

AGGCCTTAAT
AGGCCTTAAT

GTCCTGGATT
GTCCTGGATT
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TCAATTARGA

CTAATCGTCC
CTRATCGTCC

TGGGATCACA
TGGGATCACA

CTTGGCTTTT
CTTGGCTTTT

CAGATCARGG
CAGATCAAGG

TTGCCACACA
TTGCCACACA

CTTCAGARGA
CTTCRGAAGA

CAATGACCAT
CAATGACCAT

GATCATTTCA
GATCATTTCA

GTTTGGCCTG
GTTTGGCCTG

CTGTCAGCCA
CTGTCAGCCR

TATGAGRAAT

GITCAGAACA
GTTCRGAACA

TGTACATCGG
TGTACATCGG

TTGGGTTCTT

TTIGGTTCTT

TCARCCAGAG
TCAACCRGAG

GARTGGGGAR
GAATGGGGAR

CCATTCAATA
CCATTCRATA

CTACGATGAT
CTACGATGAT

ATTCTTCCAR
ATTCTTCCAR

ATTGTCCACA
ATTGTCGAGA

CTTCARATGA
CTTCARATGA

TCTTCTTTAG

250
TACTCAGATG
TACTCAGATG

300
AATGGCAGGE
AATGEGCAGEE

3580
CTAARTCTAAA
CTAATCTARA

400
TATCACGCTC
TATCACGCTC

450
GACCCCTCCC
GACCCCTCCC

500
TAGGTCTTTA
TAGGTCTITA

530
GAGTCACTGG
GAGTCACTGG

600
ATTTTCTGAT
ATTTTCTGAT

630
ARARGGCATC
BABAGGCATC

700

serotipo Indiana (SEC ID NO: 3) y un mutante G21E/L111F/M51R (SEC ID NO: 4)
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SEQ 1D NO:
SEQ ID NO:

3:
4:

1

@ MBSLKKILGL KGKGKKSKKL
: MESLKKILGL KGKGEKSKKL

51

: MDTHDPPRQLR YEKFFFTVKM
: RDTHDPHQLR YEKFEFTVKM

101 111

: KRPFYKILAF LGSSNLRATR
: KRPEYKILAF FGSINLKATE

151

: MLNVPEHFRR PFNIGLYKGT
: MLNVPEHFRR FPEFNIGLYKGT

201
FRDEALMEGL IVEKKASGAW
FROKBIMFGL IVEEKKASGAW
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21
GIAPPPYEED
EIAPPPYEED

TVRSNRPFRT
TVRSNRPERT

AVLADQGQPE
AVLADQGQPE

VELTMTIYDD
VELTMTIYDD

229

VLDSVSHFEK
YLDSVSHFK

50
TNMEYAPSAP IDKSYFGVDE
TNMEYAPSAP LDRKSYEGVDE

100
YSDVAAAVSH WDREMYIGMAG
YSDVAAAVSH WDHMYIGMAG

150
YHAHCEGRAY LPHRMGKTPP
YBAHCEGRAY LPHRMGKTPP

200
ESLEAAFPMEINW DHENSSKESD
ESLEAAPMIW DHFNSSKESD

250

Tabla 4. Comparacion de secuencias de nucleétidos entre genes M del VSV de la forma natural del serotipo
Nueva Jersey (SEC ID NO: 5) y los mutantes G22E/M48R+M51R (SEC ID NO: 6) y G22E/L110F/M48R+M51R
(SEC ID NO: 7)

SEQIDNO: S:

SEQ IDNQG:
IDNO: 7:

L

SEQ ID NO:
SEQ ID NO:
SEQ ID NO:

~1

Lh

SEQ ID NO:
SEQ ID NO:
SEQ ID NO:

~ o

SEQIDNO; 5

1

50

(=

ATGAGTTCCT
ATGAGTTCCT
ATGAGTTICCT

51

:ATCARAGARR
: RTCARAGARA,
:ATCARAGAAR

101

:AGATTCAACC
:AGATTCAACC
:AGATTCAACC

151

JATGGATTTAT

TCAARRRGAT
TCAARRAAGAT
TCAAPAAGAT

CTAGGCTTGC
CTAGAATTGC
CTAGAATTGC

ATCTGCCCCA
ATCTGCCCCA
ATCTGCCCCA

ATGATARGGA

TCTGGGATTT
TCTGGGATTT
TCTGGGATTT

CACCTCCITA
CACCTCCTTIA
CACCTCCTTA

TTATCABATG
TTATCAAATG
TTATCAAATG

CTCCTTGAGA

TCTTCAARAR
TCTTCAARAA
TCTICAAAAA

TGAGGAATCA
TGAGGAATCA
TGAGGAATCA

ACTTCTTCGG
ACTTCTTCGG
RCTTCTTCGG

TATGAGAAGT

23

GICACAAGAR
GTCACAAGAA
GTCACARGAR

100
AGTCCTATGG
AGTCCTATGG
AGTCCTATGG

150
AATGGAGGAT
AAGGGAGGAT
AAGGCAGGAT

200
TCCGCTTTAT



SEQID NO: 6
SEQID NO: 7

SEQID NO: 5
SEQ ID NO: 6
SEQIDNOC: 7

SEQID NO: 5
SEQID NO: 6
SEQ ID NO: 7

SEQIDNO: 5
SEQID NO: 6
SEQ 1D NO: 7

: AGGGATTTAT
: AGGGATTTAT

201

:GI'TGAAGATG
: GTTGAAGATG
:GTTGRAGATG

251

; TCACCGCAGC
: TCACCGCRGL
:TCACCGCAGC

301

:AAGCGTCCTT
t AAGCGTCCTT
tALGCGTCCT?

351

SEQ D NO: 5 :AGCAACTCCA
SEQIDNO: § :RGCARCTCCA

SEQ ID NO: 7

SEQ ID NO: 5
SEQ ID NO: 6
SEQ I NO: 7

SEQ ID NO: 5
SEQ ID NO: 6
SEQIDNQ: 7

SEQIDNO: 5
SEQIDNG: 6
SEQ ID NO: 7

SEQ ID NO: 5
$EQ ID NO: 6
SEQ ID NO: 7

SEQMNO:. 5

SEQID NO: 6
SEQ ID NO: 7

SEQ ID NO: 5
SEQ ID NO: 6
SEQID NO: 7

:AGCAACTCCA

401

:CACTAACRGG
:CACTAACAGG
: CACTRACAGG

451

(ATGTTTAATG
tRTGTTITAATG
:ATGTTTRATG

501

: CAAAGGGACT
: CAAAGGGACT
1 CABAGGGACT

551

1AARAAGTCCC

{AABAAGTCCC

tARADRGTCCC

601

:ATCCARARAG

:ATCCAAARAG
:ATCCARBAAG

651

{GGGRACTTEG
1 GGGAACTTGE
:GGGAACTTGG

ES 2 640961 T3

BTGATAAGGA CTCCTTGAGR TATGAGAAGT
ATGATBAGGL CTCCTTGAGA TATGAGBAGT

ACTGTTAGAG CTAACAAGCC CTTCAGATCG
ACTGTTAGAG CTAACARAGCC CTTCAGATCG
ACTGTTAGAG CTAACAAGCC CTTCAGATCG

GGTATCACAR TGGGATAAIT CATACATTGG
GGTATCACRA TGGGATRATT CATACATTGG
GGTATCACAR TGGGATAATT CATACATTGG

TCTACARGAT AATTGCTCIG ATTGGCTCCA
TCTACAAGAT AATTGCTCTE ATTGGCTCCA
TCTACARGAT AATTGCTTTIT ATTGGCTCCA

GCTGTGTTGG CAGACTTARA TCAARCCAGAG
GCTGTGTTGG CAGACTTAAA TCAACCAGAG
GCTGTGTTGE CAGACTTABRAR TCAACCAGAG

TCGTTGTTTT CTTCCTCACC GACTCGGATT
TCGTTGTTTT CTTCCTCACC GRCTCGGATT
TCGTTGTTIT CTTCCTCACC GACTCGGATT

TGTCCGARAC TTTCAGARAR CCATTCAATA
TGTCCGAAAC TTTCAGAAAA CCATTCAATA
TETCCGARAC TTTCAGAAAA CCATTCAATA

CTCGACTTCA CCTTTACAGT TTCAGATGAT
CTCGACTTCA CCTTTACAGT TTCAGATGAT
CTCGACTTCA CCTTTACAGT TTCAGRTGAT

TCATGTTTGG GAATACATGA ACCCAARATA
TCATGTTTGG GAATACATGA ACCCAAAATA
TCATGTTTGG GAATACATGR ACCCARBATA

ARGGGCTTBA ATTCGGATTG ATTTTAAGCA

GTGTTAGACC AATTGASTCC GTTTAA

GTGTTAGACC AATTGAGTCC GTTTAA
GTGTTAGACC AATTGAGTICC GTTTAA

TCCGCTTTAT
TCCGCTTTAT

250
TATGATGATG
TATGATGATG
TATGATGATG

300
AATGGTTGGA
LATGGTTGGA
AATGGTTGGEA

350
GTCATCTGCA
GTCATCTGCA
GTCATCTGCA

400
TATTATGCCA
TATTATGCCA
TATTATGCCA

450
GATCCCACCG
GATCCCACCG
GATCCCACCE

500
TTGGGATATA
TTGGGATATA
TTGGGRTATA

550
GAGTCTAATG
GAGTCTRATE
GBRGTCTAATG

800
TCARTICTCAG
TCAATCTCAG
TCAATCTCAG

650
BGARAGCAAC

BAGGGCTTAR ATTCGGATTG ATTTTAAGCA AGRARAGCAAC
AAGGGCTTAR ATTCGGATTG ATTTTAAGCA AGAAAGCAAC

700

Tabla 5. Comparacion de secuencias de aminoacidos entre proteinas M del VSV de la forma natural del

serotipo Nueva Jersey (SEC

ID NO: 8) y

G22E/L110F/M48R+M51R (SEC ID NO: 10)

los mutantes G22E/M48R+M51R (SEC

24

ID NO: 9) y



SEQIDNO: §
SEQ D NO: 9
SEQID NO: 10:

SEQ ID NO: 8
SEQ ID NO: 9
SEQ ID NO: 10:

SEQ ID NO: 8
SEQID NO: 9
SEQ ID NO: 103

SEQ ID NO: 8
SEQIDNO: g
SEQID NQO: 10:

SEQIDNO: 8 :
SEQ ID NO: 9
SEQ ID NO: 10:

1

MSSFKKILGE
sMSSFKKILGE

BSKSHEKKSKK
SSKSHKKSKK

MSSFKKILGF SSKSHKESKK

51

:MDLYDKDSLR
:RDLTYDKDSLR

RDLYDKDSLR

101

KRPFYKIIAF

151

s MENVSETFRK
i MENVSETFRK

MENVSETEFRK

201
IQKEGLKFGL

: IQKEGLEFGL

IQKEGLKFGL

11¢
:KRPFYKIIAL
:KRPFYKIIAL

YEKFREMLEKM
YEKFRFMLEM
YEKFREMLEKM

IGSSHLQATP
IGSSHLOATP
IGSSHLOATP

PENIGIYKGT
PENIGIYKGT
PENIGIYKGT

TLSKXATGTW
ILSKKATGTW
TLSKKATGTW

ES 2 640961 T3

22
LELEPPYEES
LELPPPYEES
LELPPPYEES

TVRANKPFRS
TVRANKPERS
TVRANKPFRS

AVLADLNQPE
AVLADLNQPE
AVLADLNQPE

LDETETVSDD
LDFTFTVSDD
LOFTEIVSDRD

VIDPQLSPFK
VLDQLSEFK
VLDQLSPFK

48 50

SPMEIQPSAP LSNDFFGMED
SPMEIQPSAP LSNDFEGRED
SPMEIQPSAF LSNDFEGRED

100

YDDVTARVSQ WDNSYIGMVG
YDDVTAAVSQ WDONSYIGMVG
YODVTAAVS) WONSYIGMVG

150

YYATLTGRCE LPERLGLIPE
YYATLTGRCF LPHRLGLIFP
YYATLTGRCF LPHRLGLIPP

200

ESNEKVPHVW EYMNPKYQSQ
ESNERKVPHVW EYMNPKYQSQ
ESHEKVPAVW EYMHPKY(QSOQ

250

Tabla 6. Estudios de vacunaciéon en ratones para respuestas de linfocitos T CD8+ de amplio espectro y
respuestas inmunitarias humorales contra proteinas del VIH-1

Grupos ”de rVSV con proteinas del VIH-1

vacunacion
Sensibilizacion Refuerzo

G1 rVSVing(GLM) rVSVay(GM)

G2 rvsVing(GLM)-VIH-1 Gag-En rVSVany(GM)-VIH-1 Gag-En

G3 rVSVng(GLM)-VIH-1 Gp160mss rVSVny(GM)-VIH-1 Gp160mss

G4 rVSVing(GLM)-VIH-1 Pol rVSVny(GM)-VIH-1 Pol

G5 rVSVina(GLM)-VIH-1 Gag-En + rVSVng(GLM)- | r'VSVny(GM)-VIH-1 Gag-En + rVSVyy(GM)-Gp160mss
Gp160mss + rVSVing(GLM)-VIH-1 Pol + rVSVay(GM)-VIH1 Pol

G6 r'VSVind(GLM)-VIH-1 Gag-A+ rVSVina(GLM)- [rVSVny(GM)-VIH-1 Gag-A+ rVSVny(GM)-VIH-1 Gag-

VIH-1 Gag-B+ r'VSVna(GLM)-VIH-1 Gag-C | B+ rVSVy,(GM)-VIH-1 Gag-C

25
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15

20

25

30

35

ES 2 640961 T3

LISTA DE SECUENCIAS

<110> KANG, Chil-Yong KIM, Gyoung Nyoun

<120> Virus de la estomatitis vesicular para vacunas de sensibilizacion y refuerzo

<130> 118494.97

<150> US 61/579,902
<151> 23-12-2011

<160> 37

<170> PatentIn versiéon 3.5

<210> 1
<211> 690
<212> DNA

<213> Secuencia Artificial

<220>

<223> Sintético: Genes de VSV serotipo Indiana, tipo silvestre

<400> 1
atgagrLect

gggatcgcac
attgacaaat
tatgagaaat
tactcagaty
adacgtececct
gcggratigg
ttgccacaca
tcattcaata
gagtcactgg
ttcagagata
gtcctggatt
<210> 2

<211> 690
<212> DNA

taaagaagat
cacccectta
cctattetgg
tcttotttac
tggcageeyc
tctacaagat
cagartcaagy
gaatggggaa
taggrcrtta
ddgcagctcc
aggccitaat

ctgtcagceca

<213> Secuencia Artificial

<220>

tcteggtetg
tgaagaggac
agttgacgag
agtgaaaatg
tgratcccat
cttogetttt
tcaaccagag
gacccctece
caagggaacy
tatgatctgo
gritggecty
CTrcaaatga

d4aggggaaag
dctaacatgg

atggacactc
acggtrtagat
tgggatcaca
ttgggttett
tatcacgctc
atgctcaatg
gttgagreteca
gatcatttca

attgtcgaga

<223> Sintético: Mutante G21E/L111F/M51R

<400> 2

atgagttcct taaagaagat tctcggtctg aagggganag gtaagaaatc taagaaatta
gaaatcgeac caccccctta tgaagaggac actaacatgg agtatgetce gagegeteea

attgacaaat cctattttgy agttgacgag agggacactc atgatccgca tcaattaaga

gtaagaaatc
agtatrgctcc
atgatccgca
ctaategtoo
tgtacatcgg
ctaatgctaaa
actgtgaagq
taccagagea
caatgaccar
attcttccaa

aaaaggcatc

26

taagaaatta
gagcgctoca
TCcaatrraaga
gttcagaaca
aatggcagqgg
ggccactcca
cagggcttat
Ccttcagaaga
CTacgatgat
attttctgat

tggagcttgg

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
690

60
120
180



10

tatgagaaat
tactcagatg
aaacgtccct
gcggrattgg
Tttgccacaca
ccattcaata
gagtcactgg
ttcagagata
grcetggatt
<210> 3

<211> 229
<212> PRT

tcttottiac
tggcageege
tctacaagat
cagatcaagg
gaatggggaa
taggtcttta
aagcagctcc
aggccttaat

ctgtcagceca

agtgaaaaty
tgtatcccat
CttggCtrtt
tcaaccagag

gacccecteeoc

ES 2 640961 T3

acggttagat
tgggatcaca
TLLggLictt
tatcacgctc

atgctcaatg

ctaatcgtee
tytacategy
ctaatctaaa
actgtgaagq

taccagagca

gtteagaaca
aatggcaggg
ggccacteca
cagggcttat
cttcagaaga

<213> Secuencia Artificial

<220>

caagggaacg
tatgatctag
gtttggectg

gttgagctca
gatcatttca

attgtcgaga

cttcaaatga

<223> Sintético: VSV serotipo Indiana tipo silvestre

<400> 3
Met Ser Ser
1

Ser Lys Lys

Met Glu

Glu

As
b 50

Fhe
65

Phe Thr

TYr Ser Asp

Gly met Ala

Asn
115

ser Ser

Glu
130

Pro Tyr

Leu

Leu

20

Ala

Asp

val

val

Gly

100

Leu

His

Lys
5
Gly
Pro
Thr
Lys
Ala
85
Lys

Lys

Ala

Lys Ile

Ile Ala

Ser Ala

His Asp

35

Met Thr

70

Ala Ala

Arg Pro

Ala Thr

His Cys

135

Leu Gly Leu Lys
10

Pro Pro

25

Pro Tyr

Pro Ile

40

ASp LYy5

Pro His GIn Leu

val Arg Ser Asn

75

His
a0

val ser Trp

Phe Tyr Ile

Lys
105 Y

pro Ala val

120

Leu

Glu Gly Arg Ala

caatgaccat

attettccaa

aaaaggcatc

Gly

Glu

ser

Arg

o0

Arg

Asp

Leu

Ala

Tyr
140

27

Lys

Glu

Tyr

Pro

His

Ala

AsSp

Leu

Gly
Asp
30

Phe
Glu
Phe
Met
Phe
110

Gln

Preo

Lys
15
Thr
Gly
Lys
Arg
Tyr
9
Leu

Gly

His

ctacgatgat
attttctgat

tggagcttgy

Lys

Asn

val

Phe

Thr

BO

Tle

Gly

Gln

Arg

240
300
360
420
480
540
600
660
690



10

Met Gly
145

Pro Phe

Ile Tyr

Phe Asn

Gly Leu
210

val ser
225

<210> 4

Lys

Asn

ASp

Ser

195

ITe

His

<211> 229
<212> PRT
<213> Secuencia Artificial

<220>

Thr

Iie

val

Phe

Pro

Gly

165

Glu

Lys

Glu

Lys

Pro

150

Leu

ser

Phe

Lys

Met

Tyr

Leu

ser

Lys

Leu Asn
Lys Gly
Glu Ala
185

Asp Phe
200

Ala ser

ES 2 640961 T3

val
Thr
170
Ala

Arg

Gly

<223> Sintético: Mutante G21E/L111F/M51R

<400> 4
Met Ser
1

Ser Lys
Met Glu
asp Glu

50

Phe fhe
65
Tyr Ser

Gly Met

ser Ser

ser

Lys

Tyr

35

Arg

Thr

Asp

Ala

Asn
115

Leu

Leu

20

Ala

Asp

val

val

Gly
100

teu

Lys
5
Glu
Pro
Thr
Lys
Ala
85

Lys

Lys

Lys

Ile

Ser

His

MetT

70

Ala

Arg

Ala

Ile

Ala

Ala

Asp

53

Thr

Ala

Pro

Thr

Leu Gly Leu
10

Pro

Pro

40

Pro

val

val

Phe

Pro
120

Pro

25

Tle

His

Arg

ser

Tyr

Ala

Pro

Asp

Gln

Ser

His

90

Lys

val

Pro

155

val

Pro

ASp

Ala

Lys

Lys

Leu

Asn

75

Trp

Ile

Leu

Glu His
Glu Leu
Met Ile
Lys Ala

203

Trp val
220

Gly Lys
Glu Glu
ser Tyr
45

Arg Tyr
60

Arg Pro
Asp His

Leu Ala

Ala Asp
125

28

Phe Arg

Thr Met
175

Trp Asp
150

Leu Met

Leu Asp

Gly Lys
15

Asp Thr
30

Phe Gly
Glu Lys
Pha Arg

Met Tyr
95

Phe Phe
110

Gin Gly

Ar

16

Thr

His

Phe

ser

Lys

Ash

val

Fhe

Thr

80

Ile

Gly

¢ln
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15

20

Pro

Met

145

Pro

Ilea

Phe

Gly

val
225

Glu

130

Gly

rhe

Tyr

Asnh

Leu

210

Ser

<210> 5
<211> 686

<212> DNA
<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Sintético: VSV serotipo New Jersey tipo silvestre

<400> 5

Tyr

Lys

Asn

Asp

ser

195

Ile

His

aTgagrtcct tcCaaaaagat

ctaggecitgc
ttatcaaatg
tatgagaagt
tatgatgatg
aagcgtectt
gcrgrygttag
cttcctcacc
ctattcaata
gagtctaatg
atecaaaaad
gtgitagacc
<210> 6

<211> 686
<212> DNA

His

Thr

Ile

Asp

180

Ser

val

Phe

Ala

Pro

Gly

Glu

Lys

Glu

Lys

cacctectta
actictteygg
tcegetttat
tcacegeage
tctacaagat
tagacttaaa
gactcggatt
tigggatata
daaaagtece
aagggcttaa

aattgagtce

His

Pro

150

Leu

ser

rhe

Lys

Cys

135

Mét

Tyr

Leu

Ser

Lys

Glu

Leu

Lys

Glu

Asp

200

Ala

Gly
Asn
Gly
Ala
185

phe

ser

ES 2 640961 T3

Arqg

val

Thr

170

aAla

Arg

Gly

Ala

Pro

155

val

Pro

Asp

Ala

TYIr

140

Glu

Glu

Met

Lys

Trp
220

Leu

Hisg

Leu

Ile

Ala

val

Pro

Phe

Thr

Trp

190

Leu

Leu

tetgggattt
tgaggaatca
aatgyaggat
gttgaagatg
ggratcacaa
aattgctctg
tcaaccagag
gatcecacey
caaagggact
TCATGTTTaY
attcggatig
gtttaa

<213> Secuencia Artificial

<220>

<223> Sintético: G22E/M48R+M51R

TCTTCaaaas
agtcctatgg
atggatttat
actgttagag
taggataatt
attggctcca
tattatgcca
atgtttaatg
ctegacttca
gaatacatga

attttaagca

gtcacaagaa
agattcaacc
atgataagga
ctaacaagece
catacattgg
gtcatctgca
cactaacaqgg
rgtccgaaac
cctttacaqgt
acccaaaata

dagadagcaac

29

His Arg

Arg Arg
160

Met Thr
175

Asp His

Met Phe

Asp Ser

atcaaagaaa
atctygeccea
ctecttgaga
ctrcagatcg
aarggttgga
agcaactcca
tcgttotttt
tttcagaaaa
ttcagatgat
teaatctcag

gggaacttgg

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
686
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15

20

<400> 6
atgagrTcct

ctagaattgc
ttatcaaaty
tatgagaagt
tatgatgatg
aagcgtectt
gcrgrgtrog
cttecteacc
Cccattcaata
gagtctaatg
atccdaaaag
gtgttagacc
<210>7

<211> 686
<212> DNA

tcaaaaagat
cacctcctta
acticttcgg
tccgectrtat
tcacegeage
tctacaagat
cagacttaaa
gactcggatt
ttgggatata
daaaagtccc
aagggcttaa

aattgagtcc

<213> Secuencia Artificial

<220>

tctgggattt
tgaggaatca
aagggaggat
gttgaagatg
ggratcacaa
aattgetrctg
tcaaccagag
gatcccaccg
caaagggact
tcatgritgg
attcggattg

gritaa

ES 2 640961 T3

tcttcaaaaa
agtcctatgg
agggatttat
actgtragag
tgggataat:
attggcrcca
tattatgeca
artgtitaatg
Crcgacttea
gaatacatga

attttaagea

<223> Sintético: G22E/L110F/M48R+M51R

<400> 7
dtgagttcct

Ctagaattgc
ttatcaaatg
tatgagaagt
Tatgatgatg
aagegtectt
gctogtgtigg
cttcctcace
ccartcaata
gagtctaatg
atccaadaag
grgrragacc
<210> 8

<211> 229
<212> PRT

tcaaaaagart
cacctcctta
acttcttcgg
tccgctttat
teaccgcage
tctacaagat
cagacttaaa
gactcggatt
ttgggatata
aaaaagtccc
aagggcttaa

aattgagrcc

<213> Secuencia Artificial

<220>

tctgggatet
tgaggaatca
aagggaggat
gttgaagatg
ggtatcacaa
aattgcrLiT
tcaaccagag
gatcccaccqg
caaagggact
tcatgtttgg
attcggattg

gtttaa

tcttcaaaaa
agtcctatyy
agggatrtat
actgttagag
tgggataatt
attggcrcea
tattatgcca
argtttaatg
ctcgacttica
gaatacatga

attttaagca

gtcacaagaa
agatrtcaacc
atgataagga
ctaacaagec
catacattag
gtcatcrgea
cactaacaqgqg
tgtccgaaac
cctrtacage
acccaaaata

agaaagcaac

gtcacaagaa
agattcaacc
atgataagga
ctaacaagcc
catacattgg
gtcatctygca
cactaacaqg
tgtccgaaac
ccrttacagt
acccaaaata

agaaagcaac

<223> Sintético: VSV serotipo New Jersey tipo silvestre

30

atcaaagaaa
atcrgrceca
ctecttgaga
ctteagateg
aatggttgga
agcaactcca
tcgregree
tttcagaaaa
ttcagatgat

tcaatctcag

gggaacttgg

atcaaagaaa
atctgcccca
ctecttgaga
cttcagatcg
aatggttgga
agcaactcca
tcgttotttt
tttcagaaaa
ttcagatgat

tcaatctcag

gggaacttog

60
120
130
240
300
360
420
480
540
600
660
686

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
686
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<400> 8

MetT
1
Lys
Met
Glu
Arg
65
Tyr
Gly
ser
Pra
Leu
145
Fro
val

Met

Gly

ser

ser

Glu

Asp

50

Phe

Asp

Met

ser

Glu

130

Gly

Phe

Ser

AsNn

Leu
210

ser

Lys

Ile

35

Met

Met

Asp

val

His

115

Tyr

Leu

ASNh

Asp

Pro
195

Phe

Lys

20

Gln

Asp

Leu

val

Gly

Lew

Tyl"

Tle

Ile

Asp

180

Lys

LYsS
5
Leu
Pro
Leu
Lys
Thr
85
Lys
Gln
ala
Pro
Gly
165

Glu

Tyr

ITe Leu Ser

Leu Ser Pro Phe Lys

225

<210>9

<211> 229

<212> PRT
<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> Sintético: G22E/M48R+M51R

Lys

cly

ser

Tyr

Met

70

Ala

Arg

Ala

The

Pro

150

Ile

ser

Gln

Lys

Ile

Leu

Ala

Asp

55

Thr

Ala

Pro

Thr

Leu

135

Met

TYP

ASD

ser

LyS

Leu

Pro

Pro

40

Lys

val

val

Phe

Pro

120

Thr

Phe

LYyS

Glu

Gln
200

Ala

Gly
Pro
25

Leu
Asp
Arg
ser
Tyr
105
Ala
Gly
ASNH
Gly
Lys
185

Ile

Thr

ES 2 640961 T3

Phe

10

Pro

ser

Ser

Ala

Gln

90

Lys

val

Arg

val

Thr

170

val

Glin

Gly

ser

Tyr

Asn

Leu

Asn

75

Trp

Ile

Leu

Cys

Ser

153

Leu

Pro

Lys

Thr

ser

Glu

ASpP

Arg

60

Lys

Asp

Ile

Ala

Phe

140

Glu

Asp

His

Glu

Trp
220

31

Lys

Glu

Phe

45

Tyr

oro

Asn

Ala

Asp

Leu

Thr

Phe

val

Gly

val

Ser

Ser

30

Phe

Glu

Phe

Saer

Leu

110

Leu

Pro

Phea

Thr

Trp

Ley

Leu

His
15

sar
Gly

Lys

Arg

Asn

His

Arg

Fhe

175

Glu

Lys

Asp

Lys

Pro

Met

Phe

ser

80

tle

Gly

Gln

Arg

Lys

160

Thr

Tyr

fhe

Gln
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<400> 9

Met
1
Lys
Met
Glu
Arg
65
Ty
aly
s5er
Pro
Leu
145
Pra

val

Met

Gly

Leu
225

ser

Sear

Glu

Asp

50

Phe

Asp

Met

Ser

Glu

130

Gly

Phe

ser

Asn

Leu
210

Ser

<210> 10

<211> 229
<212> PRT
<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Sintético: G22E/L110F/M48R+M51R

ser

Lys

Ile

35

Arg

Met

ASp

val

His

115

Tyr

Leu

Asn

Asp

Fro

195

Fhe

Lys

20

Gin

Asp

Leu

val

Gly

Leu

Tyr

Ile

Ile

Asp

180

Lys

Tle Leu

Pro Phe

Lys Lys
5

Leu Giu
Pro ser
Leu Tyr
Lys Met

70

Thr Ala
85

Lys Arg
G1n Ala
Ala Thr
Pro Pro

150

Gly Tle

Ile Leu

Leu pPro

Ala pPro
40

AsSp Lys
35

Thr val

Ala val

Pro phe

Thr Pro

120

Leu Thr
135

met Phe

Tyr Lys

Glu Ser Asn Glu

Tyr Gln

ser Lys

Lys

Ser GlIn

200

Gly
Pro
25

Lew
Asp
Arg
ser
TYrF
105
Ala
Gly
AsSH
Gly
Lys
185

Ile

ES 2 640961 T3

Phe

10

Pro

Ser

ser

Ala

Gln

90

Lys

val

Arg

val

Thr

170

val

Gln

ser

Tyr

Asn

Leu

Asn

75

Trp

Ile

Leu

Cys

ser

155

Leu

Pro

Lys

ser

Glu

Asp

Arg

60

Lys

Asp

Ile

Ala

Phe

140

Glu

Asp

His

Glu

Lys

Glu

Fhe

45

Tyr

Pro

Asn

Ala

Asp

125

Leu

Thr

Phe

val

Gly

205

ser

Ser

30

Phe

Glu

phe

Ser

Leu

110

Leu

Pro

rhe

Thr

Trp

Leu

His
15

Ser
Gly
Lys
Arg
Tyr
95

Ile
Asn
His
Arg
Phe
175

Glu

Lys

LYs
Pro
Arg
Phe
i
Ile
Gly
Gln
Arg
Lys

160

Thr

TYr

Phe

Lys Ala Thr Gly Thr Trp val Leu Asp Gln

215

220

32
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<400> 10
hlqet Ser Ser Phe Lys Lys Ile Leu Gly
5

Lys Ser Lys Lys Leu Glu Leu Pro Pro
20 25

Met Glu Ile GIn Pro Ser Ala Pro Leu
35 40

Glu Asp Arg Asp Leu Tyr Asp Lys Asp
50 55

Arg Phe Met Leu Lys Met Thr val Arg
65 70

Tyr Asp Asp val 181;'1 Ala ala val ser

aly Met val Gly Lys Arg Pro Phe Tyr
100 105

Ser Ser His Leu GIn Ala Thr Pro Ala
115 120

Pro Glu Tyr Tyr Ala Thr Leu Thr Gly
130 135

Leu Gly Leu Ile Pra Pro Met Phe Asn
145 150

pro phe asn Ile %{ Ile Tyr Lys Gly

val Ser Asp Asp Glu Ser Asn Glu Lys
180 185

Mel Asn Prg Lys Tyr Gln Ser Gln Ile
195 200

Gly Leu Ile Leu Ser Lys Lys Ala Thr
210 215

Leu Ser Pro Phe Lys
225

<210> 11

<211>9

<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Sintético: gp41 HXB2(337-345)

<400> 11
{1e Pro Arg Arg Ile Arg GIh Gly Leu
5

<210> 12

<211>9

<212> PRT

<2I3> Secuencia Artificial

ES 2 640961 T3

Phe

10

Pro

Ser

ser

Ala

Gln

90

Lys

val

Arg

val

Thr
170

val

Gln

Gly

ser

Tyr

Asn

Leu

Asn

75

Trp

Ile

Leu

Cys

ser

155

Leu

Pro

Lys

Thr

Lar
Glu
Asp
Al'g
60

Lys
Asp
Ile
Ala
Phe
140

Glu

Asp

Glu

Tr
226

33

LYS

Glu

Phe

45

Tyr

Pro

Asn

Ala

ASp

Leu

Thr

rPhe

val

Gly

val

ser

Ser

30

Phe

Glu

Phe

sSer

Phe

110

Leu

Pro

Phe

Thr

Trp
190

Leu

Leu

His

15

ser

Gly

Lys

Arg

TYyr

Ile

AsSH

His

Arg

Phe
175

Glu

Lys

Asp

Lys

Pro

Arg

Phe

ser

80

Ile

Gly

Gln

Arg

Lys

160

Thr

Tyr

Phe

Glin
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<220>
<223> Sintético: Nef HXB2(92-100)

<400> 12
Iiys Glu Lys Gly Gly Leu Asp Gly Leu
5

<210> 13

<213>10

<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Sintético: Nef HXB2(128-137)

<400> 13
Thr Pro Gly Pro Gly val Arg Tyr Pro Lau
1 ) 10

<210> 14

<211>10

<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Sintético: gp120 HXB2(584-592)

<400> 14
Glu Arg Tyr Leu Lys Asp GIn GIn Leu Iigu
1 5

<210> 15

<211>17

<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Sintético: gp120 HXB2(30-46)

<400> 15

g]a Ala Glu Ash |§eu Trp val Thr val Igr Tyr Gly val pro X?T Trp

Lys

<210> 16

<211>15

<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Sintético: bucle v3 de gp120 de la subclase B

<400> 16

Ser Ile Pro Ile Gly Pro Gly Arg Ala Phe Tyr Ala Thr Gly Asp
1 5 19 15

<210> 17

<211>15

<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Sintético: bucle v3 de gp120 de la subclase C
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<400> 17

ser val Arg Ile Gly Pro Gly Gin Thr Phe Tyr Ala Thr Gly Ala
1 5 10 15

<210> 18

<211>15

<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Sintético: bucle v3 de gp120 de la subclase E

<400> 18
ser Ile Arg Ile l§1y Pro Gly GIn val ige Tyr arg Thr Gly igp
1

<210> 19

<211>15

<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Sintético: bucle v3 de gp120 de la subclase A

<400> 19
ser val Arg Tle g'ly Pro Gly GIn Thr zge Tyr Ala Thr Gly ﬁp
1l

<210> 20

<211>15

<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Sintético: bucle v3 de gp120 de la subclase D

<400> 20
Arg Thr Pro Ile Gly Leu Gly GIn ala ligu Tyr Thr Thr arg ﬁp
L 5

<210> 21

<211>15

<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Sintético: bucle v3 de gp120 de la subclase F

<400> 21

Arg Ile Ser Leu cly Pro Gly arg val Phe Tyr Thr Ala Gly Glu
1 5 10 15

<210> 22

<211>15

<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Sintético: bucle v3 de gp120 de la subclase G

<400> 22
ser Ile Asn Leu Gly Pro Gly GIn Ala Tle Tyr Ala Thr Gly Ala
1 5 16 15

<210> 23
<211> 41
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<212> PRT
<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Sintético: region C3 de gp120 de la subclase B

<400> 23
Ero Cys Arg Ile lgys Gln T1e val Asnh Met Trp Gln Glu val Gly Lys
10 15

Ala Met Tyr ala Pro Pro Ile Ser G]jy Gln Ile Arg Cys ggr Ser Asn
20 2

Ile Thr Gly Leu Leu Leu Thr Arg Asp
35 40

<210> 24

<211> 20

<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Sintético: region C3 de gp120 de la subclase C

<400> 24
irg Ala Met Tyr .g'la Pro Pro Ile Ala %y Asn Ile Thr cys Lissfs ser

Asn Ile Arg Ser
20

<210> 25

<211>13

<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Sintético: region C3 de gp120 de la subclase E

<400> 25

¢ln Ala Asn Tyr Ala Pro Pro Ile Ser Gly Lys Lle Asn
1 5 10

<400> 26

<217.>6

<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Sintético: Multi gp 41CNE

<400> 26

GlU Leu ASP Lys Trp Ala
1 5
<210> 27

<213>9

<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Sintético: RT HXB2(309-317)
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<400> 27
{1& Leu Lys Glu Pro val His Gly val
3

<210> 28

<211> 20

<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<400>
<223> Sintético: RT HXB2(171-190)

<400> 28

Phe Arg Lys GIn Asn Pro Asp Ile val Ile Tyr GlIn Tyr Met Asp Asp
1 5 10 15

Leu Tyr val gly
20

<210> 29

<211>9

<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Sintético: RT HXB2(156-166)

<400> 29
Qla Ile Phe GIn Ser Ser mMet Thr LyS
5

<210> 30

<211>10

<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Sintético: Tat HXB2(2-11)

<400> 30
Glu pPro val Asp Pro Arg Leu Glu Pro Trp
1 5 10

<210> 31

<211>9

<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Sintético: Rev HXB2(69-77)

<400> 31
Pro Ala 6¢lu Pro val Pro Leu GIn Leu
1 5

<210> 32

<211>9

<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Sintético: VSV N275 (275-283)

<400> 32
ri’let Pro Tyr Leu Ile Asp Phe Gly Ley
5
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<210> 33

<211>9

<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Sintético: Gag

<400> 33
A11a Mat GIn Met Leu Lys Glu Thr Ile
5

<210> 34

<211>15

<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Sintético: Env P18-R15K (315-329)

<400> 34

Arg Ile Gln Arg 61y Pro Gly Arg Ala Phe val Thr Ile Gly Lys
1 5 10 15

<210> 35

<211> 20

<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Sintético: RT354 (354-373)

<400> 35

Arg Thr Lys Ile Glu Glu Leu Arg Gln TDS Leu L&u Arg Trp g}y Leu
1 5

Thr Thr Pro Asp
20

<210> 36

<400> 20

<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Sintético: RT364 (464-483)

<400> 36

Ile Leu Lys Glu Ero val His Gly val '{Er Tyr Asp Pro Ser li)sfs ASp
1

Lew Ile Ala Glu
20

<210> 37

<211> 11

<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Sintético: RT472 (472-482)

<400> 37
\{a'l Tyr Tyr Asp Pro Ser Lys Asp Ley ﬂe Ala
5
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REIVINDICACIONES

1. Una proteina matricial modificada (M) de un virus de la estomatitis vesicular (VSV) caracterizada porque la
proteina modificada M comprende una secuencia de aminoacidos seleccionada del grupo constituido por:

(i) la SEQ ID NO: 3, que incluye las sustituciones siguientes: G21E/L111F/MS1R; y (ii) la SEQ ID NO: 8,
que incluye las sustituciones siguientes: G22E/M48R/M51R.

2. La proteina modificada M de la reivindicacién 1 caracterizada porque la SEQ ID NO: 8 incluye, ademas, la
sustitucion siguiente: L110F.

3. La proteina modificada M de la reivindicacién 1 caracterizada porque dicha proteina modificada M comprende una
secuencia de aminoacidos seleccionada del grupo constituido por: SEQ ID NO:4, SEQ ID NO:9 y SEQ ID NO: 10.

4. Un virus recombinante de estomatitis vesicular (rVSV) caracterizado porque dicho rVSV comprende una proteina
matricial modificada (M), comprendiendo la proteina modificada M una secuencia de aminoacidos seleccionada del
grupo constituido por: (i) SEQ ID NO: 3, que incluye las sustituciones siguientes: G21E/L111F/MS1R; y (ii) SEQ ID
NO: 8, que incluye las sustituciones siguientes: G22E/M48R/M51R.

5. EI VSV de la reivindicacién 4 caracterizado porque el rVSV es un rVSV quimérico que expresa una proteina de un
patégeno extrafio, preferentemente un patégeno viral, fungico, bacteriano o parasitario, y siendo dicho rvVSV
quimérico capaz de inducir una respuesta inmunitaria a dicha proteina.

6. El rVSV de la reivindicacion 4 caracterizado porque dicho rVSV se selecciona de (a) un virus recombinante de
estomatitis vesicular de serotipo Indiana (rVSVing), y en el que la proteina modificada M comprende la secuencia de
aminoacidos de SEQ ID NO: 3, que incluye la sustitucion siguiente: G21E/L111F/M51R, y (b) un virus recombinante
de estomatitis vesicular de serotipo Nueva Jersey (rVSVuy), y comprendiendo la proteina modificada M la secuencia
de aminoéacidos de SEQ ID NO: 8, que incluye las sustituciones siguientes: G22E/M48R/M51R.

7. El rVSV de la reivindicacién 6 caracterizado porque la proteina modificada M del rVSV|nq esta codificada por un
gen que comprende la secuencia de nucledtidos de la SEQ ID NO: 2, y la proteina M del rVSVy, esta codificada por
un gen que tiene la secuencia de nucleétidos de la SEQ ID NO: 6 o la SEQ ID NO:7.

8. El rVSV de la reivindicacién 6 caracterizado porque dicho rVSV es rVSVy, y la proteina modificada M incluye,
ademas, la sustitucion siguiente: L110F.

9. Una vacuna caracterizada porque la vacuna comprende una cantidad efectiva de uno o mas virus recombinantes
de estomatitis vesiculares atenuados (rVSVs), incluyendo los uno o mas rVSV atenuados una proteina matricial
modificada (M), comprendiendo la proteina modificada M una secuencia de aminoacidos seleccionada del grupo
constituido por: (i) SEQ ID NO: 3, que incluye las sustituciones siguientes: G21E/L111F/M51R, y (ii) SEQ ID NO: 8,
que incluye las sustituciones siguientes: G22E/M48R/M51R.

10. La vacuna de la reivindicacion 9 caracterizada porque dicho rVSV se selecciona de: (a) un virus recombinante de
estomatitis vesicular de serotipo Indiana (rVSVing), y comprendiendo la proteina modificada M la secuencia de
aminoacidos de la SEQ ID NO: 3, que incluye la sustitucion siguiente: G21E/L111F/M51R, y (b) un virus
recombinante de estomatitis vesicular de serotipo Nueva Jersey (rVSVy,), y comprendiendo la proteina modificada M
la secuencia de aminoacidos de la SEQ ID NO: 8, que incluye las sustituciones siguientes: G22E/M48R/M51R.

11. La vacuna de la reivindicacion 10 caracterizada porque dicho rVSV es rvSVy, y la proteina modificada M incluye,
ademas, la sustitucion siguiente: L110F.

12. La vacuna de una cualquiera de las reivindicaciones 9 to 11 caracterizada porque el rVSV es un rVSV quimérico
que expresa una proteina de un patégeno extrafio, preferentemente un patégeno viral, fungico, bacteriano o
parasitario, en particular un lentivirus o un virus de la hepatitis C, y siendo capaz dicho rVSV quimérico de inducir
una respuesta inmunitaria a dicha proteina.

13. Una vacuna combinada de sensibilizacion y refuerzo caracterizada porque la vacuna combinada de
sensibilizacion y refuerzo comprende: (a) una cantidad efectiva de una vacuna que comprende un virus
recombinante de estomatitis vesicular atenuado (rVSV) de un serotipo que tiene una primera proteina modificada M
que comprende la secuencia de aminoacidos de la SEQ ID NO:4; y (b) una cantidad efectiva de una vacuna que
comprende un rVSV de otro serotipo que tiene una segunda proteina modificada M que comprende la secuencia de
aminoacidos de la SEQ ID NO:9 o la SEQ ID NO: 10.

14. La vacuna combinada de sensibilizacion y refuerzo de la reivindicacion 13 caracterizada porque (a) es una
vacuna de sensibilizacion y (b) es una vacuna de refuerzo.
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15. La vacuna combinada de sensibilizacion y refuerzo de la reivindicacion 13 caracterizada porque los dos rVSV
son rVSV quiméricos que expresan una proteina de un patdgeno extrafo, preferentemente un patdgeno viral,
fungico, bacteriano o parasitario, en particular un lentivirus o un virus de la hepatitis C, y siendo capaces los dos
rVSV quiméricos de inducir una respuesta inmunitaria a la proteina.

16. La vacuna combinada de sensibilizacion y refuerzo de una cualquiera de las reivindicaciones 13-15 caracterizada
porque el serotipo de la vacuna (a) es Indiana y el serotipo de la vacuna (b) es Nueva Jersey.

17. Un estuche de administracion que comprende: (a) una dosis de una cantidad efectiva de una vacuna que
comprende un virus recombinante de estomatitis vesicular (rVSV) de serotipo Indiana (rVSVing) que tiene una
proteina modificada M que comprende la secuencia de aminoacidos de la SEQ ID NO:4, y (b) una dosis de una
cantidad efectiva de una vacuna que comprende un rVSV de serotipo Nueva Jersey (rVSVyy) que tiene una proteina
modificada M que comprende la secuencia de aminoacidos de la SEQ ID NO:9 o la SEQ ID NO:10.

18. La vacuna de la reivindicaciéon 9, 10, 11 o 12 para ser usada en la induccién de una respuesta inmunitaria en un
sujeto.
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pVSV, (HR) con mutaciones en el gen M
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pT7: promotor transcripcional del bacteriéfago T7; VHD: ribozima del virus de la hepati-
tis D; T78: terminador transcripcional

FIGURA 1
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pVSV_, con mutaciones en el gen M
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Recuperacion de VSV recombinante mediante genética inversa

BHK-T7
clones de ADNc del
genoma del VSV
LARN polimerasa deﬂ

pvsSv

—

o \ clones de ADNc
[ e e ) Wit | del gen de1VSV
- * promotor T7/IRES

=0 ARNm
=A@} AR
R

Ensamblaje y liberacion virales

pVSV: clon de ADNc de longitud maxima del genoma del VSV; BHK-T7: células BHK21 constituti-
vas que expresan ARN polimerasa dependiente del ADN de T7;

pN: plasmido que expresa la proteina nucleocapside del VSV, pP: plasmido que expresa fosfoprotei-
na del VSV;

pL: plasmido que expresa una proteina grande de VSV; IRES: sitio interno de entrada al ribosoma

FIGURA 3
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La mutacién L111F en el gen M reduce significativamente los nimeros de viriones del rVSV
a la temperatura semipermisiva de 37°C
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10 3

Las mutaciones en el gen M del rVSV_,
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FIGURA 9

(X00L) LZMHE
(10 @p 1am) ™ASAI

i R

epe}oajul oN : T g T HLSN+SPIN

UTSINHASYIN/AOTLT/ATTD A Y ISIN+HISFIN/ATTD ‘JA U3 [9p SUOIEINU SB[ U0d
SASAJ 12 10d sopesned [7HY BN B Ud sopranpax sodnedolnd so)da)q

49



ES 2 640961 T3

(W

S ..” OONMH
=
<
a'4
-
QO
=

Id 4H 0¢
ouewny ewojse|qoinaN
*ASAS-HS
¢ N
(10 P 1GW) ASA4 i 1€

epe}2ajul ON TV mm. TULSN+ABYN

HISINHASYIN/AOLTT/HTTO A HISIN+HASYIN/ATTO ‘A U3 [9P SIu0IdBINW SB[ Uod
™NASAJ 2 10d sopesned ASAS-HS B[N B[ ud sopranpai sodnedolnd s0)aa)j

50



ES 2 640961 T3

Estudios de neurovirulencia en el raton Swiss-Webster por inyeccion ventricular intralateral
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Estudios de neurovirulencia en el raton Swiss-Webster por inyeccion ventricular intralateral
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Generacion de rVSV que expresan VIH-1 gag-EN
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Régimen de vacunacion

Semana: 0 1

[

3

4

Sensibilizacién
5,0X108% PFU

Refuerzo
5,0X10¢ PFU

1
T 1

]

Ratén sacrificado para obtener
los esplenocitos y el suero
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Sensibilizacion Refuerzo
Grupo 1 Ind(GLM) NJ (GLM)
Grupo 2 NJ (GLM) Ind (GLM)
Grupo 3 Ind(WT) Gag Ind(WT) Gag
Grupo 4 Ind (GLM) Gag | Ind(GLM)Gag
Grupo 5 Ind(WT) Gag NJ(WT) Gag
Grupo 6 Ind (GLM) Gag NJ (GLM) Gag
Grupo 7 NJ (WT) Gag NJ (WT) Gag
Grupo 8 NJ (GLM) Gag NJ (GLM) Gag
Grupo 9 NJ (WT) Gag Ind (WT)Gag
Grupo 10 NJ (GLM) Gag Ind (GLM) Gag
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Linfocitos T CDS8+IFN gamma+ estimulados por DMSO

Frecuencia de linfocitos T CD8+IFNy+ especificos a péptidos

(% de linfocitos T CD8)

Grupo __ Sensibilizacion Refuerzo

1l: Ind(GLM) NJ (GLM)
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5: Ind(WT)Gag NJ(WT)Gag

6: Ind(GLM)Gag NJ(GLM)Gag

7: NJ(WT)Gag NJ (WT) Gag

8: NJ(GLM)Gag NJ (GLM) Gag

9: NJ(WT)Gag Ind (WT) Gag

10: NJ(GLM)Gag Ind(GLM)Gag
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Linfocitos T CD8+IFN gamma+
especificos a la proteina N del VSV
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Frecuencia de linfocitos T CD8+IFNy+ especificos a péptidos

(% de linfocitos T CD8)

Linfocitos T CD8+IFN gamma+ especificos a la proteina VIH-1 gag
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Titulo ELISA del anticuerpo p55 (OD,)

Respuestas del anticuerpo especifico a VIH-1 gag (p55)
(ELISA, disoluciéon de suero en 1:100)
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0,25
0,00}

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
Grupos de vacunacion
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Linfocitos T CD8+IFN gamma+ especificos a la proteina N del VSV
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Linfocitos T CD8+IFN gamma-+ especificos a la proteina VIH-1 gag
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Respuestas del anticuerpo especifico a la proteina VIH-1 gag (p55)
(ELISA, disolucion de suero en 1:200)
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Respuestas de los linfocitos T CD8+ especificos a péptidos
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Respuestas de los linfocitos T CD8+ especificos a péptidos
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Péptido especifico del VSV restringido por H-2kd:

VSV N275 (275-283): NH2-MPYLIDFGL-COOH

Péptidos especificos del VIH-1 restringidos por H-2kd:

Gag: NH2-AMQMLKETI-COOH

Env P18-R15K (315-329): NH2-RIQRGPGRAFVTIGK-COOH
RT354 (354-373): NH2-RTKIEELRQHLLRWGLTTPD-COOH
RT364 (464-483): NH2-ILKEPVHGVYYDPSKDLIAE-COOH
RT472 (472-482): NH2-VYYDPSKDLIA-COOH

FIGURA 29
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Respuestas inmunitarias humorales contra las proteinas de VIH-1 segregadas
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Generacion de rVSV, (GLM) y rVSV_(GM) con niicleo, CE1E2, CE1E2p7/NS4B y CE1E2p/NS4B
del VHC
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Peptidasa del péptido seﬁaln T . T ;
Peptidasa senal Peptidasa senal
Genes del VHC
1 P7 NS4A 3000
[ T ' ] E2 [T w~s2 ] NS3 T s | NS5A | NSSB

C: nucleo; E1: glicoproteina E1; E2: glicoproteina E2; P7: viroporina; NS: proteina no estructural

FIGURA 31
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Generacion de rVSV (GLM) y rVSV_(GM)
que expresan proteinas no estructurales del VHC
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C: nucleo; E1: glicoproteina E1; E2: glicoproteina E2; P7: viroporina; NS: proteina no estructural

FIGURA 33
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Expresion de proteinas no estructurales del VHC a partir del rVSV,_ (GLM)
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3 4 1 2 3 4
Anticuerpo contra NS3 Anticuerpo contra NS5A Anticuerpo contra NS5B
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