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DESCRIPCIÓN 
 
Vacunas antivíricas con inmunogenicidad celular mejorada 
 
Campo de la invención 5 
 
La invención proporciona una vacuna que comprende un polipéptido vírico optimizado que tiene la secuencia de 
aminoácidos expuesta en la SEQ ID NO: 9, o un vector que codifica un polipéptido vírico optimizado que tiene la 
secuencia de aminoácidos expuesta en la SEQ ID NO: 9, y kits para el tratamiento o la prevención de infecciones 
víricas. Las vacunas de la invención o como se describen en el presente documento incorporan polipéptidos víricos 10 
optimizados por ordenador que pueden aumentar la diversidad o amplitud y profundidad de la respuesta inmunitaria 
celular en sujetos vacunados. 
 
Antecedentes de la invención 
 15 
Las vacunas que inducen respuestas inmunitarias celulares contra virus deben reflejar la diversidad vírica global para 
tratar o prevenir eficazmente la infección vírica. Por ejemplo, el inicio de respuestas intensas y diversas de linfocitos T 
específicos del VIH-1 es probablemente crucial para una vacuna del VIH-1 eficaz. Las respuestas de linfocitos T 
citotóxicos (CTL) se correlacionan con progresión de enfermedad lenta en seres humanos, y la importancia de las 
respuestas de CTL en modelos de vacunación de primates no humanos está bien establecida. Aunque la envoltura 20 
(Env) altamente variable es la principal diana para anticuerpos neutralizantes contra el VIH y también será necesario 
adaptar antígenos de vacuna para inducir estas respuestas de anticuerpos, los componentes de vacuna de linfocitos 
T pueden dirigirse a proteínas más conservadas para desencadenar respuestas que sea más probable que reaccionen 
de forma cruzada. No obstante, incluso las proteínas del VIH-1 más conservadas son suficientemente diversas como 
para que la variación sea un problema. Los enfoques de vacuna de secuencia central artificial, tales como secuencias 25 
del VIH-1 consenso y ancestrales, esencialmente "dividen las diferencias" entre cepas, pueden estimular respuestas 
con reactividad cruzada potenciada en comparación con vacunas de cepas naturales. Los antígenos consenso 
representan secuencias antigénicas sintéticas que son el mejor "promedio" individual de todas las cepas en circulación. 
Aunque estos antígenos pueden inducir respuestas inmunitarias celulares dirigidas, la amplitud e intensidad de estas 
respuestas no mejoran sustancialmente con respecto a estrategias de vacunas previas. 30 
 
Por ejemplo, Fisher et al. "Polyvalent Vaccine for Optimal Coverage of Potential T-Cell Epitopes in Global HIV-1 
Variants," Nat. Med. 13(1):100-106 (2007) y Solicitud de Patente Internacional WO 2007/024941 desvelan una proteína 
mosaico denominada ENV-B.syn1.1 GP160 que comprende la parte GP41 completa de la proteína Env no escindida, 
que se puede usar en vacunaciones antivíricas. 35 
 
El desarrollo de vacunas de próxima generación para tratar o prevenir infección vírica debe inducir una mayor amplitud 
de la inmunidad celular para permitir resultados de vacunación exitosos. La necesidad de dichas vacunas es 
particularmente urgente para el tratamiento o la prevención del VIH-1. 
 40 
Sumario de la invención 
 
La invención se define mediante las reivindicaciones. 
 
En un primer aspecto de la invención, se proporciona una vacuna que comprende un polipéptido vírico optimizado que 45 
tiene la secuencia de aminoácidos expuesta en la SEQ ID NO: 9, o un vector que codifica un polipéptido vírico 
optimizado que tiene la secuencia de aminoácidos expuesta en la SEQ ID NO: 9. 
 
En un segundo aspecto, se proporciona la vacuna para su uso en un método de tratamiento o reducción del riesgo de 
una infección por el virus de la inmunodeficiencia humana de tipo 1 (VIH-1) en un ser humano. 50 
 
En un tercer aspecto de la invención, se proporciona un método de fabricación de una vacuna para el tratamiento o la 
reducción del riesgo de una infección por VIH-1 en un ser humano, comprendiendo dicho método sintetizar la vacuna 
de la invención. 
 55 
En un cuarto aspecto de la invención, se proporciona un kit que comprende (a) la vacuna de la invención, (b) un 
vehículo, excipiente o diluyente farmacéuticamente aceptable, (c) instrucciones para el uso de los mismos y, 
opcionalmente, (d) un adyuvante. La invención también presenta una vacuna para el tratamiento o la reducción del 
riesgo de una infección vírica en un mamífero, tal como un ser humano, que incluye al menos dos polipéptidos víricos 
optimizados definidos (por ejemplo, 2, 3, 4, 5, o más polipéptidos víricos optimizados definidos), en donde los 60 
polipéptidos víricos optimizados corresponden al mismo producto génico vírico. La infección vírica está causada por 
el virus de la inmunodeficiencia humana de tipo 1 (VIH-1) y los productos génicos víricos pueden incluir Gag, Pol, Env, 
Nef, Tat, Rev, Vif, Vpr o Vpu. En una realización, la vacuna no incluye más de dos polipéptidos víricos optimizados 
correspondientes a uno de los productos génicos víricos de Gag, Pol, Env, Nef, Tat, Rev, Vif, Vpr o Vpu. En otra 
realización, la vacuna no incluye polipéptidos víricos optimizados correspondientes a Gag y Nef. En otra realización 65 
más, la vacuna incluye al menos dos polipéptidos víricos optimizados definidos (por ejemplo, 2, 3, 4, 5, o más 
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polipéptidos víricos optimizados definidos) para un primer producto génico vírico seleccionado de Gag, Pol, Env, Nef, 
Tat, Rev, Vif, Vpr y Vpu y uno o más polipéptidos víricos optimizados definidos (por ejemplo, 2, 3, 4, 5, o más 
polipéptidos víricos optimizados definidos) para un segundo producto génico vírico diferente del primer producto génico 
vírico seleccionado de Gag, Pol, Env, Nef, Tat, Rev, Vif, Vpr y Vpu. 
 5 
También se desvela una vacuna para el tratamiento o a reducción del riesgo de una infección por el virus de la 
inmunodeficiencia humana de tipo 1 (VIH-1) en un ser mamífero, tal como un ser humano, que incluye un polipéptido 
vírico optimizado que tiene al menos siete aminoácidos contiguos (por ejemplo, al menos 8, 9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 
16, 17, 18, 19, 20, 21, 22, 23, 24, 25, 26, 27, 28, 29, 30, 50, 100, 150, 175, 200, 250, 300, 350, 400, 450, 500 o más 
aminoácidos contiguos de longitud) que tienen al menos 85 % de identidad de secuencia de aminoácidos con una 10 
cualquiera de las secuencias expuestas en las SEQ ID NO: 1-29. El polipéptido vírico optimizado puede tener al menos 
siete aminoácidos contiguos (por ejemplo, al menos 8, 9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 21, 22, 23, 24, 25, 
26, 27, 28, 29, 30, 50, 100, 150, 175, 200, 250, 300, 350, 400, 450, 500 o más aminoácidos contiguos de longitud) que 
tienen identidad de secuencia de aminoácidos con una cualquiera de las secuencias expuestas en las SEQ ID NO: 1-
29. El polipéptido vírico optimizado puede tener la secuencia de aminoácidos de una cualquiera de las secuencias 15 
expuestas en las SEQ NO: 1-29. La vacuna puede incluir al menos dos polipéptidos víricos optimizados seleccionados 
de uno cualquiera o más de los grupos a)-k): a) SEQ ID NO: 1 y 2; b) SEQ ID NO: 3, 4 y 5; c) SEQ ID NO: 6 y 7; d) 
SEQ ID NO: 8-12; e) SEQ ID NO: 13, 14 y 15; f) SEQ ID NO: 16, 17 y 18; g) SEQ ID NO: 19 y 20; h) SEQ ID NO: 21, 
22 y 23; i) SEQ ID NO: 24 y 25; j) SEQ ID NO: 26 y 27; k) y SEQ ID NO: 21-22. La vacuna puede incluir un par de 
polipéptidos víricos optimizados seleccionados de uno cualquiera de los grupos a)-k) anteriores y uno o más 20 
polipéptidos víricos optimizados del mismo grupo o un grupo diferente a)-k). La vacuna puede incluir al menos tres o 
cuatro o más polipéptidos víricos optimizados de uno o más de los grupos a)-k). 
 
La invención también presenta una vacuna para el tratamiento o la reducción del riesgo de una infección vírica en un 
mamífero, tal como un ser humano, que incluye al menos dos pares de polipéptidos víricos optimizados definidos, en 25 
donde cada par de polipéptidos víricos optimizados corresponde al mismo producto génico vírico, en donde no más 
de dos polipéptidos víricos optimizados incorporados en la vacuna corresponden al mismo producto génico vírico. En 
una realización, la vacuna incluye al menos tres pares de polipéptidos víricos optimizados definidos. En otra 
realización, la vacuna incluye al menos cuatro pares de polipéptidos víricos optimizados definidos. La infección vírica 
está causada por VIH-1 y los productos génicos víricos incluyen Gag, Pol, Env, Nef, Tat, Rev, Vif, Vpr o Vpu. En una 30 
realización, la vacuna no incluye más de dos polipéptidos víricos optimizados correspondientes a uno de los productos 
génicos víricos de Gag, Pol, Env, Nef, Tat, Rev, Vif, Vpr o Vpu. En otra realización, la vacuna no incluye polipéptidos 
víricos optimizados correspondientes a Gag y Nef. En una realización adicional, la vacuna incluye al menos tres pares 
de polipéptidos víricos optimizados definidos correspondientes a tres cualesquiera de los productos génicos víricos de 
Gag, Pol, Env, Nef, Tat, Rev, Vif, Vpr o Vpu. En otra realización, la vacuna incluye al menos cuatro pares de 35 
polipéptidos víricos optimizados definidos correspondientes a cuatro cualesquiera de los productos génicos víricos de 
Gag, Pol, Env, Nef, Tat, Rev, Vif, Vpr o Vpu. 
 
En una realización, la vacuna induce una respuesta inmunitaria celular contra un producto génico vírico. En otra 
realización, la vacuna induce una respuesta inmunitaria celular contra el VIH-1. En una realización adicional, la 40 
secuencia de nucleótidos de al menos un polipéptido vírico optimizado definido está codificada por un ácido nucleico 
o vector. En una realización, el vector es un adenovirus recombinante, tal como adenovirus de serotipo 26 (Ad26), 
adenovirus de serotipo 34 (Ad34), adenovirus de serotipo 35 (Ad35), adenovirus de serotipo 48 (Ad48) o adenovirus 
de serotipo 5 HVR48 (Ad5HVR48). En una realización adicional, la vacuna está en combinación con un vehículo, 
excipiente o diluyente farmacéuticamente aceptable. 45 
 
Se desvela un ácido nucleico que incluye la secuencia de nucleótidos de un polipéptido vírico optimizado que tiene al 
menos siete aminoácidos contiguos (por ejemplo, al menos 8, 9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 21, 22, 23, 
24, 25, 26, 27, 28, 29, 30, 50, 100, 150, 175, 200, 250, 300, 350, 400, 450, 500 o más aminoácidos contiguos de 
longitud) que tienen al menos 85 % de identidad de secuencia de aminoácidos con una cualquiera de las secuencias 50 
de aminoácidos expuestas en las SEQ ID NO: 1-29. El polipéptido vírico optimizado puede tener al menos siete 
aminoácidos contiguos (por ejemplo, al menos 8, 9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 21, 22, 23, 24, 25, 26, 
27, 28, 29, 30, 50, 100, 150, 175, 200, 250, 300, 350, 400, 450, 500 o más aminoácidos contiguos de longitud) que 
tienen identidad de secuencia con una cualquiera de las secuencias de aminoácidos expuestas en las SEQ ID NO: 1-
29. El polipéptido vírico optimizado puede tener una cualquiera de las secuencias de aminoácidos expuestas en las 55 
SEQ ID NO: 1-29. El ácido nucleico puede incluir un vector. En una realización, el vector es un adenovirus 
recombinante, tal como adenovirus de serotipo 26 (Ad26), adenovirus de serotipo 34 (Ad34), adenovirus de serotipo 
35 (Ad35), adenovirus de serotipo 48 (Ad48) o adenovirus de serotipo 5 HVR48 (Ad5HVR48). 
 
Se desvela un polipéptido vírico optimizado que tiene al menos siete aminoácidos contiguos (por ejemplo, al menos 8, 60 
9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 21, 22, 23, 24, 25, 26, 27, 28, 29, 30, 50, 100, 150, 175, 200, 250, 300, 
350, 400, 450, 500 o más aminoácidos contiguos de longitud) que tienen al menos 85 % de identidad de secuencia de 
aminoácidos con una cualquiera de las secuencias de aminoácidos expuestas en las SEQ ID NO: 1-29. El polipéptido 
vírico optimizado puede tener al menos siete aminoácidos contiguos (por ejemplo, al menos 8, 9, 10, 11, 12, 13, 14, 
15, 16, 17, 18, 19, 20, 21, 22, 23, 24, 25, 26, 27, 28, 29, 30, 50, 100, 150, 175, 200, 250, 300, 350, 400, 450, 500 o 65 
más aminoácidos contiguos de longitud) que tienen identidad de secuencia con una cualquiera de las secuencias de 
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aminoácidos expuestas en las SEQ ID NO: 1-29. El polipéptido vírico optimizado puede tener una cualquiera de las 
secuencias de aminoácidos expuestas en las SEQ ID NO: 1-29. 
 
Las vacunas de la invención son útiles en métodos para el tratamiento o la reducción del riesgo de infección por VIH-
1 en un mamífero, tal como un ser humano. En una realización, la vacuna induce una respuesta inmunitaria celular 5 
contra un producto génico vírico. 
 
Se desvela un método de fabricación de una vacuna para el tratamiento o la reducción del riesgo de una infección 
vírica en un mamífero, tal como un ser humano, poniendo en contacto un ácido nucleico de la invención con una célula 
y aislando un polipéptido vírico optimizado. 10 
 
Por referencia al método del párrafo precedente, el polipéptido vírico optimizado induce una respuesta inmunitaria 
celular cuando se administra a un mamífero. La respuesta inmunitaria celular puede ser contra un producto génico 
vírico. En realizaciones de la invención, la infección vírica está causada por VIH-1 y los productos génicos víricos 
pueden incluir Gag, Pol, Env, Nef, Tat, Rev, Vif, Vpr o Vpu. 15 
 
Se desvela un kit que incluye un ácido nucleico de la invención, un vehículo, excipiente o diluyente farmacéuticamente 
aceptable, e instrucciones para el uso de los mismos. El kit puede incluir también un adyuvante. 
 
Como se desvela en el presente documento, el polipéptido vírico optimizado puede estar codificado por una secuencia 20 
de ácido nucleico que está optimizada para expresión en seres humanos (por ejemplo, una cualquiera de las SEQ ID 
NO: 5, 10, 11, 12, 15, 18 y 23). 
 
Definiciones 
 25 
Por "polipéptido vírico optimizado" o "polipéptido vírico optimizado por ordenador" se entiende un polipéptido 
inmunogénico que no es un péptido, polipéptido o proteína vírico de origen natural. Se general inicialmente secuencias 
polipeptídicas víricas optimizadas modificando la secuencia de aminoácidos de uno o más productos génicos víricos 
de origen natural (por ejemplo, péptidos, polipéptidos y proteínas) para aumentar la amplitud, intensidad, profundidad 
o longevidad de la respuesta inmunitaria antivírica (por ejemplo, respuestas inmunitarias celulares o humorales) 30 
generada tras la inmunización (por ejemplo, cuando se incorporan en una vacuna de la invención) de un mamífero 
(por ejemplo, un ser humano). Por tanto, el polipéptido vírico optimizado puede corresponder a una secuencia génica 
vírica "parental"; como alternativa, el polipéptido vírico optimizado puede no corresponder a una secuencia génica 
vírica "parental" específica, pero puede corresponder a secuencias análogas de diversas cepas o cuasiespecies de 
un virus. Las modificaciones de la secuencia génica vírica que pueden incluirse en un polipéptido vírico optimizado 35 
incluyen adiciones, sustituciones y supresiones de aminoácidos. En una realización de la invención, el polipéptido 
vírico optimizado es la secuencia de aminoácidos compuesta o fusionada de dos o más productos génicos víricos de 
origen natural (por ejemplo, aislados víricos naturales o clínicos) en la que cada epítopo potencial (por ejemplo, cada 
secuencia de aminoácidos contigua o solapante de 5, 6, 7, 8, 9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 21, 22, 23, 
24, 25, 26, 27, 28, 29, 30 o más aminoácidos de longitud) se analiza y modifica para mejorar la inmunogenicidad del 40 
polipéptido vírico optimizado resultante. Los polipéptidos víricos optimizados que corresponden a productos génicos 
víricos diferentes también pueden fusionarse para facilitar la incorporación en una vacuna de la invención. Se 
describen métodos para generar un polipéptido vírico optimizado en, por ejemplo, Fisher et al. "Polyvalent Vaccine for 
Optimal Coverage of Potential T-Cell Epitopes in Global HIV-1 Variants," Nat. Med. 13(1):100-106 (2007) y la 
Publicación de Solicitud de Patente Internacional WO 2007/024941. Una vez que se ha generado la secuencia de 45 
polipéptido vírico optimizado, el polipéptido correspondiente puede producirse o administrarse mediante técnicas 
convencionales (por ejemplo, vectores víricos recombinantes, tales como los vectores adenovíricos divulgados en las 
publicaciones de solicitud de patente internacional 2006/040330 y WO 2007/104792). 
 
Por "vehículo farmacéuticamente aceptable" se entiende un vehículo que es fisiológicamente aceptable para el 50 
mamífero tratado conservando al mismo tiempo las propiedades terapéuticas del compuesto con el que se administra. 
Un vehículo farmacéuticamente aceptable ejemplar es la solución salina fisiológica. Otros vehículos fisiológicamente 
aceptables y sus formulaciones son conocidos por un experto en la materia y se describen, por ejemplo, en 
Remington’s Pharmaceutical Sciences (18ª edición, ed. A. Gennaro, 1990, Mack Publishing Company, Easton, PA). 
 55 
Por "vector" se entiende una construcción de ADN que contiene un promotor unido operativamente a un gen o una 
región codificante cadena abajo (por ejemplo, un ADNc o fragmento de ADN genómico, que codifica un polipéptido o 
fragmento polipeptídico). La introducción del vector en una célula receptora (por ejemplo, una célula procariota o 
eucariota, por ejemplo, una bacteria, levadura, célula de insecto o célula de mamífero, dependiendo del promotor 
dentro del vector de expresión) u organismo (incluyendo, por ejemplo, un ser humano) permite que la célula exprese 60 
ARNm codificado por el vector, que después se traduce en el polipéptido vírico optimizado codificado de la invención. 
También se conocen bien en la técnica vectores para transcripción/traducción in vitro y se describen adicionalmente 
en el presente documento. Un vector puede ser un plásmido modificado genéticamente, virus o cromosoma artificial 
procedente de, por ejemplo, un bacteriófago, adenovirus, retrovirus, poxvirus o herpesvirus. 
 65 
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Por "producto génico vírico" se entiende cualquier péptido, polipéptido o proteína vírico de origen natural, o fragmento 
de los mismos. El producto génico vírico comprendido por la invención se obtiene del virus de la inmunodeficiencia 
humana de tipo 1 (VIH-1). Los productos génicos víricos del VIH-1 incluyen los polipéptidos Gag, Pol, Env, Nef, Tat, 
Rev, Vif y Vpu. 
 5 
Breve descripción de los dibujos 
 

La Figura 1 es un diagrama que ilustra la amplitud expandida de polipéptidos víricos Gag, Pol y Env del VIH-1 
optimizados por ordenador frente a péptidos de epítopos de linfocitos T (PTE) potenciales globales en macacos 
Rhesus. Los animales inmunizados con los polipéptidos víricos optimizados (azul) reaccionaron con el mayor 10 
número de grupos de péptidos de recuerdo. 
La Figura 2 es un diagrama que muestra que los polipéptidos víricos Gag, Pol y Env del VIH-1 modificados por 
ordenador expanden la amplitud de la respuesta inmunitaria celular específica de epítopo. 
La Figura 3 ilustra la amplitud de respuestas inmunitarias celulares detectadas en macacos Rhesus después de la 
inmunización con los productos génicos víricos del VIH-1 Gag, Pol y Env procedentes de los polipéptidos víricos 15 
modificados por ordenador de la invención, así como animales inmunizados con antígenos del VIH-1 o antígenos 
aislados del VIH-1 de clado C. Los animales inmunizados con los polipéptidos víricos optimizados (azul) 
reaccionaron con el mayor número de grupos de péptidos de recuerdo. Ya que los animales son exogámicos, los 
grupos difieren entre un animal y otro. Gag, Pol y Env inducen cada uno muchas respuestas inmunitarias celulares 
y pueden tener patrones de reactividad compartidos. 20 
Las Figuras 4A-4C son gráficos que muestran los epítopos potenciales compartidos entre las diferentes vacunas 
ensayadas (mosaico bivalente (Mos2), M consenso (Mcon) y clado C optimizado (OptC)) por polipéptido vírico (Pol 
(Fig. 4A), Gag (Fig. 4B) y Env (Fig. 4C)). Las Figuras 4A-C muestran la cobertura relativa del conjunto de genomas 
de longitud completa de la base de datos del VIH actual y los péptidos PTE por los diferentes candidatos a vacuna. 
La Figura 5 es un gráfico que muestra que el número de respuestas de péptidos PTE (donde cada respuesta se 25 
considera un acontecimiento independiente con independencia del solapamiento) a la vacuna de mosaico bivalente 
(Mos2) es mayor que el número de respuestas a la vacuna consenso de grupo M (Mcon) y a la vacuna de cepa 
vírica natural (clado C optimizado (C Natural (óptimo)), que se ha seleccionado para proporcionar cobertura óptima 
de los antígenos de vacuna de colección del grupo M (OptC). La Figura 5 muestra el número de respuestas de 
péptidos PTE por animal por proteína, linfocito T CD8+ y linfocito T CD4+. Estadísticamente, Mos2 > Mcon ~ OptC 30 
(Mcon muestra una tendencia a más respuesta que OptC). El valor de p de Wilcoxon para Mos2 en comparación 
con Mcon: valor de p = 0,001058. 
La Figura 6 es un diagrama que muestra el número de péptidos PTE que desencadena respuestas de linfocitos T. 
Un número mediano de 16 (intervalo: 12-29) péptidos PTE de la vacuna de mosaico bivalente (Mos2) desencadena 
una respuesta en linfocitos T CD8+, mientras que solamente un número mediano de 6 (intervalo: 0-7) péptidos 35 
Mcon y solamente un número mediano de 3 péptidos (intervalo: 0-3) de péptidos OptC desencadenan una 
respuesta en linfocitos T CD8+. Un número mediano de 4 (intervalo: 2-6) péptidos PTE de la vacuna de mosaico 
bivalente (Mos2) desencadena una respuesta en linfocitos T CD4+, mientras que solamente un número mediano 
de 1 (intervalo: 0-2) péptidos Mcon y solamente un número mediano de 0,5 péptidos (intervalo: 0-2) de péptidos 
OptC desencadenan una respuesta en linfocitos T CD4+. Por tanto, la tendencia para respuestas es Mos2 > Mcon 40 
> OptC. 
La Figura 7 es un esquema que resume el mapeo de todos los péptidos PTE Gag de linfocitos T CD8+ que son 
reconocidos por linfocitos T de cada uno de los animales estudiados (véase Ejemplo 3 posteriormente). El número 
de animales, grupo de péptidos y número de péptidos marcan los límites de cada péptido reactivo. El símbolo 
indica el grupo: *, Mos2; ¥, ConM; ±, OptC. Gag se incluye aquí como un ejemplo. Tiende a haber agrupamiento 45 
de respuestas de CD8 incluso aunque los animales sean exogámicos. Los mosaicos tienen ventajas potenciales 
con respecto a las vacunas monovalentes. Los mosaicos tienen una mejor probabilidad de estimular una respuesta 
que reaccione con variantes más habituales. Los mosaicos también estimulan múltiples respuestas a las diferentes 
formas que están presentes en el cóctel. Por tanto, los mosaicos tienen el potencial de bloquear vías de escape 
habituales. En el estudio de los inventores, la vacuna de mosaico tendió a estimular respuestas de linfocitos T que 50 
reconocían más péptidos solapantes. Existen muchos puntos calientes de localización de péptidos reactivos. Los 
péptidos PTE se diseñan para maximizar la cobertura de epítopo (o nonámero para un tramo de 9 aminoácidos 
contiguos) potencial del grupo M del VIH-1 en los reactivos peptídicos usados para evaluar vacunas. 
Inevitablemente, hay mucho solapamiento en péptidos PTE, pero debido al algoritmo, el solapamiento es 
habitualmente un solapamiento con algo de variación. La figura 7 desvela la SEQ ID NO: 42. 55 
La Figura 8 es un esquema que resume el mapeo de los péptidos PTE Gag de linfocitos T CD4+ que son 
reconocidos por linfocitos T de cada uno de los animales estudiados. La figura 8 desvela la SEQ ID NO: 43. 
La Figura 9 es un diagrama que ilustra patrones típicos de respuestas de PTE a la vacuna de ConM o a la vacuna 
natural óptima, alineando péptidos que inducen una respuesta con la región relevante de la vacuna. Son necesarias 
buenas coincidencias con tramos sólidos de identidad entre vacuna y péptido PTE diana para conseguir una 60 
reacción a estas vacunas. La figura desvela las SEQ ID NO: 44-57, respectivamente, en orden de aparición. 
La Figura 10 es un diagrama que ilustra que las vacunas de mosaico generaron muchas respuestas que 
reconocieron múltiples péptidos solapantes variantes sin ninguna competición antigénica evidente y con 
respuestas locales amplias. En particular, se reconocieron cuatro péptidos PTE variables. Por otra parte, en la 
región de solapamiento se reconocieron ambas formas de mosaico, así como una combinación de las dos. 65 
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Finalmente, se reconoció una forma nueva (S). La Figura 10 desvela las SEQ ID NO: 58-63, respectivamente, en 
orden de aparición. 
La Figura 11 es un diagrama que ilustra un patrón típico de respuestas de péptidos PTE CD8+ en animal vacunado 
con mosaico (361-07). Se ensayaron 22 péptidos PTE y se identificaron 8 regiones sensibles a CD8; 5 regiones 
incluían péptidos variables que coinciden con aminoácidos en uno u otro de los mosaicos. Se identificaron 5 5 
regiones sensibles a CD4. Por tanto, las respuestas de linfocitos T a mosaicos muestran más péptidos variables 
en una región dada. Esto parece suceder en particular con respuestas de linfocitos T CD8. Esto podría ser el 
resultado de desencadenar múltiples clones de linfocitos T que reconocen variantes de epítopos, y estos pueden 
bloquear vías de escape adecuadas. No solamente hay más respuestas, sino que son más profundas y abarcan 
más variantes. La Figura 11 desvela respuestas de CD8 como SEQ ID NO: 64-101, respectivamente, en orden de 10 
aparición. Las respuestas de CD8 se desvelan como SEQ ID NO: 102-117, respectivamente, en orden de aparición. 
La Figura 12 es un gráfico que muestra el número de péptidos PTE variables solapantes que abarcan regiones 
diana de linfocitos T inducidos por vacuna. 
La Figura 13 es un gráfico que muestra que la vacuna de 2 antígenos mosaico produce más respuestas de linfocitos 
T, en relación con las vacunas de Mcon y OptC, a regiones que contienen uno o más péptidos PTE solapantes. La 15 
Figura 13 es similar a la Figuras 5, monos mostrados en el mismo orden de derecha a izquierda, pero con la escala 
cambiada para reflejar el número de respuestas a regiones que contienen uno o más péptidos PTE solapantes en 
lugar de péptidos individuales. 
La Figura 14 es un diagrama que muestra el número de respuestas de linfocitos T en animales después de la 
administración de vacunas de mosaico bivalente (Mos2), Mcon y OptC. La vacuna de mosaico bivalente (Mos2) 20 
desencadena un número mediano de 8 respuestas en linfocitos T CD8+, mientras que solamente un número 
mediano de 3 (intervalo: 0-6) y 1,5 péptidos (intervalo: 0-5) respuestas de linfocitos T CD8+ son desencadenadas 
por vacunas de Mcon y OptC, respectivamente. La vacuna de mosaico bivalente (Mos2) desencadena un número 
mediano de 3 (intervalo: 2-5) respuestas en linfocitos T CD4+, mientras que solamente un número mediano de 1 
(intervalo: 0-2) y 0,5 (intervalo: 0-2) respuestas de linfocitos T CD4+ son desencadenadas por vacunas de Mcon y 25 
OptC, respectivamente. Por tanto, la tendencia para respuestas es Mos2 > Mcon > OptC. 
La Figura 15 es un gráfico que muestra que las vacunas de mosaico pueden inducir más respuestas que reaccionan 
de forma cruzada con proteínas naturales del clado C que una vacuna natural del clado C: los péptidos agrupados 
GAG que representan 5 proteínas. Los animales vacunados con el consenso del grupo M o la proteína natural del 
clado C de cobertura óptima tuvieron 0-2 respuestas a los péptidos procedentes de estas proteínas, mientras que 30 
los animales vacunados con mosaico pudieron responder a grupos de 1-5 péptidos. La vacuna de mosaico induce 
más respuestas a cada una de las proteínas ensayadas que Mcon o el C óptimo. Las respuestas de linfocitos T 
inducidas por vacunas de mosaico también reconocieron más conjuntos de péptidos agrupados que abarcaban 
proteínas Gag reales. 10-12 subgrupos = péptidos 10x15meros (excepto 96ZM Gag, que es péptidos 5x20meros). 
La Figura 16 es un gráfico que muestra que el diseño de mosaico es robusto para cambios en polipéptidos víricos 35 
a lo largo del tiempo (por ejemplo, Gag M). 
La Figura 17 es un gráfico que muestra que la cobertura usando optimización de nonámeros es robusta sobre 
longitudes casi de optimización (por ejemplo, 8-12meros) (se muestra Gag). 
La Figura 18 es un gráfico que muestra que un aumento en el número de variantes aumenta la cobertura, pero 
tiene solamente rendimientos decrecientes (se muestra Gag). 40 
Las Figuras 19A-19B son gráficos que muestran la amplitud y magnitud de respuestas de linfocitos T específicas 
de epítopo a péptidos PTE. La Figura 19A es un gráfico que muestra los números de respuestas de linfocitos T 
CD4+ (superior) y CD8+ (inferior) específicas de epítopo a péptidos PTE individuales después de una única 
inmunización de vectores rAd26 que expresan antígenos Gag, Pol y Env del VIH-1 mosaico (azul), M consenso 
(verde), clado B + clado C (morado) o clado C natural óptimo (rojo). Se representan monos individuales en el eje 45 
x. Los diferentes tonos de cada color reflejan respuestas a los diferentes antígenos (Gag, Pol, Env). La Figura 19B 
es un gráfico que muestra los números de regiones de respuesta de linfocitos T CD4+ (superior) y CD8+ (inferior). 
Las Figuras 20A-20C muestran un esquema que muestra respuestas de linfocitos T CD8+ a péptidos PTE en la 
semana 4 después de inmunización mapeada en secuencias proteicas de Gag (Figura 20A) (SEQ ID NO: 118), 
Pol (Figura 20B) (SEQ ID NO: 119) y Env (Figura 20C) (SEQ ID NO: 120) de VIH-1. Los colores indican monos 50 
que recibieron los antígenos Gag, Pol y Env del VIH-1 mosaico (azul), M consenso (verde), clado B + clado C 
(morado) o clado C natural óptimo (rojo). Para cada epítopo, el número de monos, antígeno (G, Gag; P, Pol; E, 
Env), número de subgrupo y número de péptidos PTE individuales están indicados. 
Las Figuras 21A-21C muestran un esquema que muestra respuestas de linfocitos T CD4+ a péptidos PTE en la 
semana 4 después de inmunización mapeada en secuencias proteicas de Gag (Figura 21A) (SEQ ID NO: 121), 55 
Pol (Figura 21B) (SEQ ID NO: 122) y Env (Figura 21C) (SEQ ID NO: 123) de VIH-1. Los colores indican monos 
que recibieron los antígenos Gag, Pol y Env del VIH-1 mosaico (azul), M consenso (verde), clado B + clado C 
(morado) o clado C natural óptimo (rojo). Para cada epítopo, el número de monos, antígeno (G, Gag; P, Pol; E, 
Env), número de subgrupo y número de péptidos PTE individuales están indicados. 
La Figura 22 es un esquema que muestra el alineamiento de secuencias de vacunas con péptidos PTE reactivos 60 
en todos los monos en la semana 4 después de la inmunización con vectores rAd26 que expresan antígenos Gag, 
Pol y Env del VIH-1 mosaico, M consenso, clado B + clado C o clado C natural óptimo. Para cada mono, se 
muestran secuencias de vacunas en la parte superior, y se muestran péptidos PTE reactivos debajo de las 
secuencias de vacunas indicadas por los números de antígenos (G, Gag; P, Pol; E, Env) y péptidos PTE. La región 
de solapamiento mínima se muestra en negrita. Se muestran polimorfismos de secuencias entre los dos antígenos 65 
mosaico o los dos antígenos de clado B + clado C en azul. Las diferencias entre las secuencias de vacuna y los 
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péptidos PTE reactivos se muestran en rojo. La Figura 22 desvela las SEQ ID NO: 124-640, respectivamente, en 
orden de aparición. 

 
Las regiones mínimas en los péptidos que probablemente contengan el epítopo de respuesta inmunitaria, basándose 
en el solapamiento entre péptidos reactivos cuando se produce, están en negrita en las vacunas. Si no hay ningún 5 
péptido solapante, se supone que el epítopo puede estar en cualquier parte del péptido, de modo que la región 
completa está en negrita. No se puede diferenciar entre diferentes respuestas de linfocitos T que se dirigen a epítopos 
con diferentes límites en un péptido, o respuestas de linfocitos T clonales promiscuos que pueden tolerar la variación 
cuando estén presentes variantes; cualquiera de los escenarios podría ser ventajoso en una respuesta inmunitaria de 
vacuna. El número de regiones diana corresponde al número mínimo de respuestas de linfocitos T necesario para 10 
explicar los datos. 
 
Los aminoácidos en los que la vacuna y los péptidos no coinciden se escriben en rojo; si quedan en la región que 
probablemente porte el epítopo, están en rojo en negrita. Las diferencias de aminoácidos fuera de las regiones 
solapantes cuando múltiples péptidos solapan se marcan en rojo, pero en negrita. 15 
 
Las vacunas siempre están en la parte superior. La letra para cada proteína (Gag es G, Pol es P, Envoltura es E) y el 
número de péptido se usan para marcar cada péptido PTE reactivo. Los números de proteínas y HXB2 están detrás 
de cada péptido. 
 20 
Para las vacunas de mosaico y clado B+C, hay 2 antígenos de cada una y ambos se incluyen en el alineamiento; las 
diferencias de aminoácidos en las vacunas se indican en azul y, si el péptido reactivo porta el aminoácido variante en 
el segundo mosaico, también está en azul. En cada una de las posiciones donde los dos antígenos de vacuna difieren, 
los péptidos reactivos también se marcan en negrita para indicar las posiciones donde la inclusión de dos variantes 
puede haber influido en la respuesta inmunitaria a la vacuna y haber permitido mayor amplitud y profundidad. 25 
 
Por ejemplo, la primera vacuna resumida es la vacuna de clado B+C, y el animal 287-95 es el primer animal para el 
que se enumeran respuestas. Hubo 3 respuestas de CD8 a péptidos PTE, 1 para CD4. Dos de los péptidos CD8 
muestran solapamiento sustancial, E26 y E282, de modo que ambos pueden ser dianas para la misma respuesta de 
CTL; por lo tanto, también se observa que solo hay 2 regiones sensibles a CD8 y 1 región sensible a CD4. Para cada 30 
región sensible, se escribe el número de péptidos solapantes por región (por ejemplo, CD8: 12 CD4: 1) para evaluar 
la profundidad de las respuestas; el dos es rojo para indicar que la región de solapamiento es variable en los péptidos 
reactivos. Si la vacuna difiere, como el D/E en la segunda región reactiva, se marca en azul. Solamente la región de 
solapamiento está en negrita. La H en E282 no se encontró en ninguna de las vacunas de modo que está marcado en 
rojo; está dentro de la región de solapamiento de modo que está en negrita. Cada péptido reactivo tiene su proteína y 35 
numeración de HXB2 correspondiente indicado a la derecha. 
 
Las Figuras 23A-23C son gráficos que muestran la magnitud de todas las respuestas de linfocitos CD8+ (Figura 23A 
y 23B) y CD4+ (Figura 23C) específicas de Gag, Pol y Env dispuestas de menor a mayor. 
 40 
Las Figuras 24A-C muestran la profundidad de respuestas de linfocitos T específicas de epítopo a péptidos PTE. La 
Figura 24A es un esquema que muestra un ejemplo de respuestas de linfocitos T mapeadas en el mono 366 que 
recibieron los antígenos del clado C natural óptimo. La Figura 24B es un esquema que muestra un ejemplo de 
respuestas de linfocitos mapeados en el mono 361 que recibieron los antígenos mosaico bivalentes. En las Figuras 
24A y 24B, se muestran secuencias de vacunas en la parte superior (OptC; Mos1, Mos2) y se muestran péptidos PTE 45 
reactivos bajo las secuencias de vacunas indicadas por el antígeno (G, Gag; P, Pol; E, Env) y los números de péptidos 
PTE. La región de solapamiento mínima se muestra en negrita. Se muestran polimorfismos de secuencias entre los 
dos antígenos mosaico en azul. Las diferencias entre las secuencias de vacuna y los péptidos PTE reactivos se 
muestran en rojo. Se muestran los alineamientos completos de todos los péptidos positivos organizados por regiones 
de respuesta en la Fig. 22. La Figura 24C es un gráfico que muestra la profundidad de respuestas de linfocitos T CD4+ 50 
(superior) y CD8+ (inferior) después de inmunización con vectores rAd26 que expresan antígenos M consenso, clado 
B + clado C o clado C natural óptimo. Se representan monos individuales en el eje x. Se muestra una variante de 
respuesta (tono claro) o >1 variantes de respuesta (tono oscuro) para cada región epitópica. La Figura 24A desvela 
las SEQ ID NO: 641-650, respectivamente, en orden de aparición. La Figura 24B desvela las SEQ ID NO: 651-685, 
respectivamente, en orden de aparición. 55 
 
La Figura 25 es un gráfico que muestra la amplitud de respuestas de linfocitos T específicas de epítopos a péptidos 
Gag del VIH-1 de clados A, B y C. La amplitud de respuestas inmunitarias celulares se evaluó utilizando subgrupos 
de péptidos solapantes de las siguientes cepas de Gag de VIH-1: clado C DU422, clado C ZM651, consenso C, 
consenso A y consenso B. Se muestran números de subgrupos positivos después de una única inmunización de 60 
vectores rAd26 que expresan antígenos Gag, Pol y Env del VIH-1 mosaico (azul), M consenso (verde), clado B + clado 
C (morado) o clado C natural óptimo (rojo). Se representan monos individuales en el eje x. 
 
La Figura 26A-D son gráficos que muestran las respuestas inmunitarias celulares y humorales después de la 
inmunización de refuerzo. Se muestran la magnitud (Fig. 26A) y amplitud (Fig. 26B) de respuestas de linfocitos T 65 
individuales en la semana 4 después de la sensibilización (lado izquierdo de cada panel) y en la semana 44 después 
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del refuerzo (lado derecho de cada panel) para cada mono. Los monos se sensibilizaron en la semana 0 con vectores 
rAd26 y se reforzaron en la semana 40 con vectores rAd5HVR48 que expresan antígenos Gag, Pol y Env del VIH-1 
mosaico, M consenso o clado C natural óptimo. Se representan monos individuales en el eje x. En la Fig. 26A, el rojo 
indica respuestas de linfocitos T CD8+, el azul indica respuestas de linfocitos T CD4+, las líneas representan 
respuestas observadas en ambos puntos temporales y los puntos representan respuestas observados solamente en 5 
un punto temporal. En la Fig. 26B, los diferentes tonos de cada color reflejan respuestas a los diferentes antígenos 
(Gag, Pol, Env). La Figura 26C es un gráfico que muestra los títulos de puntos finales de ELISA específicos de Env 
en las semanas 0, 4 y 44. La Figura 26D es un gráfico que muestra los títulos de anticuerpos neutralizantes (NAb) 
para virus del clado A (DJ263.8), clado B (SF162.LS) y clado C (MW965.26) de nivel 1 en la semana 44. Los títulos 
de NAb para virus de leucemia murina como un control negativo fueron <20 para todas las muestras. 10 
 
La Figura 27 es un gráfico que muestra la cobertura teórica de péptidos PTE por los diversos antígenos de vacuna. 
Se muestra el porcentaje de péptidos PTE de 9 aminoácidos que están abarcados por los antígenos Gag, Pol y Env 
del VIH-1 mosaico (azul), M consenso (verde), clado B + clado C (morado) o clado C natural óptimo (rojo). 
 15 
Descripción detallada de la invención 
 
La invención presenta polipéptidos víricos optimizados que se obtienen por ordenador de productos génicos víricos 
de origen natural. Los polipéptidos víricos optimizados de la invención permiten un aumento de la amplitud y 
profundidad de inmunidad específica de virus (por ejemplo, inmunidad celular, tal como respuestas inmunitarias 20 
basadas en linfocitos T) después de inmunización de un sujeto (por ejemplo, un ser humano) con uno o más 
polipéptidos víricos optimizados de la invención o vacunas (por ejemplo, un vector) que incorporan uno o más 
polipéptidos víricos optimizados de la invención. La invención proporciona vacunas que pueden administrarse a un 
sujeto (por ejemplo, un ser humano) infectado con o en riesgo de infectarse con una infección vírica. Las vacunas de 
la invención pueden incorporar al menos dos polipéptidos víricos optimizados definidos para cada producto génico 25 
vírico correspondiente representado. La incorporación de al menos dos polipéptidos víricos optimizados definidos 
permite aumento de la cobertura y representación de epítopos inmunogénicos en la vacuna, que los inventores han 
descubierto que dan como resultado un aumento del número total de respuestas inmunitarias específicas de virus 
después de la vacunación de un sujeto. También se desvelan métodos de administración y fabricación de vacunas, 
vectores y polipéptidos víricos optimizados a un sujeto (por ejemplo, un ser humano). Las composiciones, métodos y 30 
kits descritos en el presente documento pueden aumentar sustancialmente la diversidad, amplitud y/o profundidad de 
las respuestas inmunitarias celulares específicas de virus proporcionando al menos dos polipéptidos víricos 
optimizados definidos. 
 
Polipéptidos víricos optimizados de la invención 35 
 
En determinadas realizaciones, la presente invención proporciona vacunas polivalentes (por ejemplo, bivalentes) que 
incorporan polipéptidos víricos optimizados por ordenador que corresponden a y se obtienen de productos génicos 
víricos que circulan de forma natural. Se ensamblan proteínas mosaico polivalentes de secuencias naturales por 
recombinación informática y se optimizan para proporcionar máxima cobertura de epítopos de linfocitos T (PTE) 40 
potenciales para una valencia dada. Los antígenos mosaico son proteína de longitud completa que se diseñan para 
conservar la expresión y el procesamiento de antígenos naturales. 
 
Los inventores han descubierto que la inmunización con dos polipéptidos víricos optimizados definidos 
correspondientes a y procedentes de un único producto génico vírico (es decir, una vacuna bivalente) induce un 45 
número sustancialmente mayor de respuestas inmunitarias celulares (por ejemplo, respuestas de linfocitos T) que 
vacunas monovalentes o polivalentes convencionales que incorporan polipéptidos de origen natural procedentes del 
mismo producto génico vírico (por ejemplo, secuencias basadas en aislados clínicos) o una secuencia consenso de 
dichos polipéptidos de origen natural procedentes del mismo producto génico vírico. En consecuencia, una vacuna 
que incorpora polipéptidos víricos optimizados por ordenador, cuyas secuencias proporcionan cobertura máxima de 50 
tramos cortos que no sean poco habituales de secuencias víricas en circulación, puede aumentar la amplitud y 
profundidad de la respuesta inmunitaria. 
 
Se usa un algoritmo genético para crear conjuntos de polipéptidos víricos optimizados como mezclas "mosaico" de 
fragmentos de un conjunto arbitrario de secuencias de productos génicos víricos de origen natural proporcionadas 55 
como entradas. Esta estrategia de algoritmo genético usa secuencias proteicas desalineadas de una población vírica 
general como un conjunto de datos de entrada y por lo tanto tiene la virtud de ser "independiente de alineamiento". 
Crea polipéptidos víricos optimizados artificiales que se asemejan a proteínas víricas halladas en la naturaleza, pero 
no son de origen natural. El algoritmo genético puede ajustarse para optimizar polipéptidos víricos de diferentes 
longitudes, dependiendo de la diana pretendida o respuesta inmunitaria deseada. Ya que la mayoría de epítopos de 60 
linfocitos T son de nueve aminoácidos de longitud, el algoritmo genético utilizado para diseñar los polipéptidos víricos 
optimizados de la invención se basó en la optimización de cada secuencia de aminoácidos nonamérica consecutiva 
de un producto génico vírico dado (por ejemplo, Gag de VIH-1). De acuerdo con este enfoque, los nonámeros (por 
ejemplo) que no existen en la naturaleza o que son muy poco habituales pueden excluirse - esta es una mejora en 
relación con estrategias de vacunas basadas en secuencia consenso ya que estas últimas pueden contener algunos 65 
nonámeros (por ejemplo) que aparecen poco o nada en la naturaleza. La definición de aptitud usada para el algoritmo 
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genético es que el cóctel polivalente más "apto" es la combinación de secuencias víricas de entrada que proporciona 
la mejor cobertura (mayor fracción de coincidencias perfectas) de todos los nonámeros en la población y está sometido 
a la restricción de que ningún nonámero está ausente o es poco habitual en la población. El algoritmo genético usado 
para generar los polipéptidos víricos optimizados de la invención se describe adicionalmente en la publicación de 
solicitud de patente internacional WO 2007/024941. 5 
 
En una realización, la invención proporciona vacunas polivalentes (por ejemplo, bivalentes) del VIH-1 que incorporan 
el polipéptido del VIH-1 optimizado expuesto en la SEQ ID NO: 9). En determinadas realizaciones, la invención 
presenta una vacuna polivalente que incorpora dos o más polipéptidos del VIH-1 optimizados. En cada caso, los 
polipéptidos del VIH-1 optimizados se basan en todas las variantes del VIH-1 en circulación global, conocidas como 10 
el grupo principal (M) del VIH-1. Los inventores han generado un conjunto de polipéptidos del VIH-1 optimizados (SEQ 
ID NO: 1-29) que aumentan la amplitud y profundidad de la inmunidad celular basándose en genes de mosaico del 
grupo M que utilizan solamente dos variantes por gen (por ejemplo, dos secuencias polipeptídicas para cada uno de 
Gag, Pol, Env, Nef, Tat, Rev, Vif, Vpr y Vpu). Se ha obtenido el resultado nuevo y sorprendente en macacos Rhesus 
de que el uso de estos polipéptidos del VIH-1 en una vacuna polivalente (por ejemplo, bivalente) del grupo M del VIH-15 
1 induce una amplitud y profundidad significativamente mayores de respuestas inmunitarias celulares específicas del 
VIH-1 en comparación con otras dos estrategias de antígenos de vacunas principales (antígenos de M consenso y 
antígenos de clado C naturales óptimos). 
 
La invención también presenta la fusión de polipéptidos víricos optimizados que corresponden a diferentes productos 20 
génicos víricos. El algoritmo genético descrito anteriormente puede usarse para generar polipéptidos fusionados para 
su uso en una vacuna de la invención. Por ejemplo, las fusiones de polipéptidos del VIH-1 optimizadas de Gag/Nef 
(SEQ ID NO: 19-20), Gag/Pol (SEQ ID NO: 21-27) y Gag/Pol/Nef (SEQ ID NO: 28-29) pueden incorporarse en un 
vector de la invención para administración a un sujeto (por ejemplo, un ser humano) infectado con o en riesgo de 
infectarse con VIH-1. Las vacunas de la invención (bien en forma de polipéptido o de ácido nucleico) también pueden 25 
incluir uno o más polipéptidos no "mosaico" (o secuencias que los codifican, respectivamente), tales como, por 
ejemplo, las secuencias del clado C óptimas (SEQ ID NO: 30-36) o las secuencias consenso (SEQ ID NOS: 37-39). 
 
Los polipéptidos víricos optimizados desvelados en la presente invención pueden prepararse convencionalmente por 
técnicas de síntesis química, tales como las descritas por Merrifield, J. Amer. Chem. Soc. 85:2149 (1963) (véase 30 
también, por ejemplo, Stemmer et al., 164 Gene 49 (1995)). Por ejemplo, las vacunas pueden prepararse fácilmente 
usando síntesis peptídica de fase sólida (SPPS). Puede realizarse síntesis de fase sólida automática usando uno 
cualquiera de varios sintetizadores automáticos disponibles en el mercado, bien conocidos, tales como el sintetizador 
de péptidos Applied Biosystems ABI 433A. Como alternativa, los polipéptidos víricos optimizados de la invención 
pueden producirse de forma recombinante transfectando o transduciendo una célula o un organismo con un ácido 35 
nucleico o vector (por ejemplo, un vector vírico, como un adenovirus) que permite la expresión intracelular del 
polipéptido vírico optimizado. Pueden sintetizarse ácidos nucleicos y vectores que codifican la secuencia de 
nucleótidos de polipéptidos víricos optimizados de la invención mediante técnicas de ADN recombinante bien 
conocidas, incluyendo los descritos en el presente documento. 
 40 
Vacunas de la invención 
 
La invención también presenta vacunas que pueden administrarse a un paciente infectado con o en riesgo de 
infectarse con un virus (por ejemplo, VIH-1). Una vacuna de la invención contiene al menos uno de los polipéptidos 
víricos optimizados de la invención, como se analiza en el presente documento, incluyendo el polipéptido vírico 45 
optimizado que tiene la secuencia de aminoácidos expuesta en la SEQ ID NO: 9. La vacuna de la invención puede ser 
un ácido nucleico que codifica la secuencia de nucleótidos de dos o más polipéptidos víricos optimizados de la 
invención (por ejemplo, el componente inmunogénico de un vector vírico recombinante (por ejemplo, subunidad) o de 
organismo completo (por ejemplo, virus completo)). Los ácidos nucleicos incluyen vectores (por ejemplo, vectores 
víricos, tales como adenovirus) que incorporan la secuencia de nucleótidos de dos o más polipéptidos víricos 50 
optimizados de la invención. Los polipéptidos víricos optimizados de la invención, así como vacunas, ácidos nucleicos 
y vectores que incorporan polipéptidos víricos optimizados, pueden expresarse de forma recombinante en una célula 
o un organismo o pueden administrarse directamente al sujeto (por ejemplo, un ser humano) infectado con, o en riesgo 
de infectarse con, un virus. 
 55 
Vectores de la invención 
 
La invención también presenta vectores que codifican las secuencias de nucleótidos (por ejemplo, ADN o ARN) de 
uno o más polipéptidos víricos optimizados de la invención, incluyendo un vector que codifica un polipéptido vírico 
optimizado que tiene la secuencia de aminoácidos expuesta en la SEQ ID NO: 9. El vector puede ser un vehículo (por 60 
ejemplo, un liposoma), un plásmido, un cósmido, un cromosoma artificial de levadura o un virus que incluye una 
secuencia de nucleótidos que codifica uno o más polipéptidos víricos optimizados de la invención. El vector puede 
incluir secuencias de ácido nucleico adicionales de varias fuentes. 
 
Pueden construirse vectores que codifican uno o más polipéptidos víricos optimizados de la invención usando 65 
cualquier técnica de biología molecular recombinante conocida en este campo. El vector, tras la transfección o 
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transducción de una célula u organismo diana, puede ser extracromosómico o puede estar integrado en el cromosoma 
de la célula hospedadora. El componente de ácido nucleico de un vector puede estar en un número de copias individual 
o múltiple por célula diana y puede ser lineal, circular o concatemerizado. 
 
Los vectores de la invención también pueden incluir secuencias de sitios de entrada de ribosoma internos (IRES) para 5 
permitir la expresión de múltiples cadenas peptídicas o polipeptídicas de un único transcrito de ácido nucleico. Por 
ejemplo, un vector de la invención puede codificar uno o más polipéptidos víricos optimizados de la invención, así 
como otro polipéptido (por ejemplo, un marcador detectable, tal como proteína verde fluorescente (GFP)). 
 
Los vectores de la invención incluyen además elementos de expresión génica que facilitan la expresión de polipéptidos 10 
víricos optimizados de la invención. Los elementos de expresión génica útiles para la expresión de un vector que 
codifica un polipéptido vírico optimizado de la invención incluyen, pero sin limitación, (a) secuencias reguladoras, tales 
como promotores de transcripción vírica y sus elementos potenciadores, tales como el promotor temprano de SV40, 
LTR del virus del sarcoma de Rous y LTR del virus de leucemia murina de Moloney; (b) regiones de corte y empalme 
y sitios de poliadenilación tales como los procedentes de la región tardía de SV40; y (c) sitios de poliadenilación tales 15 
como en SV40. También se incluyen orígenes de replicación plasmídicos, genes de resistencia a antibióticos o 
selección, múltiples sitios de clonación (por ejemplo, loci de escisión de enzimas de restricción) y otras secuencias 
génicas víricas (por ejemplo, secuencias que codifican elementos estructurales, funcionales o reguladores víricos, 
tales como la repetición terminal larga (LTR) del VIH). 
 20 
Los vectores de la invención también pueden incluir polipéptidos víricos optimizados de la invención que se han 
optimizado para expresión en seres humanos, tales como, por ejemplo, una cualquiera de las SEQ ID NO: 11, 14-18 
y 23. 
 
Los vectores de la invención también pueden modificarse técnicamente para incluir un sitio de clonación múltiple (MCS) 25 
que tiene los siguientes sitios de escisión enzimática: XbaI-EcoRI-Kozak-Inicio...Detención-BamHI-NheI; y la siguiente 
secuencia: TCTAGA GAATTC GCCACC [ATG gen TAA TGA] GGATCC GCTAGC. Pueden usarse vectores que tienen 
este MCS con polipéptidos víricos optimizados que no tienen ningún sitio Xbal, EcoRI, BamHI, NheI interno y ningún 
tramo de 6 o más C o G. 
 30 
Administración in vivo 
 
Las vacunas de la invención son útiles en métodos para la administración in vivo de una o más vacunas de la invención 
(por ejemplo, un vector que codifica dos o más polipéptidos víricos optimizados de la invención) a un sujeto (por 
ejemplo, un ser humano) para facilitar la expresión de dos o más polipéptidos víricos optimizados de la invención. Tras 35 
administrar la vacuna al sujeto, se expresarán uno o más polipéptidos víricos optimizados de la invención que pueden 
inducir respuestas inmunitarias protectoras o terapéuticas (por ejemplo, respuestas inmunitarias celulares o 
humorales) dirigidas contra los inmunógenos víricos. 
 
Pueden emplearse varios tipos de vectores para suministrar una secuencia de nucleótidos que codifica uno o más 40 
polipéptidos víricos optimizados de la invención directamente a un sujeto (por ejemplo, un ser humano). Los vectores 
de la invención incluyen virus, ADN desnudo, oligonucleótidos, lípidos catiónicos (por ejemplo, liposomas), polímeros 
catiónicos (por ejemplo, polisomas), virosomas y dendrímeros. 
 
Transfección y transducción ex vivo 45 
 
Las vacunas de la invención también pueden usarse en métodos para la transfección y transducción de células ex 
vivo (por ejemplo, células sanguíneas, tales como linfocitos), seguido de la administración de estas células a un sujeto 
(por ejemplo, un ser humano). Las células pueden ser autólogas para el sujeto tratado. Las células pueden 
transfectarse o transducirse ex vivo con uno o más vectores que codifican la secuencia de nucleótidos de uno o más 50 
polipéptidos víricos optimizados de la invención para permitir la expresión temporal o permanente de los polipéptidos 
víricos optimizados en el sujeto tratado. Tras administrar estas células modificadas al sujeto, se expresarán uno o más 
vectores víricos optimizados de la invención que pueden inducir respuestas inmunitarias protectoras o terapéuticas 
(por ejemplo, respuestas inmunitarias celulares o humorales) dirigidas contra los inmunógenos víricos. 
 55 
Pueden emplearse varios tipos de vectores para suministrar una secuencia de nucleótidos que codifica uno o más 
polipéptidos víricos optimizados de la invención a una célula (por ejemplo, una célula sanguínea, tal como un linfocito). 
Los vectores de la invención incluyen virus, ADN desnudo, oligonucleótidos, lípidos catiónicos (por ejemplo, 
liposomas), polímeros catiónicos (por ejemplo, polisomas), virosomas y dendrímeros. Las vacunas de la presente 
invención también pueden usarse en métodos para la transfección o transducción ex vivo de células (por ejemplo, 60 
células sanguíneas) seguido de la administración de estas células de vuelta al sujeto donante para permitir la expresión 
de polipéptidos víricos optimizados de la invención que tienen propiedades inmunogénicas. Las células que pueden 
aislarse y transfectarse o transducirse ex vivo según estos métodos incluyen, pero sin limitación, células sanguíneas, 
células cutáneas, fibroblastos, células endoteliales, células de músculo esquelético, hepatocitos, células epiteliales de 
próstata y células endoteliales vasculares. Las células madre también son células apropiadas para transducción o 65 
transfección con un vector de la invención. Las células totipotentes, pluripotentes, multipotentes o unipotentes, 
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incluyendo células progenitoras de médula ósea y células madre hematopoyéticas (HSC), pueden aislarse y 
transfectarse o transducirse con un vector que codifica uno o más polipéptidos víricos optimizados de la invención y 
administrarse a un sujeto según estos métodos. 
 
El método de transfección o transducción usado para expresar un vector vírico optimizado de la invención tiene una 5 
fuerte influencia en la fuerza y longevidad de la expresión proteica en la célula transfectada o transducida y, 
posteriormente, en el sujeto que recibe la célula. La presente invención proporciona vectores que son de naturaleza 
temporal (por ejemplo, vectores adenovíricos) o de larga duración (por ejemplo, vectores retrovíricos). Se conocen en 
la técnica secuencias reguladoras (por ejemplo, promotores y potenciadores) que pueden usarse para regular la 
expresión de proteínas. El tipo de célula que se transfecta o transduce también tiene una fuerte influencia en la fuerza 10 
y longevidad de la expresión de proteínas. Por ejemplo, puede esperarse que los tipos celulares con altas tasas de 
renovación tengan periodos más cortos de expresión de proteínas. 
 
Vectores víricos 
 15 
Pueden usarse vectores víricos que codifican la secuencia de nucleótidos de uno o más polipéptidos víricos 
optimizados de la invención como una vacuna de la invención. Por ejemplo, la secuencia de nucleótidos de uno o más 
polipéptidos víricos optimizados de la invención puede insertarse de forma recombinante en la de un genoma vírico 
natural o modificado (por ejemplo, atenuado) adecuado para la transducción de un sujeto (por ejemplo, administración 
in vivo) o células aisladas de un sujeto (por ejemplo, para transducción ex vivo seguida de administración de las células 20 
de nuevo al sujeto). Pueden realizarse modificaciones adicionales en el virus para mejorar la infecciosidad o el tropismo 
(por ejemplo, pseudotipado), reducir o eliminar la competencia replicativa o reducir la inmunogenicidad de los 
componentes víricos (por ejemplo, todos los componentes no relacionados con el agente de vacuna inmunogénica). 
Un vector de la invención puede ser expresado por la célula transducida y secretada al espacio extracelular o 
permanecer con la célula de expresión (por ejemplo, como una molécula intracelular o presentada en la superficie 25 
celular). También pueden usarse vectores víricos quiméricos o pseudotipados para transducir una célula para permitir 
la expresión de uno o más polipéptidos víricos optimizados de la invención. Se describen posteriormente vectores 
ejemplares. 
 
Adenovirus 30 
 
Los adenovirus recombinantes ofrecen varias ventajas significativas para su uso como vectores para la expresión de 
uno o más polipéptidos víricos optimizados de la invención. Los virus pueden prepararse hasta alta titulación, pueden 
infectar células no replicativas y pueden conferir transducción de alta eficacia de células diana ex vivo después de 
contacto con una población de células diana. Asimismo, los adenovirus no integran su ADN en el genoma del 35 
hospedador. Por tanto, su uso como vectores de expresión tiene un riesgo reducido de inducción de trastornos 
proliferativos espontáneos. En modelos animales, se ha descubierto en general que los vectores adenovíricos median 
en la expresión a alto nivel durante aproximadamente una semana. La duración de la expresión transgénica (expresión 
de un ácido nucleico que codifica un polipéptido vírico optimizado de la invención) puede prolongarse usando 
promotores específicos de célula o tejido. Otras mejoras en la ingeniería molecular del vector adenovírico en sí mismo 40 
han producido expresión transgénica más sostenida y menos inflamación. Esto se ve con vectores denominados de 
"segunda generación" que albergan mutaciones específicas en genes adenovíricos tempranos adicionales y vectores 
"vacíos" en los que prácticamente todos los genes víricos se suprimen utilizando una estrategia de Cre-Lox (Engelhardt 
et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA 91:6196 (1994) y Kochanek et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA 93:5731 (1996)). 
 45 
Los vectores adenovíricos de serotipo poco habitual y quiméricos divulgados en las publicaciones de solicitud de 
patente internacional WO 2006/040330 y WO 2007/104792, son particularmente útiles como vectores de la invención. 
Por ejemplo, los adenovirus recombinantes rAd26, rAd34, rAd35, rAd48 y rAd5HVR48 pueden codificar uno o más 
polipéptidos víricos optimizados de la invención. Uno o más vectores víricos recombinantes que codifican polipéptidos 
víricos optimizados de la invención pueden administrarse a un sujeto para tratar o prevenir una infección vírica. 50 
 
Virus adenoasociados (VAA) 
 
Los virus adenoasociados (VAAr), procedentes de parvovirus no patógenos, también pueden usarse para expresar 
polipéptidos víricos optimizados de la invención ya que estos vectores no inducen casi ninguna respuesta inmunitaria 55 
celular antivector y producen expresión transgénica que dura meses en la mayoría de sistemas experimentales. 
 
Retrovirus 
 
Los retrovirus son útiles para la expresión de polipéptidos víricos optimizados de la invención. A diferencia de 60 
adenovirus, el genoma retrovírico se basa en ARN. Cuando un retrovirus infecta una célula, introducirá su ARN junto 
con varias enzimas en la célula. Las moléculas de ARN vírico del retrovirus producirán una copia de ADN bicatenario, 
denominada provirus, mediante un proceso denominado transcripción inversa. Después del transporte al núcleo 
celular, el ADN provírico se integra en un cromosoma de célula hospedadora, alterando de forma permanente el 
genoma de la célula transducida y cualquier célula descendiente que puede proceder de esta célula. La capacidad de 65 
introducir de forma permanente un gen en una célula u organismo es la característica definitoria de retrovirus usados 
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para terapia génica. Los retrovirus incluyen lentivirus, una familia de virus que incluye virus de la inmunodeficiencia 
humana (VIH) que incluye varias proteínas accesorias para facilitar la infección vírica e integración provírica. Los 
vectores lentivíricos, de "tercera generación", actuales, presentan incompetencia de replicación total, tropismo amplio 
y capacidad de transferencia génica aumentada para células de mamífero (véase, por ejemplo, Mangeat y Trono, 
Human Gene Therapy 16(8):913 (2005) y Wiznerowicz y Trono, Trends Biotechnol. 23(1):42 (2005)). 5 
 
Otros vectores víricos 
 
Además de vectores adenovíricos y retrovíricos, se conocen en este campo otros vectores víricos y técnicas que 
pueden usarse para expresar polipéptidos víricos optimizados de la invención en una célula (por ejemplo, una célula 10 
sanguínea, tal como un linfocito) o sujeto (por ejemplo, un ser humano). Estos virus incluyen poxvirus (por ejemplo, 
virus vaccinia y virus vaccinia modificado Ankara o (MVA); véase, por ejemplo, las patentes de los Estados Unidos n.º 
4.603.112 y 5.762.938), herpesvirus, togavirus (por ejemplo, virus de la encefalitis equina venezolana; véase, por 
ejemplo, la patente de los Estados Unidos n.º 5.643.576), picornavirus (por ejemplo, poliovirus; véase, por ejemplo, la 
patente de los Estados Unidos n.º 5.639.649), baculovirus, y otros descritos por Wattanapitayakul y Bauer (Biomed. 15 
Pharmacother, 54:487 (2000)). 
 
Otros vectores de expresión: ADN desnudo y oligonucleótidos 
 
También pueden usarse ADN desnudo u oligonucleótidos que codifican uno o más polipéptidos víricos optimizados 20 
de la invención para expresar estos polipéptidos en una célula (por ejemplo, una célula sanguínea, tal como un 
linfocito) o sujeto (por ejemplo, un ser humano). Véase, por ejemplo, Cohen, Science 259:1691-1692 (1993); Fynan et 
al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 90:11478 (1993); y Wolff et al., BioTechniques 11:474485 (1991). Este es el método 
más sencillo de transfección no vírica. Existen métodos eficaces para el suministro de ADN desnudo tales como 
electroporación y el uso de una "pistola génica", que dispara partículas de oro recubiertas con ADN en un célula 25 
usando gas de alta presión y partículas transportadoras (por ejemplo, oro). 
 
Lipoplejos y poliplejos 
 
Para mejorar el suministro de un ácido nucleico que codifica un polipéptido vírico optimizado de la invención en una 30 
célula o sujeto, pueden usarse lipoplejos (por ejemplo, liposomas) y poliplejos para proteger el ADN del vector de 
degradación indeseable durante el proceso de transfección. El ADN plasmídico puede cubrirse con lípidos en una 
estructura organizada como una micela o un liposoma. Cuando la estructura organizada forma un complejo con ADN, 
se denomina lipoplejo. Hay tres tipos de lípidos, aniónicos (con carga negativa), neutros o catiónicos (con carga 
positiva). Los lipoplejos que utilizan lípidos catiónicos han demostrado utilidad para la transferencia génica. Los lípidos 35 
catiónicos, debido a su carga positiva, forman complejo de forma natural con el ADN de carga negativa. Además, como 
resultado de su carga interaccionan con la membrana celular, se produce endocitosis del lipoplejo y el ADN se liberan 
al citoplasma. Los lípidos catiónicos también protegen contra la degradación del ADN por la célula. 
 
Los complejos de polímeros con ADN se denominan poliplejos. La mayoría de los poliplejos consisten en polímeros 40 
catiónicos y su producción se regula por interacciones iónicas. Una gran diferencia entre los métodos de acción de 
poliplejos y lipoplejos es que los poliplejos no pueden liberar su carga de ADN al citoplasma, de modo que, con este 
fin, debe producirse cotransfección con agentes líticos de endosomas (para lisar el endosoma que se realiza durante 
la endocitosis) tales como adenovirus inactivados. Sin embargo, esto no siempre sucede; los polímeros tales como 
polietilenimina tienen su propio método de alteración de endosomas, como también quitosano y trimetilquitosano. 45 
 
Los lípidos catiónicos y polímeros ejemplares que pueden usarse en combinación con un ácido nucleico que codifica 
un polipéptido vírico optimizado de la invención para formar lipoplejos o poliplejos incluyen, pero sin limitación, 
polietilenimina, lipofectina, lipofectamina, polilisina, quitosano, trimetilquitosano y alginato. 
 50 
Métodos híbridos 
 
Varios métodos híbridos de transferencia génica combinan dos o más técnicas. Los virosomas, por ejemplo, combinan 
lipoplejos (por ejemplo, liposomas) con un virus inactivado. Se ha mostrado que este enfoque da como resultado 
transferencia génica más eficaz en células epiteliales respiratorias que métodos víricos o liposómicos solos. Otros 55 
métodos implican la mezcla de otros vectores víricos con lípidos catiónicos o virus de hibridación. Cada uno de estos 
métodos puede usarse para facilitar la transferencia de un ácido nucleico que codifica polipéptidos víricos optimizados 
de la invención en una célula (por ejemplo, una célula sanguínea, tal como un linfocito) o sujeto (por ejemplo, un ser 
humano). 
 60 
Dendrímeros 
 
Los dendrímeros también pueden usarse para transferir un ácido nucleico que codifica un polipéptido vírico optimizado 
de la invención en una célula (por ejemplo, una célula sanguínea, tal como un linfocito) o sujeto (por ejemplo, un ser 
humano). Un dendrímero es una macromolécula altamente ramificada con una forma esférica. La superficie de la 65 
partícula puede funcionalizarse de muchas maneras y muchas de las propiedades de la construcción resultante se 
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determinan por su superficie. En particular es posible construir un dendrímero catiónico (es decir uno con una carga 
superficial positiva). Cuando está en presencia de material genómico tal como ADN o ARN, la complementariedad de 
la carga conduce a una asociación temporal del ácido nucleico con el dendrímero catiónico. Una vez que alcanza su 
destino, el complejo de dendrímero-ácido nucleico se toma después en la célula a través de endocitosis. 
Administración in vivo 5 
 
La invención también presenta vacunas útiles en métodos in vivo para inmunizar a un sujeto (por ejemplo, un ser 
humano). En una realización, una o más vacunas de la invención pueden ser para administración directa a un sujeto 
para inducir una respuesta inmunitaria protectora o terapéutica (por ejemplo, una respuesta inmunitaria celular o 
humoral) contra un virus (por ejemplo, VIH-1). Como alternativa, un vector que codifica uno o más polipéptidos víricos 10 
optimizados de la invención, como se han descrito anteriormente, puede administrarse directamente a un sujeto para 
prevenir o tratar una infección vírica. Un vector (por ejemplo, un vector vírico) que transfecta o transduce eficazmente 
una o más células in vivo puede inducir una respuesta inmunitaria amplia, duradera y potente en el sujeto tratado. Tras 
la transferencia del componente de ácido nucleico del vector de expresión en una célula hospedadora (por ejemplo, 
una célula sanguínea, tal como un linfocito), la célula hospedadora produce y presenta o secreta la vacuna de la 15 
invención, que después actúa para activar componentes del sistema inmunitario tales como células presentadoras de 
antígenos (APC), linfocitos T y linfocitos B, que dan como resultado el establecimiento de la inmunidad. 
 
Composiciones farmacéuticas 
 20 
La invención también presenta las vacunas, vectores y polipéptidos víricos optimizados de la invención en combinación 
con uno o más excipientes, diluyentes, tampones u otros vehículos aceptables farmacéuticamente aceptables. La 
formulación de una vacuna, vector o polipéptidos víricos optimizados empleará o permitirá la expresión de una cantidad 
eficaz de inmunógeno polipeptídico vírico optimizado. Es decir, se incluirá una cantidad de antígeno que provocará 
que el sujeto tratado (por ejemplo, un ser humano) produzca una respuesta inmunológica específica y suficiente para 25 
transmitir protección al sujeto para la exposición posterior a un virus (por ejemplo, VIH-1) o para tratar una infección 
vírica existente. Por ejemplo, una formulación de una vacuna de la invención puede permitir la expresión de una 
cantidad de antígeno que provocará que el sujeto produzca una respuesta inmunitaria celular amplia y específica. Un 
sujeto tratado con una vacuna, vector o polipéptido vírico optimizado de la invención también puede producir 
anticuerpos antivíricos (por ejemplo, anticuerpos neutralizantes) que pueden conferir un beneficio protector o 30 
terapéutico al sujeto. Una vacuna, vector o polipéptido vírico optimizado de la invención puede administrarse 
directamente a un sujeto, solo o en combinación con cualquier vehículo, sal o adyuvante farmacéuticamente aceptable 
conocido en la técnica. 
 
Las sales farmacéuticamente aceptables pueden incluir sales de adición de ácidos no tóxicas o complejos metálicos 35 
que se usan habitualmente en la industria farmacéutica. Los ejemplos de sales de adición de ácidos incluyen ácidos 
orgánicos, tales como ácidos acético, láctico, pamoico, maleico, cítrico, málico, ascórbico, succínico, benzoico, 
palmítico, subérico, salicílico, tartárico, metanosulfónico, toluenosulfónico o trifluoroacético o similares; ácidos 
poliméricos tales como ácido tánico, carboximetilcelulosa o similares; y ácidos inorgánicos tales como ácido 
clorhídrico, ácido bromhídrico, ácido sulfúrico, ácido fosfórico o similares. Los complejos metálicos incluyen cinc, 40 
hierro, y similares. Un vehículo farmacéuticamente aceptable ejemplar es la solución salina fisiológica. Otros vehículos 
fisiológicamente aceptables y sus formulaciones son conocidos por un experto en la materia y se describen, por 
ejemplo, en Remington’s Pharmaceutical Sciences, (18ª edición), ed. A. Gennaro, 1990, Mack Publishing Company, 
Easton, PA. 
 45 
Las formulaciones farmacéuticas de una cantidad profiláctica o terapéuticamente eficaz de una vacuna, vector o 
polipéptido vírico optimizado de la invención pueden administrarse por vía oral, parenteral (por ejemplo, inyección 
intramuscular, intraperitoneal, intravenosa o subcutánea, inhalación, vía intradérmica, gotas ópticas o implante), nasal, 
vaginal, rectal, sublingual o tópica, en mezcla con un vehículo farmacéuticamente aceptable adaptado para la vía de 
administración. La concentración de una vacuna, vector o polipéptido vírico optimizado de la invención en la 50 
formulación puede variar de aproximadamente 0,1-100 % en peso. 
 
Las formulaciones para administración parenteral de composiciones que contienen una vacuna, vector o polipéptido 
vírico optimizado de la invención incluyen soluciones, suspensiones o emulsiones acuosas o no acuosas estériles. Los 
ejemplos de vehículos adecuados incluyen propilenglicol, polietilenglicol, aceites vegetales, gelatina, nafalenos 55 
hidrogenados y ésteres orgánicos inyectables, tales como oleato de etilo. Dichas formulaciones también pueden 
contener adyuvantes, tales como agentes conservantes, humectantes, emulsionantes y dispersantes. Pueden usarse 
polímero de lactida biocompatible, biodegradable, copolímero de lactida/glicólido o copolímeros de polioxietileno-
polioxipropileno para controlar la liberación de los compuestos. Otros sistemas de suministro parenteral 
potencialmente útiles para composiciones que contienen una vacuna, vector o polipéptido vírico optimizado de la 60 
invención incluyen partículas de copolímeros de etileno-acetato de vinilo, bombas osmóticas, sistemas de infusión 
implantables y liposomas. 
 
Las formulaciones líquidas pueden esterilizarse mediante, por ejemplo, filtración a través de un filtro que retenga 
bacterias, incorporando agentes esterilizantes en las composiciones o irradiando o calentando las composiciones. 65 
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Como alternativa, también pueden fabricarse en forma de composiciones sólidas, estériles, que se pueden disolver en 
agua estéril o en algún otro medio inyectable estéril inmediatamente antes de su uso. 
 
Las composiciones que contienen vacuna, vector o polipéptido vírico optimizado de la invención para administración 
rectal o vaginal son preferentemente supositorios que pueden contener, además de sustancias activas, excipientes 5 
tales como manteca de cacao y una cera de supositorio. También se preparan composiciones para administración 
nasal o sublingual con excipientes convencionales conocidos en la técnica. Las formulaciones para inhalación pueden 
contener excipientes, por ejemplo, lactosa, o pueden ser soluciones acuosas que contienen, por ejemplo, éter de 
polioxietilen-9-laurilo, glicocolato y desoxicolato, o pueden ser soluciones oleosas para administración en forma de 
gotas nasales o nebulizador, o como un gel. 10 
 
La cantidad del principio activo en las composiciones de la invención puede variarse. Un experto en la materia 
apreciará que las dosificaciones individuales exactas pueden ajustarse algo dependiendo de una diversidad de 
factores, incluyendo el péptido que se administra, el tiempo de administración, la vía de administración, la naturaleza 
de la formulación, la tasa de excreción, la naturaleza de las condiciones del sujeto y la edad, el peso, la salud y el sexo 15 
del paciente. Además, la gravedad de la afección tratada por la vacuna, vector o polipéptido vírico optimizado también 
tendrá una influencia en el nivel de dosificación. En general, se administran niveles de dosificación de entre 0,1 µg/kg 
y 100 mg/kg de peso corporal diariamente como una única dosis o dividida en múltiples dosis. Preferentemente, el 
intervalo de dosis general es de entre 250 µg/kg y 5,0 mg/kg de peso corporal al día. Son esperables amplias 
variaciones de la dosificación necesaria a la vista de las diferentes eficacias de las diversas vías de administración. 20 
Por ejemplo, se esperaría en general que la administración oral requiriera mayores niveles de dosificación que la 
administración por inyección intravenosa. Las variaciones en estos niveles de dosificación pueden ajustarse usando 
rutinas empíricas convencionales para optimización, que son bien conocidos en la técnica. En general, la dosificación 
profiláctica o terapéuticamente eficaz precisa puede ser determinada por el especialista clínico a cargo considerando 
los factores anteriormente identificados. 25 
 
La cantidad de una vacuna, vector o polipéptido vírico optimizado de la invención presente en cada dosis 
proporcionada a un paciente se selecciona teniendo en consideración la edad, el peso, el sexo, la condición física 
general del paciente y similares. La cantidad de una vacuna, vector o polipéptido vírico optimizado necesaria para 
inducir una respuesta inmunitaria (por ejemplo, una respuesta inmunitaria celular) o producir un efecto exógeno en el 30 
paciente sin efectos secundarios adversos significativos varía dependiendo de la composición farmacéutica y la 
presencia opcional de un adyuvante. Las dosis iniciales pueden seguirse opcionalmente de refuerzos repetidos, 
cuando sea deseable. El método puede implicar administrar de forma crónica la vacuna, el vector o el polipéptido vírico 
optimizado de la invención. Para uso terapéutico o uso profiláctico, pueden ser deseables dosificaciones repetidas de 
la vacuna de inmunización, el vector o el polipéptido vírico optimizado, tales como un refuerzo anual o un refuerzo en 35 
otros intervalos. La dosificación administrada variará, por supuesto, dependiendo de factores conocidos tales como 
las características farmacodinámicas de la vacuna, el vector o el polipéptido vírico optimizado particular, y su modo y 
vía de administración; la edad, la salud y el peso del receptor; la naturaleza y el alcance de los síntomas, el tipo de 
tratamiento simultáneo, la frecuencia del tratamiento y la naturaleza del efecto deseado. Una vacuna, vector o 
polipéptido vírico optimizado de la invención puede administrarse en tratamientos crónicos para sujetos en riesgo de 40 
infección aguda debido a pinchazos o infección materna. Una frecuencia de dosificación para dichas infecciones 
"agudas" puede variar de dosificaciones diarias a una o dos veces a la semana i.v. o i.m., durante una duración de 
aproximadamente 6 semanas. La vacuna, el vector o polipéptido vírico optimizado también puede emplearse en 
tratamientos crónicos para pacientes infectados, o pacientes con infección avanzada con un virus (por ejemplo, VIH-
1). En pacientes infectados, la frecuencia de administración crónica puede variar de dosificaciones diarias a una o dos 45 
veces a la semana i.m. y puede depender de la semivida del inmunógeno presente en la vacuna, el vector o el 
polipéptido vírico optimizado de la invención. 
 
Adyuvantes 
 50 
Una vacuna de la invención usada para vacunar a un mamífero (por ejemplo, un ser humano) que lo necesite contra 
un virus puede administrarse simultáneamente con uno o más adyuvantes farmacéuticamente aceptables para 
aumentar la inmunogenicidad de la vacuna. Los adyuvantes aprobados para uso humano incluyen sales de aluminio 
(alumbre). Estos adyuvantes han sido útiles para algunas vacunas incluyendo hepatitis B, difteria, polio, rabia y gripe. 
Otros adyuvantes útiles incluyen adyuvante completo de Freund (CFA), adyuvante incompleto de Freund (IFA), 55 
dipéptido de muramilo (MDP), análogos sintéticos de MDP, N-acetilmuramil-L-alanil-D-isoglutamil-L-alanina-2-[1,2-
dipalmitoil-s-glicero-3-(hidroxifosforiloxi)]etilamida (MTP-PE) y composiciones que contienen un aceite metabolizable 
y un agente emulsionante, en donde el aceite y agente emulsionante están presentes en la forma de una emulsión de 
aceite en agua que tiene gotas de aceite siendo sustancialmente todos ellos de menos de un micrómetro de diámetro. 
 60 
Kits 
 
La invención proporciona kits que incluyen una composición farmacéutica que contiene una vacuna, vector o 
polipéptido vírico optimizado de la invención y un vehículo farmacéuticamente aceptable, en una cantidad 
terapéuticamente eficaz para prevenir o tratar una infección vírica. Los kits incluyen instrucciones para permitir que un 65 
especialista clínico (por ejemplo, un médico o enfermero) para administrar la composición contenida en los mismos. 
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Preferentemente, los kits incluyen múltiples envases de la composición o las composiciones farmacéuticas de una 
única dosis que contienen una cantidad eficaz de una vacuna, vector o polipéptido vírico optimizado de la invención. 
Opcionalmente, pueden incluirse en los kits instrumentos o dispositivos necesarios para administrar la o las 
composiciones farmacéuticas. Por ejemplo, un kit de la presente invención puede proporcionar una o más jeringas 
precargadas que contienen una cantidad eficaz de una vacuna, vector o polipéptido vírico optimizado de la invención. 5 
Asimismo, los kits también pueden incluir componentes adicionales tales como instrucciones o programas de 
administración para un paciente infectado con o en riesgo de infectarse con un virus para usar la o las composiciones 
farmacéuticas que contienen una vacuna, vector o polipéptido vírico optimizado de la invención. 
 
Resultará evidente para los expertos en la materia que pueden hacerse diversas modificaciones y variaciones en las 10 
composiciones, métodos y kits de la presente invención sin alejarse del alcance de la invención. Por tanto, se pretende 
que la presente invención abarque las modificaciones y variaciones de la presente invención siempre que queden 
dentro del alcance de las reivindicaciones adjuntas y sus equivalentes. 
 
Ejemplos 15 
 
La presente invención se ilustra mediante los siguientes ejemplos, que no se pretenden en ningún modo que sean 
limitantes de la invención. 
 
Ejemplo 1 20 
 
Las secuencias de antígenos de mosaico Gag, Pol, Nef y Env (SEQ ID NO: 1-8) se construyeron usando el algoritmo 
genético analizado anteriormente. Estas secuencias se modificaron después para hacerlas prácticas para el desarrollo 
de vacunas eliminando la actividad de escisión/fusión en Env (SEQ ID NO: 9-11), eliminando la actividad catalítica en 
Pol (SEQ ID NO: 12-14), eliminando sitios de miristilación en Nef (SEQ ID NO: 16-18) y construyendo construcciones 25 
de fusión incluyendo GagNef, GagPol o GagPolNef (SEQ ID NO: 19-29). También se representan los genes de clado 
C naturales óptimos comparadores (SEQ ID NO: 30-36). 
 
Ejemplo 2 
 30 
Se inmunizaron monos rhesus con 3x1010 vectores rAd26 vp que expresan genes Gag, Pol y Env de secuencias de 
M consenso (Grupo 1), M mosaico bivalente (Grupo 2) o clado C natural óptimo (Grupo 3). Las secuencias de M 
consenso representan secuencias sintéticas que representan el mejor "promedio" de virus en circulación en todo el 
mundo. Las secuencias de M mosaico bivalentes se han descrito anteriormente. Las secuencias del clado C naturales 
óptimas son secuencias de origen natural de virus VIH-1 del clado C reales que tienen el carácter más de "tipo 35 
consenso". Se evaluó la amplitud inmunitaria celular evaluando el número de péptidos de respuesta del conjunto de 
péptidos de epítopos de linfocitos T (PTE) potenciales globales. Los péptidos PTE representan >85 % de secuencias 
del VIH-1 globales y están libremente disponibles del NIH. 
 
Los resultados muestran que las nuevas secuencias de M mosaico bivalentes rindieron drásticamente mejor que estos 40 
otros dos conceptos antigénicos principales. Como se muestra en la Tabla 1, los antígenos de M mosaico bivalentes 
indujeron un aumento significativo de la amplitud de respuestas de linfocitos T específicas de Gag, específicas de Env, 
específicas de Pol y totales en comparación con antígenos de M consenso y antígenos de clado C naturales óptimos. 
(La media representa el n.º promedio de epítopos en cada grupo de monos; ETM representa el error típico de la media). 
 45 

Tabla 1: Los antígenos Gag/Pol/Env del VIH-1 mosaico expanden la amplitud contra péptidos PTE globales en 
monos rhesus 

Amplitud Grupo I: M Consenso Grupo II: M Mosaico bivalente Grupo III: Clado C natural 

 Media ETM Media ETM Media ETM 

Gag 2,0 0,4 7,7 0,9 2,2 0,5 

Env 2,0 0,4 4,0 0,6 1,6 0,5 

Pol 2,7 0,5 8,1 1,4 2,4 0,5 

Total 6,7 0,7 19,9 1,9 6,1 1,1 
 
Ejemplo 3 
 50 
Se inmunizaron macacos IM con 3x1010 vectores rAd26 vp que expresan genes Gag, Pol y Env de secuencias de M 
consenso (Grupo 1; n=7), M Mosaico bivalente (Grupo 2; n=7) o clado C natural óptimo (Grupo 3; n=6) descritas en el 
Ejemplo 2. Se evaluó la amplitud inmunitaria celular evaluando el número de péptidos de respuesta del conjunto de 
péptidos de epítopos de linfocitos T (PTE) potenciales globales. 
 55 
Como una lectura, se evaluaron las respuestas de Elispot de IFNγ CD4/CD8 a péptidos PTE agrupados (magnitud). 
Los epítopos se mapearon exhaustivamente usando péptidos PTE de 15 unidades para evaluar el número de positivos 
(los positivos se definieron como 55 células formadoras de puntos (CFP) por cada 106 PBMC y 4x fondo). También se 
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ensayaron conjuntos agrupados de péptidos solapantes que abarcan 5 proteínas Gag para comparar las respuestas 
a un conjunto de proteínas completas. 
 
Los resultados muestran que las secuencias de M mosaico bivalentes rindieron drásticamente mejor que los otros dos 
conceptos antigénicos principales (Mcon y OptC). 5 
 
Ejemplo 4 
 
Se usó modelización para validar la observación de los inventores de que las respuestas de linfocitos T aumentan 
como resultado de la vacuna de mosaico. Los inventores ajustaron modelos de regresión de Poisson que predijeron 10 
el número de péptidos reactivos en función de la vacuna, el polipéptido y el tipo de linfocito T y después realizaron una 
eliminación por etapas de interacciones. Los inventores observaron que, aunque la vacuna de mosaico produjo una 
potenciación altamente significativa en el número de respuestas de PTE positivas, lo hizo de forma más o menos 
uniforme en todas las poliproteínas y tipos de linfocitos T. Por tanto, se puede predecir el número de péptidos que 
tiene un efecto positivo en un animal combinando contribuciones que dependen, por separado, del tipo de linfocito T, 15 
el polipéptido y la vacuna que el animal recibió. 
 
Estos modelos también incluyeron efectos aleatorios para explicar la variación entre animales. Esta es una precaución 
diseñada para permitir valores de p más creíbles, asignando apropiadamente el potencial predictivo del modelo. 
 20 
Los inventores observaron los siguientes efectos: 
 

a) Hay muchas más respuestas de CD8 que respuestas de CD4, por un factor de 4,37, p < 2 x 10-16; 
b) Hay menos respuestas en gp160 que en gag o pol, por un factor de 0,54, p = 0,000830, y ninguna diferencia 
significativa entre gag y pol (incluso cuando se normaliza por longitud de secuencia ya que pol es dos veces más 25 
largo que Gag y por lo tanto tiene más oportunidad de reaccionar); y 
c) La vacuna de mosaico genera significativamente más respuestas positivas que Mcon (por un factor de 3,6, p = 
6,26 x 10-11) mientras que OptC genera menos, aunque la diferencia de Mcon-OptC no es significativa. 

 
Ejemplo 5 30 
 
Si se considera solamente el número mínimo de respuestas inducidas por una vacuna y detectadas por péptidos PTE, 
de modo que todos los péptidos que solapan en ≥ 8 aminoácidos independientemente de la variación se cuentan 
solamente 1 vez, las vacunas de mosaico aún generan un mayor número de respuestas a regiones definidas. 
 35 
Para el CD8, contando cada conjunto de péptidos solapantes solamente una vez: 
 
Sumario estadístico: 
 
Mos2 > Mcon - OptC (Mcon muestra una tendencia a más respuesta que OptC) 40 
El valor de p de Wilcoxon para Mos2 en comparación con Mcon: valor de p = 0,0009992 
El valor de p de Wilcoxon para Mcon en comparación con C óptimo: valor de p = 0,2351 
 

Sumario de los grupos: 
Vacuna Mín. 1er Cu. Mediana Media 3er Cu. Máx. 

Mos2.cd8 7 7,5 8 9,4 11 14 

Mcon.cd8 0 3 3 3,3 4 6 

OptC.cd8 0 1 1,5 2 4,25 5 
 45 
Para el CD4, contando cada conjunto de péptidos solapantes solamente una vez (hay muy poco solapamiento en CD4, 
de modo que este es casi igual que el primer recuento). 
 
Sumario estadístico: 
 50 
Mos2 >> Mcon ~ OptC (Mcon muestra una tendencia a más respuesta que OptC) 
El valor de p de Wilcoxon para Mos2 en comparación con Mcon: valor de p = 0,00198 
El valor de p de Wilcoxon para Mcon en comparación con C óptimo: 0,099 
 

Sumario de los grupos: 55 
Vacuna Mín. 1er Cu. Mediana Media 3er Cu. Máx. 

Mos2.cd4 2 2,5 3 3,4 4,5 5 

Mcon.cd4 0 1 1 1,3 2 2 

OptC.cd4 0 0 0,5 0,67 1 2 
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Ejemplo 6: Regresión de Poisson contando cada conjunto de péptidos solapantes solamente una vez 
 
Usando péptidos PTE solapantes, los inventores determinaron lo siguiente, que están en amplio acuerdo con los 
resultados analizados en el Ejemplo 4 anterior, donde cada respuesta de PTE positiva se contó por separado: 

a) Hay muchas más respuestas de CD8 que respuestas de CD4, por un factor de 2,8, p ≈ 1 x 10-7; 5 
b) La vacuna de mosaico genera significativamente más respuestas positivas que Mcon (por un factor de 2,84, p 
≈ 4,3 x 10-7), mientras que OptC genera menos, aunque la diferencia de Mcon-OptC no es significativa; y 
c) Hay más respuestas a Pol que a Gag y más a Gag que gp160, pero solo la diferencia de Pol-gp160, un factor 
de aproximadamente 2, fue significativa, p < 0,001. 

 10 
Ejemplo 7: 
 
La siguiente tabla es un recuento de las respuestas totales a Gag, Pol y respuestas de Env a las tres vacunas en los 
7 animales vacunados con 2 mosaicos (Mos2) o Mcon y los 6 animales vacunados con el clado C natural óptimo 
(OptC): 15 
 

  CD8   CD4  

 Env Gag Pol Env Gag Pol 

2Mos 13 20 33 3 10 11 

ConM 8 7 8 2 3 4 

OptC 4 5 5 1 2 1 
 
La vacuna de OptC produjo una respuesta promedio en todos los monos que era ligeramente menor que la respuesta 
de linfocitos T CD8+ por proteína. La vacuna de Mcon mostró ~1 respuesta por proteína. Solamente con Mos2 se 
observa una diferencia en las proteínas, donde Env típicamente tiene menos respuestas que Gag o Pol. 20 
 
Cada una de las proteínas en la vacuna de Mos2 indujo muchas respuestas y contribuyó a la respuesta general. La 
longitud relativa de las proteínas consenso después de las modificaciones para inactivar pol y la supresión del dominio 
de escisión y fusión en Env fue: 671 aminoácidos de Env, 851 de Pol, 498 de Gag (1,35 : 1,7 : 1). 
 25 
Sumario 
 

Amplitud: Las 2 vacunas de mosaico inducen respuestas de linfocitos T que son capaces de reconocer muchas 
más regiones epitópicas que el M consenso o una única cepa natural óptima. 
Profundidad: La diversidad de los péptidos PTE reconocidos sugiere que ambas formas en los 2 mosaicos inducen 30 
diferentes respuestas de linfocitos T a los péptidos variantes, aumentando el potencial de reactividad cruzada. 

 
Ejemplo 8: 
 
Las vacunas del VIH-1 de mosaico de la invención expanden la amplitud y profundidad de respuestas inmunitarias 35 
celulares en monos Rhesus. Los inventores construyeron antígenos de Gag, Pol y Env del VIH-1 de mosaico que 
optimizaron la cobertura de PTE de secuencias del grupo M del VIH-1, que incluyen todos los clados del VIH-1 
principales y linajes recombinantes en la base de datos de secuencia del VIH-1 de Los Alamos. Se utilizó una estrategia 
de mosaico bivalente para equilibrar los problemas de competición de cobertura teórica y utilidad práctica. Los 
antígenos de Gag, Pol y Env del VIH-1 de mosaico bivalentes expandieron sustancialmente la amplitud y magnitud 40 
(profundidad) de respuestas de linfocitos T CD8+ y CD4+ específicas de epítopos en monos rhesus, en relación con 
la respuesta inmunitaria observada usando antígenos del VIH-1 de secuencia natural y consenso en monos rhesus. 
 
Los inventores inmunizaron 27 monos rhesus exogámicos con una única inyección de vectores de adenovirus de 
serotipo 26 recombinantes (rAd26) que expresaban los siguientes antígenos: antígenos de Gag, Pol y Env del VIH-1 45 
de (i) mosaico bivalente (N=7), (ii) M consenso (N=7), (iii) clado B y clado C combinado bivalente (N=7) o (iv) clado C 
natural óptimo (N=6). Se administró una dosis total de 3x1010 partículas víricas de vectores rAd26 que expresaban 
estos antígenos una vez i.m. a cada animal. Los antígenos de clado C óptimos fueron las secuencias de cepa natural 
seleccionadas para proporcionar cobertura de PTE máxima de secuencias de clado C en la base de datos de 
secuencia del VIH-1 de Los Alamos (analizada en los Materiales y métodos posteriormente). Los inventores evaluaron 50 
la amplitud y magnitud (profundidad) de respuestas de linfocitos T específicas del VIH-1 inducidas por vacuna mediante 
ensayos ELISPOT de IFN-γ en la semana 4 después de inmunización utilizando grupos y subgrupos de péptidos que 
incluyeron todos los PTE hallados en al menos 15 % de las secuencias del grupo M del VIH-1. Todas las respuestas 
de péptidos individuales se resolvieron y se realizaron ensayos ELISPOT de IFN-γ pobres en células para determinar 
si los péptidos reactivos representaban epítopos de linfocitos T CD8+ o CD4+. 55 
 
El número total de respuestas inmunitarias celulares específicas de Gag, Pol y Env a péptidos PTE inducidos por los 
antígenos de mosaico fue 3,8 veces mayor que el número de respuestas inducidas por los antígenos de secuencia 
consenso o natural (Fig. 19A; P = 1 x 10-11, comparando el mosaico con los antígenos consenso, el siguiente grupo 
más alto, basándose en un modelo de regresión de Poisson). Hubo 4,4 veces más respuestas de linfocitos T CD8+ 60 
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que CD4+ (P < 10-11) y menos respuestas a Env que a Gag o Pol (P < 0,0007). El número mediano de respuestas de 
linfocitos T CD8+ fue mayor para la vacuna de mosaico, seguido de las vacunas consenso, la combinada B+C y el 
clado C natural (medianas de 16, 5, 3 y 2 respuestas por animal en cada grupo, respectivamente). Aunque hay menos 
respuestas de linfocitos T CD4+ en general, el mismo patrón relativo surgió con el mayor número de respuestas de 
linfocitos T CD4+ a la vacuna de mosaico, seguido de las vacunas consenso, la combinada B+C y el clado C natural 5 
(medianas de 4, 1, 1 y 0,5 respuestas por animal en cada grupo, respectivamente). Los números de respuestas de 
linfocitos T CD8+ y CD4+ inducidas por las vacunas consenso, el B+C combinada y el clado C natural no fueron 
estadísticamente distinguibles. 
 
Los péptidos PTE incluyen múltiples secuencias solapantes que reflejan de forma natural polimorfismos de secuencias 10 
del VIH-1 de origen natural y por lo tanto las respuestas de péptidos PTE abarcan tanto el reconocimiento de un 
epítopo particular (amplitud) como el reconocimiento cruzado de variantes de ese epítopo (profundidad). Se realizó un 
análisis conservativo de la amplitud evaluando el número de regiones epitópicas reactivas por mono en el que todos 
los péptidos PTE reactivos que solaparon en 8 o más aminoácidos se contaron como un acontecimiento. En este 
análisis conservativo, los inventores aún observaron que los antígenos de mosaico indujeron números 3,1 veces 15 
mayores de regiones epitópicas reactivas de Gag, Pol y Env en comparación con los antígenos consenso o antígenos 
de secuencia natural (Fig. 19B; P = 1,6 x 10-7, regresión de Poisson). Las regiones epitópicas mostraron algo de 
agrupamiento entre animales, como se demuestra por regiones de alta densidad epitópica (Figs. 20A-20C y Figs. 21A-
21C). Se muestran los alineamientos completos de todos los péptidos positivos organizados por regiones de respuesta 
en la Fig. 22. 20 
 
Estos datos muestran que los antígenos de mosaico aumentaron sustancialmente la amplitud de respuestas 
inmunitarias celulares en comparación con antígenos de consenso M y clado C natural. También se demostró que los 
antígenos de mosaico bivalentes eran superiores a la combinación bivalente de antígenos de clado B y clado C (Fig. 
19A y 19B), lo que indica que la amplitud potenciada se debía al diseño de secuencia de mosaico y no reflejaba 25 
solamente el uso de dos secuencias antigénicas distintas por proteína. Para determinar si la amplitud aumentada 
inducida por antígenos de mosaico comprometía la potencia de las respuestas, los inventores evaluaron la magnitud 
de todas las respuestas de linfocitos T CD8+ y CD4+ individuales. La magnitud de estas respuestas resultó comparable 
entre todos los grupos (Fig.23; P = 0,58 y P = 0,99, respectivamente, ensayos de Kolmogorov-Smirnov de dos lados). 
Por tanto, los antígenos de mosaico expandieron la amplitud inmunitaria celular sin comprometer la magnitud de 30 
respuestas específicas de epítopos individuales, lo que indica que las restricciones de inmunodominancia y 
competición antigénica no limitaron la inmunogenicidad de los antígenos de mosaico en este estudio. 
 
A continuación, los inventores caracterizaron la profundidad de las respuestas inmunitarias celulares inducidas por los 
diversos regímenes de vacunas. Los inventores definieron la profundidad como el número de péptidos PTE variantes 35 
inducidos simultáneamente para una región epitópica particular. La inducción de respuestas a múltiples variantes 
epitópicas comunes puede aumentar la cobertura inmunológica de secuencias de virus infecciosos, bloquear las vías 
de escape in vivo comunes u obligar al virus a pasar por vías de escape terciarias que provocan altos costes de ajuste. 
Los antígenos de secuencia consenso y natural indujeron respuestas que se caracterizaron por un alto grado de 
identidad de secuencia entre las secuencias de vacuna y los péptidos PTE reactivos, ejemplificado por las respuestas 40 
en mono 366 que recibió los antígenos de clado C natural (Fig. 24A; véase también la Fig. 22). Por el contrario, los 
antígenos de mosaico indujeron respuestas que se caracterizaban por múltiples péptidos PTE reactivos en regiones 
epitópicas particulares. Estos péptidos representaban variantes comunes y con frecuencia reflejaban los polimorfismos 
contenidos en las secuencias de vacuna de mosaico, ejemplificado por las respuestas en el mono 361 (Fig. 24B; véase 
también la Fig. 22). Un sumario de todas las respuestas específicas de epítopo en estos animales demuestra que los 45 
antígenos de mosaico aumentaron la frecuencia de respuestas inmunitarias celulares a péptidos con dos o más 
variantes diana en comparación con los antígenos de secuencia consenso o natural (Fig. 24C; P = 0,001, ensayo de 
suma de rangos de Wilcoxon que compara el mosaico con los antígenos consenso, el siguiente grupo más alto). 
 
Para complementar el análisis utilizando péptidos PTE, los inventores también evaluaron la amplitud de respuestas 50 
inmunitarias celulares en los monos vacunados con péptidos solapantes tradicionales que abarcaban 5 secuencias de 
Gag diferentes: clado C DU422, clado C ZM651, consenso C, consenso A y consenso B. La amplitud inmunitaria 
celular se determinó evaluando la reactividad a subgrupos de 10 péptidos solapantes que abarcaban cada secuencia 
de Gag. Los antígenos de mosaico indujeron mayor amplitud de respuestas de linfocitos T en comparación con los 
antígenos de secuencia consenso o natural frente a todas las secuencias de Gag que se ensayaron (Fig. 25; P = 1 x 55 
10-7, regresión binomial). Por tanto, los antígenos de mosaico aumentaron la amplitud inmunitaria celular no solamente 
para péptidos PTE sino también para péptidos Gag reales de los clados A, B y C. Los antígenos de mosaico resultaron 
incluso superiores a los antígenos del clado C natural óptimos para inducir respuestas con péptidos Gag del clado C. 
Por otra parte, los antígenos de mosaico indujeron respuestas comparables a péptidos Gag de múltiples clados, 
mientras que los antígenos del clado C natural mostraron respuestas reducidas a péptidos Gag del clado A y clado B 60 
(Fig. 25). 
 
Para evaluar la durabilidad de estas observaciones, los inventores reforzaron los monos que recibieron los antígenos 
de mosaico, consenso y clado C natural óptimo en la semana 40 con una dosis total de 3x1010 partículas víricas del 
vector heterólogo rAd5HVR48 que expresa antígenos Gag, Pol y Env del VIH-1 que coincidieron con las secuencias 65 
utilizadas en la inmunización inicial. La amplitud inmunitaria se determinó evaluando la reactividad a subgrupos de 10 
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péptidos PTE en la semana 4 (después de sensibilización) y en la semana 44 (después del refuerzo). La mayoría de 
respuestas de linfocitos T CD8+ y CD4+ que se observaron después de la inmunización de sensibilización se 
expandieron después del refuerzo (Fig. 26A, líneas rojas y azules), y también se detectaron varias nuevas respuestas 
(Fig. 26A, puntos rojos y azules). En la semana 44, la magnitud de respuestas inmunitarias celulares individuales 
resultaron comparables entre grupos (Fig. 26A). El número de respuestas de subgrupos inducidas por los antígenos 5 
de mosaico (mediana de 27 respuestas por animal), sin embargo, permaneció sustancialmente mayor que el número 
de respuestas de subgrupos inducidas por los antígenos consenso (mediana de 11 respuestas por animal) o los 
antígenos del clado C natural óptimo (mediana de 10 respuestas por animal) después de la inmunización de refuerzo 
(Fig. 26B). Tanto antes como después del refuerzo, hubo más respuestas por animal inducidas por la vacuna de 
mosaico que por las vacunas del clado C natural o consenso (P < 0,001, ensayos de suma de rangos de Wilcoxon 10 
para todas las comparaciones por pares). 
 
Los inventores también midieron respuestas inmunitarias humorales específicas de Env después de inmunización de 
refuerzo mediante ELISA (Fig. 26C) y ensayos de neutralización de pseudovirus basados en luciferasa (Fig. 26D). 
Todos los grupos mostraron títulos de ELISA comparables con respecto a gp140 del clado C y respuestas de 15 
anticuerpo neutralizante (NAb) comparables al virus de clado C de nivel 1 MW965.26. Los antígenos de mosaico 
indujeron respuestas de Nab ligeramente mayores al virus del clado B de nivel 1 SF162.LS en comparación con los 
antígenos del clado C consenso o natural (P = 0,02, ensayo de suma de rangos de Wilcoxon), aunque los inventores 
no detectaron ninguna respuesta de NAb a virus de nivel 2 en ningún grupo. 
 20 
Los datos de los inventores demuestran que los antígenos de Gag, Pol y Env del VIH-1 de mosaico aumentaron tanto 
la amplitud como la profundidad de respuestas inmunitarias celulares específicas de epítopo en comparación con 
antígenos de secuencia consenso o natural en monos rhesus, bastante coincidentes con las predicciones teóricas 
(Fig. 27). Los sorprendentes resultados con antígenos de mosaico en este estudio pueden haber reflejado el hecho 
de que los vectores rAd26 son particularmente eficaces en la inducción de respuestas de linfocitos T CD8+ así como 25 
el hecho de que los antígenos de mosaico parecen particularmente eficaces en el aumento de la amplitud de linfocitos 
T CD8+ (Fig. 19A y 19B). Los inventores también han observado amplitud de linfocitos T CD4+ potenciada con 
antígenos de mosaico, que aunque hubo números sustancialmente menores de estas respuestas. 
 
Se ha mostrado que la amplitud de respuestas inmunitarias celulares específicas de Gag es crítica para el control del 30 
VIS en monos rhesus y para el control del VIH-1 en seres humanos. Por otra parte, en el estudio STEP de fase 2b, el 
candidato a vacuna del VIH-1 basado en rAd5 que expresaba antígenos de Gag, Pol y Nef del clado B natural indujo 
solamente una amplitud limitada de respuestas inmunitarias celulares específicas del VIH-1 y no observó ningún 
beneficio de la vacuna. Los vacunados en el estudio STEP desarrollaron una mediana de solamente 2-3 respuestas 
de linfocitos T específicas de epítopo, incluyendo una mediana de solamente 1 respuesta específica de epítopo a Gag, 35 
y esta amplitud muy estrecha de respuestas inmunitarias celulares probablemente proporcionó cobertura inmunológica 
insuficiente de la diversidad de virus infecciosos. También se ha indicado que se produce escape vírico de linfocitos T 
CD8+ rápidamente durante la infección por VIH-1 aguda, y por lo tanto las respuestas inmunitarias celulares inducidas 
por vacuna contra variantes de epítopos habituales también pueden resultar críticas. En conjunto, estos estudios 
enfatizan la necesidad de desarrollar estrategias de vacuna del VIH-1 que aumentan la amplitud y profundidad 40 
inmunitaria celular. 
 
Ya que los inventores evaluaron antígenos del VIH-1 de mosaico en el presente estudio, no pudieron evaluar la eficacia 
protectora de estos regímenes de vacunas contra exposiciones al VIS. Sin embargo, los inventores han informado 
previamente de que la amplitud de respuestas inmunitarias celulares específicas del VIS inducidas por vectores rAd 45 
se correlacionaban con eficacia protectora contra exposiciones al VIS en monos rhesus (Liu et al., Nature 457:87, 
2009). Los inventores también han mostrado que las respuestas inmunitarias contra epítopos variantes pueden 
bloquear la evolución mutacional del VIS en monos rhesus in vivo (Barouch et al., Nat. Immunol. 6:247, 2005), lo que 
sugiere la relevancia biológica de la expansión de la profundidad inmunitaria celular. La modelización de la eficacia 
protectora de vacunas de mosaico contra exposiciones al VIS en primates no humanos tiene limitaciones intrínsecas, 50 
ya que la diversidad observada de secuencias del grupo M del VIS y VIH-1 difiere sustancialmente y se ve influida por 
biología subyacente diferente. Por ejemplo, la presión de selección de linfocitos T CD8+ en hospedadores naturales 
tales como mangabey gris parece sustancialmente menor que en seres humanos. Por tanto, la evaluación adicional 
de antígenos de mosaico como vacunas del VIH-1 candidatas puede verse beneficiada por los ensayos clínicos. 
 55 
En resumen, los inventores demuestran que antígenos de Gag, Pol y Env del VIH-1 de mosaico bivalente expandieron 
sustancialmente la amplitud y profundidad inmunitaria celular en monos rhesus. Estos hallazgos tienen implicaciones 
importantes para el desarrollo de vacuna del VIH-1, ya que la diversidad de virus global y el escape vírico de respuestas 
inmunitarias celulares representan obstáculos críticos en el desarrollo de una vacuna del VIH-1 basado en linfocitos 
T. Un cóctel bivalente de antígenos de mosaico también es práctico y potencialmente factible para desarrollo clínico. 60 
El aumento de la valencia de antígenos de mosaico puede aumentar la cobertura. Finalmente, la estrategia de antígeno 
de mosaico es generalizable y podría utilizarse para otros patógenos genéticamente diversos además del VIH-1. 
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Materiales y procedimientos 
 
Diseño de antígenos y producción de vectores. Se construyeron antígenos de Gag, Pol y Env de mosaico bivalente 
para proporcionar cobertura óptima de secuencias del grupo M del VIH-1 en la base de datos de secuencia del VIH-1 
de Los Alamos esencialmente como se describe (1, 2). Se seleccionaron antígenos del clado C natural óptimo para 5 
ser las secuencias que proporcionan cobertura de PTE óptima de secuencias del clado C en la base de datos de 
secuencia del VIH-1 de Los Alamos (C.IN.-.70177 Gag, C.ZA.04.04ZASK208B1 Pol, C.SN.90.90SE_364 Env). Se 
seleccionaron antígenos del clado B para ser secuencias casi consenso o consenso (B.CAM-1 Gag, B.IIIB Pol, B.Con 
Env) y se usaron para complementar los antígenos del clado C óptimos para el enfoque de vacuna del clado B + C 
bivalente. Los antígenos de Pol contenían RT y IN sin PR e incluyeron mutaciones puntuales para eliminar la actividad 10 
catalítica como se describe (Priddy et al., Clinical infectious diseases 46:1769, 2008). Los antígenos de Env gpl40 
contenían mutaciones puntuales para eliminar la actividad de escisión y fusión. Las secuencias de vacuna se 
representan en la Fig. 27. Se cultivaron vectores de adenovirus de serotipo 26 incompetente para replicación (rAd26) 
y de hexón quimérico rAd5HVR48 que expresan estos antígenos en células PER.55K y se purificaron por 
sedimentación de gradiente CsCl doble esencialmente como se describe (Abbink et al., J. Virol. 81:4654, 2007 y 15 
Roberts et al., Nature 441:239, 2006). 
 
Animales e inmunizaciones. 27 monos rhesus exogámicos que no expresaban el alelo del MHC de clase I Mamu-A*01 
se alojaron en el New England Primate Research Center (NEPRC), Southborough, MA. Las inmunizaciones implicaron 
3 x 1010 partículas víricas de vectores rAd26 o rAd5HVR48 que expresan antígenos de Gag, Pol y Env del VIH-1 de 20 
mosaico, M consenso, clado B + clado C o clado C natural óptimo suministradas como inyecciones de 1 ml i.m. en 
ambos músculos cuádriceps en las semanas 0 y 40. Todos los estudios animales fueron aprobados por el comité 
institucional de cuidado y uso de animales (IACUC). 
 
Ensayos ELISPOT de IFN-γ. Las respuestas inmunitarias celulares específicas del VIH-1 en monos vacunados se 25 
evaluaron mediante ensayos ELISPOT de interferón-γ (IFN-γ) esencialmente como se describe (Roberts et al., Nature 
441:239, 2006, y Liu et al., Nature 457:87, 2009). Se obtuvieron péptidos de epítopos de linfocitos T potenciales (PTE) 
Gag, Pol y Env del VIH-1 que incluían todos los PTE encontrados en al menos 15 % de secuencias del grupo M del 
VIH-1 así como péptidos de Gag del VIH-1 de las cepas de clado C DU422, clado C ZM651, consenso C, consenso 
A, y consenso B del NIH AIDS Research and Reference Reagent Program. Se recubrieron placas multiscreen de 96 30 
pocillos (Millipore) durante una noche con 100 µl/pocillo de 10 µg/ml de anti-IFN-γ humano (BD Biosciences) en PBS 
de Dulbecco sin endotoxina (D-PBS). Las placas se lavaron después tres veces con D-PBS que contenía Tween-20 
0,25 % (D-PBS/Tween), se bloquearon durante 2 h con D-PBS que contenía FBS 5 % a 37 °C, se lavaron tres veces 
con D-PBS/Tween, se aclararon con RPMI 1640 que contenía FBS 10 % para retirar el Tween-20, y se incubaron con 
2 µg/ml de cada péptido y 2 x 105 PBMC por triplicado en volúmenes de reacción de 100 µl. Después de una incubación 35 
de 18 h a 37oC, las placas se lavaron nueve veces con PBS/Tween y una vez con agua destilada. Después las placas 
se incubaron con anti-IFN-γ humano biotinilado 2 µg/ml (BD Biosciences) durante 2 h a temperatura ambiente, se 
lavaron seis veces con PBS/Tween, y se incubaron durante 2 h con una dilución 1:500 de estreptavidina-fosfatasa 
alcalina (Southern Biotechnology Associates). Después de cinco lavados con PBS/Tween y uno con PBS, las placas 
se revelaron con cromógeno de nitro azul de tetrazolio/5-bromo-4-cloro-3-indolil-fosfato (Pierce), se detuvieron con 40 
lavado con agua del grifo, se secaron al aire y se leyeron usando un lector de ELISPOT (Cellular Technology Ltd). Se 
calcularon las células formadoras de puntos (CFP) por cada 106 PBMC. Los fondos del medio fueron típicamente < 15 
CFP por cada 106 PBMC. Las respuestas positivas se definieron como > 55 CFP por cada 106 PBMC y > 4 veces el 
fondo. 
 45 
Mapeo de epítopos. Se realizó mapeo de epítopos de linfocitos T CD8+ y CD4+ exhaustivo utilizando péptidos PTE 
Gag, Pol y Env que se obtuvieron del NIH AIDS Research and Reference Reagent Program. Se realizaron ensayos 
ELISPOT de IFN-γ en la semana 4 después de inmunización inicialmente con grupos de péptidos completos, así como 
con subgrupos que contienen 10 péptidos PTE. Todos los subgrupos de péptidos con respuestas positivas se 
desconvolucionaron y los epítopos se confirmaron con péptidos PTE de 15 aminoácidos individuales. Se realizaron 50 
después ensayos ELISPOT de IFN-γ pobres en células para determinar si los péptidos reactivos representaban 
epítopos de linfocitos T CD8+ o CD4+. También se realizó mapeo de epítopos parcial utilizando subgrupos de PTE 4 
semanas después de la inmunización de refuerzo en la semana 44. Todas las respuestas límite se volvieron a ensayar 
y solo se consideraron positivas si se confirmaron. También se realizó mapeo de epítopos parcial utilizando subgrupos 
que contenían 10 péptidos de Gag solapantes para evaluar la amplitud frente a Gag del VIH-1 de diversos clados. 55 
 
Ensayos inmunitarios humorales. Se evaluaron respuestas inmunitarias humorales específicas de Env mediante 
ELISA directos utilizando gp140 de Env del clado C del VIH-1 y ensayos de neutralización de pseudovirus basados en 
luciferasa esencialmente como se describe (Montefiori, Evaluating neutralizing antibodies against HIV, SIV and SHIV 
in luciferase reporter gene assays. Current Protocols in Immunology, Coligan, Kruisbeek, Margulies, Shevach, Strober 60 
y Coico, Ed. (John Wiley & Sons, 2004, págs. 1-15). 
 
Análisis estadísticos. Todos los análisis estadísticos se realizaron usando el paquete R (Equipo, Foundation for 
Statisical Computing, Viena, Austria, 2009). Para analizar la amplitud de las respuestas inmunitarias celulares a 
péptidos PTE mapeados (Fig. 19A), los inventores ajustaron modelos de regresión de Poisson que predijeron el 65 
número de péptidos reactivos en función del grupo de vacuna, antígeno (Gag, Pol, Env) y subpoblación de linfocitos 
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(CD4, CD8). Los modelos de los inventores incluyeron efectos aleatorios para adaptarse a la variación entre animales 
y se ajustaron con la biblioteca de lme4 (Pinheiro, Springer, Nueva York (2000)) del paquete R. Los datos se ajustan 
bien a los modelos (parámetro de dispersión 1,0) y no hubo ninguna interacción significativa entre los tres factores 
explicativos. Por ejemplo, la potenciación 3,8 veces del número de péptidos PTE reconocidos por monos que recibieron 
los antígenos de mosaico en comparación con los que recibieron los antígenos de secuencia consenso o natural (Fig. 5 
19A) aplicados igualmente a PTE de Gag, Pol y Env y mantenidos para respuestas por linfocitos T CD8+ así como 
CD4+. El análisis del número de regiones epitópicas reactivas (Fig. 19B) también incluyó modelos de regresión de 
Poisson con efectos aleatorios y de nuevo se ajustó bien (parámetro de dispersión 0,87) sin ninguna interacción 
significativa. Se realizaron comparaciones de la magnitud de respuestas de linfocitos T CD8+ y CD4+ (Fig. 23) 
utilizando ensayos de Kolmogorov-Smirnov de dos caras. También se realizaron ensayos no paramétricos para 10 
comparar la amplitud y profundidad de respuestas por mono entre diferentes vacunas (Figs. 19A y 24C). Inicialmente 
los inventores emplearon ensayos de Kruskal-Wallis para determinar si hubo una diferencia entre los 4 grupos de 
vacuna. En cada caso esto fue altamente significativo y los inventores evaluaron después todas las comparaciones 
por pares entre los 4 grupos de vacuna usando ensayos de suma de rangos de Wilcoxon. En cada una de estas 
comparaciones, la vacuna de mosaico indujo significativamente más respuestas por mono que las otras 3 vacunas. 15 
Para analizar la amplitud de respuestas a Gag del VIH-1 de diversos clados (Fig. 25), los inventores ajustaron los 
datos a modelos de regresión binomiales. Estos modelos usaron el grupo de vacuna como una variable explicativa e 
incluyeron efectos aleatorios para explicar la variación entre animales y entre cepas. Los datos tenían una dispersión 
un poco baja, pero los animales que recibieron la vacuna de mosaico aún indujeron un número significativamente 
mayor de respuestas. Se realizó evaluación de la cobertura de PTE usando herramientas disponibles en la base de 20 
datos de secuencia del VIH-1 de Los Alamos. 
 
APÉNDICE DE SECUENCIAS 
 
I. SECUENCIAS DE ENV GP160, GAG, POL, NEF DE MOSAICO M BIVALENTES 25 
 
ENV1 GP160 DE MOSAICO (SECUENCIA DE AA) 
 
SEQ ID NO: 1 
 30 

 
 

ENV2 GP160 DE MOSAICO (SECUENCIA DE AA) 
 
SEQ ID NO: 2 35 
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GAG1 DE MOSAICO (SECUENCIA DE AA) 
 
SEQ ID NO: 3 
 5 

 
 

GAG2 DE MOSAICO (SECUENCIA DE AA) 
 
SEQ ID NO: 4 10 
 

 
 

POL1 DE MOSAICO (SECUENCIA DE AA) 
 15 
SEQ ID NO: 5 
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POL2 DE MOSAICO (SECUENCIA DE AA) 
 
SEQ ID NO: 6 5 
 

 
 

NEF1 DE MOSAICO (SECUENCIA DE AA) 
 10 
SEQ ID NO: 7 
 

 
 

NEF2 DE MOSAICO (SECUENCIA DE AA) 15 
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SEQ ID NO: 8 
 

 
 

II. SECUENCIAS DE ENV GP140 DE MOSAICO M BIVALENTES (DEFECTUOSAS EN ESCISIÓN/FUSIÓN) 5 
 
ENV1 GP140 DE MOSAICO (SECUENCIA DE AA) 
 
SEQ ID NO: 9 
 10 

 
ENV2 GP140 DE MOSAICO (SECUENCIA DE AA) 
 
SEQ ID NO: 10 
 15 

 
 

ENV GP140 DE MOS3 (SECUENCIA DE AA) 
 
678 AA 20 
 
SEQ ID NO: 11 
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III. SECUENCIAS DE POL DE MOSAICO M BIVALENTES (EXTENSAMENTE INACTIVADAS, CON SUPRESIÓN DE 
PR, MUTACIONES DE 9 A PARA ELIMINAR LA ACTIVIDAD CATALÍTICA) 
 5 
POL1 DE MOSAICO (SECUENCIA DE AA) 
 
SEQ ID NO: 12 
 

 10 
POL2 DE MOSAICO (SECUENCIA DE AA) 
 
SEQ ID NO: 13 
 

 15 
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POL V3 DE MOS3 (SECUENCIA DE AA) 
 
851 AA 
 
SEQ ID NO: 14 5 
 

 
 

IV. SECUENCIA DE GAG DE MOSAICO M BIVALENTE 
 10 
GAG DE MOS3 (SECUENCIA DE AA) 
 
508 AA 
 
SEQ ID NO: 15 15 
 

 
 

V. SECUENCIAS DE NEF DE MOSAICO M BIVALENTES (POSICIÓN 2 G A A PARA SUPRIMIR UN SITIO DE 
MIRISTILACIÓN 20 
 
NEF DE MOS1 
 
(206 AA) 
 25 
SEQ ID NO: 16 
 

 
 

  30 
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NEF DE MOS2 
 
(206 AA) - POSICIÓN 2 G A A PARA SUPRIMIR EL SITIO DE MIRISTILACIÓN 
 
SEQ ID NO: 17 5 
 

 
 

NEF DE MOS3 
 10 
(208 AA) 
 
SEQ ID NO: 18 
 

 15 
 

VI. SECUENCIAS DE FUSIÓN DE GAGNEF DE MOSAICO M BIVALENTES 
 
GAGNEF1 DE MOSAICO (SECUENCIA DE AA) 
 20 
SEQ ID NO: 19 
 

 
 

GAGNEF2 DE MOSAICO (SECUENCIA DE AA) 25 
 
SEQ ID NO: 20 
 

E09828172
27-11-2018ES 2 699 685 T3

 



28 

 
 

VII. SECUENCIAS DE FUSIÓN DE GAGPOL DE MOSAICO M BIVALENTES (VERSIÓN 3; POL EXTENSIVAMENTE 
INACTIVADO, CON SUPRESIÓN DE PR, MUTACIONES DE INACTIVACIÓN DE 9 A PARA ELIMINAR LA 
ACTIVIDAD CATALÍTICA) 5 
 
GAGPOL1 V3 DE MOSAICO (SECUENCIA DE AA) 
 
SEQ ID NO: 21 
 10 

 
 

GAGPOL2 V3 DE MOSAICO (SECUENCIA DE AA) 
 
  15 
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SEQ ID NO: 22 
 

 
 

GAG-POL V3 DE MOS3 (SECUENCIAS DE AA) 5 
 
FUSIÓN DE GAG-POL DE 1359 aa CON GAG COMPLETO Y POL MODIFICADO 
 
SEQ ID NO: 23 
 10 
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VIII. SECUENCIAS DE FUSIÓN DE GAGPOL DE MOSAICO M BIVALENTES (VERSIÓN 4; POL MÍNIMAMENTE 
INACTIVADO, PR-RT-IN COMPLETO) 
 5 
GAGPOL1 V4 DE MOSAICO (SECUENCIA DE AA) 
 
SEQ ID NO: 24 
 

 10 
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GAGPOL2 V4 DE MOSAICO (SECUENCIA DE AA) 
 
SEQ ID NO: 25 5 
 

 
 

IX. SECUENCIAS DE FUSIÓN DE GAGPOL DE MOSAICO M BIVALENTES (VERSIÓN 5; POL MÍNIMAMENTE 
INACTIVADO, CON SUPRESIÓN DE PR) 10 
 
GAGPOL1 V5 DE MOSAICO (SECUENCIA DE AA) 
 
  

E09828172
27-11-2018ES 2 699 685 T3

 



32 

SEQ ID NO: 26 
 

 
 

GAGPOL2 V5 DE MOSAICO (SECUENCIA DE AA) 5 
 
SEQ ID NO: 27 

E09828172
27-11-2018ES 2 699 685 T3

 



33 

 
 

X. SECUENCIAS DE FUSIÓN DE GAGPOLNEF DE MOSAICO M BIVALENTES (POL EXTENSIVAMENTE 
INACTIVADO, CON SUPRESIÓN DE PR) 
 5 
GAGPOLNEF1 DE MOSAICO (SECUENCIA DE AA) 
 
SEQ ID NO: 28 
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GAGPOLNEF2 DE MOSAICO (SECUENCIA DE AA) 
 
SEQ ID NO: 29 5 
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XI. SECUENCIAS DE ENV GP160, GAG, POL, NEF DE CLADO C ÓPTIMO 
 
ENV GP160 DE CLADO C ÓPTIMO (SN90.90.SE364) (SECUENCIA DE AA) 5 
 
SEQ ID NO: 30 
 

 
 10 

GAG DE CLADO C ÓPTIMO (IN.70177) (SECUENCIA DE AA) 
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SEQ ID NO: 31 
 

 
 

POL DE CLADO C ÓPTIMO (ZA.04.04ZASK208B1) (SECUENCIA DE AA) 5 
 
SEQ ID NO: 32 
 

 
 10 

NEF DE CLADO C ÓPTIMO (ZA00.1170MB) (SECUENCIA DE AA) 
 
SEQ ID NO: 33 
 

 15 
 

XII. SECUENCIA DE ENV GP140 DE CLADO C ÓPTIMO (DEFECTUOSA EN ESCISIÓN/FUSIÓN) 
 
ENV GP140 DE CLADO C ÓPTIMO (SN90.90.SE364) (SECUENCIA DE AA) 
 20 
SEQ ID NO: 34 
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XIII. SECUENCIA DE POL DE CLADO C ÓPTIMO (EXTENSIVAMENTE INACTIVADO, CON SUPRESIÓN DE PR) 
 
POL DE CLADO C ÓPTIMO (ZA.04.04ZASK208B1) (SECUENCIA DE AA) 5 
 
SEQ ID NO: 35 
 

 
 10 

XIV. SECUENCIA DE FUSIÓN DE GAGNEF DE CLADO C ÓPTIMO 
 
GAGNEF DE CLADO C ÓPTIMO (IN.70177-ZA00.1170MB) (SECUENCIA DE AA) 
 
SEQ ID NO: 36 15 
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XV. SECUENCIAS CONSENSO 
 
ENV DE M CONSENSO 5 
 
SEQ ID NO: 37 
 

 
 10 

GAG DE M CONSENSO 
 
SEQ ID NO: 38 
 

 15 
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POL DE M CONSENSO 
 
SEQ ID NO: 39 
 

5 
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REIVINDICACIONES 
 
1. Una vacuna que comprende: 
 

(a) un polipéptido vírico optimizado que tiene la secuencia de aminoácidos expuesta en la SEQ ID NO: 9, o 5 
(b), un vector que codifica un polipéptido vírico optimizado que tiene la secuencia de aminoácidos expuesta en la 
SEQ ID NO: 9. 

 
2. La vacuna según la reivindicación 1, en donde dicha vacuna comprende dicho polipéptido vírico optimizado que 
tiene la secuencia de aminoácidos expuesta en la SEQ ID NO: 9 y en donde dicha vacuna comprende además: 10 
 

a) al menos dos polipéptidos de gag optimizados definidos seleccionados de uno cualquiera o más de los grupos: 
(i) SEQ ID NO: 3 y 4, (ii) SEQ ID NO: 3 y 15, y (iii) SEQ ID NO: 4 y 15; y/o 
b) al menos dos polipéptidos de pol optimizados definidos seleccionados de uno cualquiera o más de los grupos: 
(i) SEQ ID NO: 12 y 13, (ii) SEQ ID NO: 12 y 14, y (iii) SEQ ID NO: 13 y 14. 15 

 
3. La vacuna según la reivindicación 2, 
en donde dichos al menos dos polipéptidos de gag optimizados definidos comprenden las secuencias de aminoácidos 
expuestas en las SEQ ID NO: 3 y 4, respectivamente, y/o 
en donde dichos al menos dos polipéptidos de pol optimizados definidos comprenden las secuencias de aminoácidos 20 
expuestas en las SEQ ID NO: 12 y 13, respectivamente. 
 
4. La vacuna según la reivindicación 1, en donde dicha vacuna comprende dicho vector que codifica un polipéptido 
vírico optimizado que tiene la secuencia de aminoácidos expuesta en la SEQ ID NO: 9 y en donde dicha vacuna 
comprende además uno o más vectores que codifican: 25 
 

al menos dos polipéptidos de gag optimizados definidos seleccionados de uno cualquiera o más de los grupos: (i) 
SEQ ID NO: 3 y 4, (ii) SEQ ID NO: 3 y 15, y (iii) SEQ ID NO: 4 y 15, y/o 
al menos dos polipéptidos de pol optimizados definidos seleccionados de uno cualquiera o más de los grupos: (i) 
SEQ ID NO: 12 y 13, (ii) SEQ ID NO: 12 y 14, y (iii) SEQ ID NO: 13 y 14. 30 

 
5. La vacuna según la reivindicación 4, en donde dicha vacuna comprende uno o más vectores que codifican: 
 

al menos dos polipéptidos de gag optimizados definidos que comprenden las secuencias de aminoácidos 
expuestas en las SEQ ID NO: 3 y 4, respectivamente, y/o 35 
al menos dos polipéptidos de pol optimizados definidos que comprenden las secuencias de aminoácidos expuestas 
en las SEQ ID NO: 12 y 13, respectivamente. 

 
6. La vacuna según la reivindicación 5, en donde dicha vacuna comprende uno o más vectores que codifican: 
 40 

al menos dos polipéptidos de gag optimizados definidos que comprenden las secuencias de aminoácidos 
expuestas en las SEQ ID NO: 3 y 4, respectivamente, y 
al menos dos polipéptidos de pol optimizados definidos que comprenden las secuencias de aminoácidos expuestas 
en las SEQ ID NO: 12 y 13, respectivamente. 

 45 
7. La vacuna según la reivindicación 5 o 6, en donde dicha vacuna comprende además un vector que codifica un 
polipéptido de env optimizado que tiene la secuencia expuesta en la SEQ ID NO: 10. 
 
8. La vacuna según una cualquiera de las reivindicaciones 4 a 7, en donde dichos polipéptidos de gag, pol y/o env 
optimizados están codificados por (i) un único vector o (ii) múltiples vectores. 50 
 
9. La vacuna de una cualquiera de las reivindicaciones 1 y 4 a 8, en donde dicha vacuna comprende un vector vírico 
seleccionado del grupo que consiste en adenovirus de serotipo 26 (Ad26), adenovirus de serotipo 34 (Ad34), 
adenovirus de serotipo 35 (Ad35), adenovirus de serotipo 48 (Ad48) o adenovirus de serotipo 5 HVR48 (Ad5HVR48), 
poxvirus y virus vaccinia Ankara modificado (MVA). 55 
 
10. La vacuna de la reivindicación 9, en donde dicho vector vírico es un adenovirus de serotipo 26 (Ad26). 
 
11. La vacuna de la reivindicación 9, en donde dicho vector vírico es un virus vaccinia Ankara modificado (MVA). 
 60 
12. La vacuna de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 11, en donde dicha vacuna comprende adicionalmente 
un vehículo, excipiente o diluyente farmacéuticamente aceptable. 
 
13. La vacuna de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 12 para su uso en un método de tratamiento o reducción 
del riesgo de una infección por el virus de la inmunodeficiencia humana de tipo 1 (VIH-1) en un ser humano. 65 
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14. Un método de fabricación de una vacuna para el tratamiento o la reducción del riesgo de una infección por el VIH-
1 en un ser humano, comprendiendo dicho método sintetizar la vacuna de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 
12. 
 
15. Un kit que comprende: 5 
 

a) la vacuna de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 11; 
b) un vehículo, excipiente o diluyente farmacéuticamente aceptable; 
c) instrucciones para el uso de los mismos; y, opcionalmente, 
d) un adyuvante. 10 
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Figura 7 
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Figura 20A 
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Figura 20B 
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Figura 20C 
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